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RESUMEN

Introduccién. La infiltracion intralesional con factor de crecimiento epidérmico (EGF) ha

diabetes; Ulcera de pie diabético; factor de emergido como alternativa terapéutica para la cicatrizacion de las Ulceras de pie diabético
crecimiento epidérmico; estrés oxidativo; (UPD). Los objetivos de esta investigacion fueron: determinar el perfil molecular de los pa-

inflamacion

cientes con UPD vy caracterizar los efectos sistémicos del tratamiento intralesional con EGF
en tales pacientes atendiendo a marcadores de balance redox, componentes de la via de
los productos avanzados de glicacion (AGE), factores relacionados con la estabilidad de la
matriz extracelular (MEC) y marcadores pro-inflamatorios. Métodos. Se caracterizaron 13
pacientes con UPD en comparacion con diabéticos sin Ulceras (compensados y no compen-
sados) e individuos no diabéticos, atendiendo a marcadores de balance redox, componentes
de la via de los AGE y elementos relacionados con la estabilidad de la MEC. La respuesta
sistémica de los pacientes con UPD al tratamiento intralesional con EGF se evaluo atendien-
do a los mismos parametros, ademas de otros marcadores pro-inflamatorios. Resultados.
Los pacientes con UPD exhibieron un perfil bioquimico muy alterado, con elevado estrés
oxidativo, bajas reservas antioxidantes, aumento de los productos de glicoxidacion y de las
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) tipo Il se ha expandido progre-

metaloproteasas de la matriz (MMP), con respecto a los diabéticos sin Ulceras y a
los no diabéticos. La administracion intralesional de EGF estuvo asociada a una re-
cuperacion significativa de los pardmetros estudiados y a la atenuacion sistémica
de varios marcadores pro-inflamatorios. Conclusiones: Los resultados indican que la
infiltracion intralesional con EGF se traduce en efectos sistémicos antioxidantes, an-
ti-inflamatorios, anti-degradativos y anti-AGE, que contribuyen a restaurar la homeos-
tasia del paciente diabético.

Systemic effects of the intralesional treatment with
epidermal growth factor (Heberprot-P) in patients
with diabetic foot ulcers

ABSTRACT

Introduction. Intralesional infiltration of epidermal growth factor (EGF) has emerged
as a therapeutic alternative for diabetic foot ulcer (DFU) healing. The objectives of this
research were: to determine the molecular profile of patients with DFU and to cha-
racterize the systemic effects of EGF intralesional treatment in such patients, taking
into account redox balance markers, components of the advanced glycation end-pro-
duct (AGE) pathway, factors related to the extracellular matrix (ECM) stability and
pro-inflammatory markers. Methods. Thirteen patients with DFU were characterized
in comparison with diabetic patients without ulcers (compensated and non-compen-
sated) and non-diabetic subjects, attending to redox balance markers, components
of the AGE pathway, and elements related to the stability of the ECM. The systemic
response of patients with DFU to the intralesional treatment with EGF was evaluated
according to the same parameters, in addition to other pro-inflammatory markers.
Results. Patients with DFU exhibited the most disheveled biochemical profile, with
elevated oxidative stress, low antioxidant reserves, increased glycoxidation products
and matrix metalloproteases (MMP), with respect to non-ulcerated diabetic patients
and to non-diabetic subjects. The intralesional administration of EGF was associated
with a significant recovery of the parameters studied and with the systemic attenua-
tion of several pro-inflammatory markers. Conclusions: These results indicate that
intralesional infiltration of EGF translates into systemic antioxidant, anti-inflammatory,
anti-degradative and anti-AGE effects, which contribute to restoring homeostasis in
the diabetic patient.

béticas exhiben una compleja red de citoquinas inflamatorias,
especies reactivas del oxigeno (ROS) y el nitrogeno (RNS),

sivamente hasta alcanzar la magnitud de pandemia, y es res-
ponsable de 90 % a 95 % de toda la poblacion diabética. @ Es
un grupo heterogéneo y complejo de enfermedades que invo-
lucra multiples factores patogénicos y complicaciones mul-
tiorganicas. La hiperglucemia es su marcador mas constante
y directo. @ La Ulcera de pie diabético (UPD) es una de las
complicaciones mas temidas ya que conduce a la amputa-
cion de extremidades inferiores, con la consecuente discapa-
cidad, exclusion social y mortalidad temprana. La poblacion
diabética contribuye con el 80 % de todas las amputaciones
no traumadticas de miembros inferiores a nivel mundial. @

En la patogénesis de la diabetes ocurre una interaccion
multifacética entre la UPD y su hospedero. ¥ Las heridas dia-

productos avanzados de glicacion (AGE), proteasas de la ma-
triz extracelular (MEC), y una biopelicula polimicrobiana que,
en conjunto, contribuyen a la senescencia de las células de la
herida, la cronificacion de la lesién y el desbalance en la ho-
meostasia del paciente. ® Este dafio funcional parece relacio-
narse con una desregulacion en la disponibilidad y actividad
de los factores de crecimiento. © El sistema formado por el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su receptor (EGFR)
se deteriora como consecuencia de la diabetes, ) lo que com-
prende la reduccién del EGF circulante, salival y tisular; y el
descenso de la actividad tirosina quinasa del EGFR. ©)

El EGF es el factor de crecimiento mas ampliamente es-
tudiado en relacién con la cicatrizacion. La biodisponibilidad
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local prolongada y la estimulacion oportuna de los receptores
son requisitos para un impacto significativo del EGF en el cie-
rre de la herida. @ Como alternativa para evadir el ambiente
hostil de la UPD y para asegurar una adecuada disponibilidad
del EGF a su receptor en células respondedoras, nuestro gru-
po ha realizado infiltraciones intralesionales de EGF durante
mas de una década. 9 En estos estudios, se ha mostrado la
capacidad intrinseca del EGF para desencadenar las acciones
biolégicas requeridas para la cicatrizaciéon de UPD. Y Amplios
estudios de farmacovigilancia confirman la eficacia clinica
del procedimiento de infiltracién en términos de seguridad y
de respuesta de los pacientes, con reducciones del riesgo de
amputacion absoluto y relativo de 16 % y 71 %, respectiva-
mente; y solo un 5 % de re-ulceracion durante un periodo de
seguimiento de 12 meses. (1219

En esta investigacion, nos propusimos como objetivos
determinar el perfil molecular de los pacientes con UPD vy
caracterizar los efectos sistémicos del tratamiento intrale-
sional con EGF en tales pacientes atendiendo a marcadores
de balance redox, componentes de la via de los AGE, facto-
res relacionados con la estabilidad de la MEC y marcado-
res pro-inflamatorios. El presente trabajo recoge 2 estudios
independientes y extemporaneos. (49 Los resultados de-
muestran que la terapia intralesional con EGF se asocia a la
recuperacion del equilibrio redox sistémico, la atenuacion de
marcadores pro-inflamatorios, el control de la via de los AGE,
y la restauracion del equilibrio entre las fuerzas pro-degradati-
vas y pro-sintéticas de la MEC.

METODOS

Consideraciones éticas

Los protocolos de los estudios estan en concordancia
con las guias éticas recogidas en la Declaracién de Helsinki
(1975). Ademas, estos protocolos fueron revisados y aproba-
dos por los comités de ética del Instituto Nacional de Angio-
logia y Cirugia Vascular (INACV) y del Centro de Atencion al
Diabético (CAD), ambos en La Habana, Cuba. Todos los pa-
cientes y los voluntarios no diabéticos firmaron un documen-
to de consentimiento informado antes de ser reclutados para
el estudio.

Poblaciones en estudio

Se incluyeron pacientes con UPD neuropaticas mode-
radas a severas segun la escala de Wagner (16) (n=13 en el
primer estudio y n=11 en el segundo). Todos los pacientes
forman parte del Programa nacional para la atencion integral
al paciente diabético, que incluye la infiltracion intralesional de
EGF humano recombinante (Heberprot-P).

Poblaciones control

En el primer estudio, como referencia respecto al grupo
con UPD, se incluyeron grupos de pacientes diabéticos meta-
bolicamente compensados (n=12) y no compensados (n=12).
Estos pacientes se reclutaron en el CAD. El criterio de com-
pensacion se basé en la hemoglobina glicada (HbA1c) <7 %.
(17) Adicionalmente, se reclutaron 13 voluntarios no diabéti-
cos, aparentemente sanos, de edades similares a las de los
pacientes, que constituyeron el grupo control para todos los
pacientes diabéticos.

EGF humano recombinante

El EGF humano recombinante (Heberprot-P [HeberBiotec
S.A, Cubal), se obtuvo en el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (La Habana, Cuba). ® Los pacientes recibie-
ron 75 ug de EGF mediante infiltracion intralesional, 3 veces
por semana, en dias alternos. El medicamento y el procedi-
miento para su administracion se han descrito en detalle
previamente. (1920

Colecta de muestras

Se colectaron 10 mL de sangre de cada individuo, en ayu-
nas. Para los pacientes con UPD, la colecta en “tiempo cero’
(TO) se corresponde con la muestra obtenida antes de la pri-
mera infiltracién con EGF. La muestra “tiempo uno” (T1) se
obtuvo de 3 a 4 semanas después, cuando se habian comple-
tado de 9 a 12 sesiones de infiltracion.

Determinaciones bioquimicas

Todos los parametros bioquimicos se determinaron por
métodos espectrofotométricos utilizando juegos de reactivos
comerciales de las firmas Immundiagnostik (Alemania), Oxis
International Inc. (EE.UU.), Abcam (Gran Bretafia), Innovative
Research (EE.UU.), Cusabio (China), Donglin (China), BlueGe-
ne (China), Alpco (EE.UU.). Los marcadores de estrés oxidati-
vo incluyeron capacidad oxidante total, productos avanzados
de oxidacién de proteinas (PAOP), organoperdxidos totales
(OPT), malonildialdehido (MDA), y relacion nitrito/nitrato. Los
marcadores de reserva antioxidante incluyeron: capacidad an-
tioxidante total; estado de los grupos sulfhidrilo (SH), y supe-
roxido dismutasa (SOD). Se evaluaron los niveles circulantes
de AGE, su receptor (RAGE), pentosidina (PTD) y HbATc. Tam-
bién se cuantificaron la metaloproteasa de la matriz (MMP) -9
y el inhibidor tisular de MMP (TIMP) -1. Los reactantes de fase
aguda fueron eritrosedimentacion y proteina C reactiva (CRP);
mientras que los marcadores pro-inflamatorios incluyeron in-
terleuguina (IL) -1B, IL-6, y molécula de adhesion intercelular
1 (ICAM-1). En cada caso, se siguieron las instrucciones del
fabricante.
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Perfil de citoquinas

En el segundo estudio, se determinaron 17 citoquinas me-
diante ensayos en perlas magnéticas (HCD8MAG15 K17PMX
human [Millipore Sigma Corp., EE.UU]). Se analizaron mues-
tras de los pacientes en TO y T1, segun las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion se realizd en un equipo Luminex
MAGPIX utilizando el programa xPONENT 4,2 y se analizd con
el programa Milliplex Analyst (v5.1, Millipore) con una regre-
sién lineal de 5 pardmetros (r? > 0,99 en todos los casos).

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el pro-
grama GraphPad Prism 6,01. La distribucién normal y la ho-
mogeneidad de varianza se analizaron mediante las pruebas
de D'Agostino-Pearson y Brown-Forsythe, respectivamente.
En caso de que los datos cumplieran con la distribucién nor-
mal y la homogeneidad de varianza, las comparaciones entre
grupos se realizaron mediante el ANOVA de una via seguido
por la prueba de comparaciones multiples de Holm-Sidak. En
caso contrario, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida
por la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Las com-
paraciones entre TO y T1 se realizaron mediante analisis de
medidas repetidas. Los datos con distribucion normal se ana-
lizaron mediante la prueba t de Student para datos pareados.
De lo contrario, se realizé la prueba de Wilcoxon. Los valores
de p < 0,05 se interpretaron como indicativos de diferencias
estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Esta investigacion abarca 2 estudios independientes y
extemporaneos. En el primer estudio se caracterizd un gru-
po de pacientes con UPD en comparacion con diabéticos sin
Ulceras, compensados y no compensados, e individuos no
diabéticos; atendiendo a marcadores de balance redox, com-
ponentes de la via de los AGE y elementos relacionados con la
estabilidad de la MEC. A continuacion, se evalud la respuesta
sistémica de los pacientes con UPD al tratamiento intralesio-
nal con EGF atendiendo a los mismos parametros. El segun-
do estudio se enfocd hacia los reactantes de fase aguda y
marcadores pro-inflamatorios. Asimismo, se validaron algu-
nos de los resultados obtenidos en el estudio anterior.

Caracteristicas demograficas

En el primer estudio se evaluaron 4 grupos experimenta-
les: pacientes con UPD (n = 13), diabéticos sin Ulceras com-
pensados (n = 12) y no compensados (n = 12), e individuos no
diabéticos (n=13). No se encontraron diferencias significati-
vas entre estos grupos en relacion con la edad y el tiempo de
evolucion de la diabetes. En el segundo estudio, se caracteri-

zaron 171 pacientes con UPD. El sexo masculino predomind en
los grupos con UPD y en los no diabéticos, mientras que entre
los diabéticos sin Ulceras predomind el sexo femenino. Los
pacientes tenian edades entre 30 afios y 85 afos. El tiempo
de evolucion de la diabetes estuvo en el rango de 2 afios a 40
anos. En los grupos con UPD, el tiempo de evolucion de las
heridas estuvo entre 7d y 270 d.

Caracterizacién de los pacientes con UPD

En la tabla 1 se muestran los resultados de la caracte-
rizacion molecular de los grupos estudiados. Los pacientes
con UPD mostraron niveles de capacidad oxidante, PAOPR, y
MDA significativamente superiores con respecto al resto de
los grupos experimentales. Con relacion a la concentracion
de OPT, aunque no se detectaron diferencias estadisticas, los
pacientes con UPD exhibieron valores que triplicaron los de
los restantes grupos.

Los parametros de reserva antioxidante mostraron un
comportamiento opuesto: los pacientes ulcerados exhibieron
niveles significativamente inferiores de capacidad antioxidan-
te y grupos SH con respecto a los otros grupos (tabla 1). La
actividad SOD en los pacientes con UPD fue significativamen-
te menor que en los no diabéticos, pero no se diferencio de los
diabéticos sin Ulceras.

En correspondencia con hallazgos previos, " ??) este es-
tudio muestra que los pacientes ulcerados exhiben una exa-
cerbacion del estrés oxidativo con un deterioro concomitante
de la reserva antioxidante, en comparacién con el resto de los
grupos estudiados. La interrogante acerca de si el estrés oxi-
dativo es una causa de la ulceracion o una consecuencia del
proceso glucotdxico, permanece incognita. ®® Independien-
temente de esta controversia, varios estudios indican que el
estrés oxidativo esta asociado a anomalias en la migracion,
secrecion, proliferacion y polarizacion de los fibroblastos
y queratinocitos, ?* 2 y que la manipulacién farmacoldgi-
ca de este sector bioquimico mejora la cicatrizacion de las
heridas. ¢

Los AGE constituyen un grupo heterogéneo de moléculas
que, al interactuar con el RAGE, conducen a la generacion de
ROS, la sobreexpresion de citoquinas pro-inflamatorias y mo-
léculas de adhesidn, todos ellos involucrados en la fisiopato-
logia de las complicaciones de la diabetes. @7

No se detectaron diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales para AGE y RAGE. Sin embargo, los niveles de
pentosidina fueron significativamente superiores para los pa-
cientes con UPD en comparacion con los diabéticos sin ulce-
ras (tabla 1). La pentosidina es un producto de glicoxidacion,
0 sea, glicacion y oxidacion, @® lo que se corresponde con el
predominio del estrés oxidativo y las bajas reservas antioxi-
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dantes observadas en el grupo con UPD. En estudios previos
se describe que los pacientes diabéticos con complicaciones
cronicas presentan mayores concentraciones de pentosidina
que los diabéticos sin complicaciones. ®® Por tanto, el nivel
de pentosidina se considera como un predictor confiable para
las complicaciones de la DM. ¢9

La HbATc es otro tipo de AGE. En este caso, los pacientes
con UPD y diabéticos no compensados presentaron niveles
significativamente superiores a los pacientes compensados
e individuos sanos (tabla 1). Al respecto se plantea que un
alto nivel de HbATc refleja una mayor generacion de AGE. ¢V

Las MMPs y los TIMPs son 2 grupos de moléculas ago-
nistas involucradas en la fisiologia de la cicatrizacion, y que
requieren un fino equilibrio temporal y espacial. ¢ Los ni-
veles de MMP-9 fueron significativamente superiores en los
pacientes ulcerados con respecto al resto de los grupos ex-
perimentales (tabla 1), lo que indica que la UPD influye sobre
el aumento de los niveles sistémicos de MMP-9. Resulta in-

Tabla 1. Caracterizacion molecular de los pacientes

teresante que los valores de TIMP-1 exhibieron un compor-
tamiento similar. En pacientes con UPD, las concentraciones
de TIMP-1 pudieron haberse incrementado como respuesta
fisiologica compensatoria a los elevados niveles circulantes
de MMP-9.

La no deteccion de diferencias significativas entre los gru-
pos de diabéticos compensados y no compensados para la
mayoria de los parametros estudiados confirma la existencia
de un nivel de dafio que es independiente del control glucémi-
co. Esto probablemente representa el llamado “circulo vicioso
de la memoria metabdlica”. ¢4

Respuesta de los pacientes con UPD al tratamiento
intralesional con EGF

El efecto de la administracion intralesional de EGF en los
pacientes con UPD se analizé después de 9-12 infiltraciones.
Aunque el objetivo principal de este estudio no fue evaluar la
eficacia clinica del EGF, es apropiado mencionar que el trata-
miento desencadend la acumulacion de tejido de granulacion,

Marcador UPD DM Comp DM No comp No DM
Estrés oxidativo

Capacidad oxidante (uM) 1471 +277° 692 +349° 824 +374° 421 + 263"
PAOP (uM) 40,5+7,7° 16,7+ 4,1" 16,9+ 3,6 18,6 +3,5"
MDA (1M) 6,44 +3,55° 5,05+ 1,692° 3,87 +1,32°¢ 2,69%0,70°¢
OPT (uM) 26,61 + 26,50 8,27 £ 6,40 8,46 +7,61 9,05+7,67
Reserva antioxidante

Capacidad antioxidante 233 £ 40" 318 +41° 313 +£40° 324 +36°
(uM)

Grupos SH (ug/mL) 91,4 +25,4° 175,3 + 37,8° 166,2 + 58,9° 179,6 + 32,2°
SOD (% inhibicidn) 43,2+13,.2° 54,5+ 8,62 56,5 * 8,02 61,5+9,4°
Via de los AGE

AGE (ug/mL) 8,67 4,02 18,08 + 12,54 24,93 £19,12 10,95+ 7,63
RAGE (pg/mL) 388 + 168 575 + 456 438 +185 553 + 106

PTD (ng/mL) 2,873 +£3,424° 0,372+ 0,074° 0,559+ 0,482° 0,465+ 0,118
HbA1lc (%) 10,37 £ 0,98° 5,96 +1,04° 8,15+0,92° 5,67 +£0,59°
Elementos de la matriz extracelular

MMP-9 (ng/mL) 1531 + 9332 563 + 415° 589 +390° 554 +484°
TIMP-1 (ng/mL) 1163 +328° 642 +102° 609 + 99° 531 + 88"

UPD: ulcera de pie diabético; DM Comp: diabéticos no ulcerados compensados; DM No comp: diabéticos no ulcerados no compensados; No
DM: no diabéticos; PAOP: productos avanzados de oxidacion de proteinas; MDA: malonildialdehido; OPT: organoperdxidos totales; SH: sulfhi-
drilo; SOD: superoxido dismutasa; AGE: productos avanzados de glicacion; PTD: pentosidina; HbA1c: hemoglobina glicada; RAGE: receptor de

AGE; MMP-9: metaloproteasa de la matriz 9; TIMP-1: inhibidor tisular de MMP 1. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente

significativas.
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la contraccion de los bordes de la herida y la re-epitelizacion
en todos los pacientes.

En el primer estudio, el tratamiento con EGF estuvo aso-
ciado a reducciones significativas de los 4 parametros de es-
trés oxidativo (figura 1 A-D). En correspondencia, la capacidad
antioxidante y los grupos SH exhibieron incrementos signifi-
cativos después de la terapia (figura 1 E, F). Para cada uno de
estos marcadores, al menos el 50 % de los pacientes mostro
una respuesta favorable al balance redox. Por tanto, en adi-
cion a los beneficios referidos a la estimulacion de la granula-
cién y el cierre de la herida, ©>% el EGF contribuye a restaurar
los niveles circulantes de varios marcadores del estado redox
hasta valores cercanos a los de los diabéticos sin ulceras y
los individuos no diabéticos.

A pesar del reducido numero de pacientes estudiados,
este trabajo tiene el mérito de mostrar por primera vez, que
los efectos cicatrizantes de la terapia intralesional con EGF
son, al menos parcialmente, mediados por un mecanismo

compensatorio antioxidante. En consecuencia, consideramos
que el EGF infiltrado es capaz de contrarrestar el desbalance
redox, para atenuar la senescencia prematura, la apoptosis y
el arresto proliferativo de los fibroblastos locales representati-
vos de las UPD @y de otras heridas crénicas. (1939

En el segundo estudio, se confirmé el resultado de ca-
pacidad oxidante, con una disminucion significativa en T1.
Ademas, el tratamiento redujo significativamente la relacion
nitrito/nitrato (figura 1G), principales productos de oxidacién
derivados del NO. “9 Varias evidencias indican que el estrés
nitrosilativo esta estrechamente relacionado con numerosas
complicaciones de la diabetes, disfuncion de érganos e inclu-
so, con el desenlace de los pacientes. “#? La cicatrizacion de
heridas cutdneas también esta dramaticamente influenciada
por el metabolismo del NO, *® donde se requiere de un exqui-
sito ajuste tanto a nivel de organismo como en el ambiente de
la herida para una adecuada cicatrizacion. 4
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Fig. 1. Niveles circulantes de marcadores de estrés oxidativo y reserva antioxidante en pacientes con UPD antes (TO)
y después (T1) del tratamiento intralesional con EGF. A, capacidad oxidante. B, productos avanzados de oxidacion
de proteinas (PAOP). C, malonildialdehido (MDA). D, organoperoxidos totales (OPT). E, capacidad antioxidante. F,
grupos sulfhidrilo (SH). G, relacion nitrito/nitrato. *p < 0,05; ***p < 0,001.
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El EGF posee propiedades citoprotectoras mediadas por
la estimulacion agonistica del eje fosfatidil-inositol 3-quinasa
(PI3K)-Akt por la fosforilacion del EGFR. “% Variados modelos
experimentales han documentado la habilidad del EGF para
estimular la supervivencia de células, tejidos y animales des-
pués de recibir insultos letales, incluyendo oxidantes citotdxi-
cos 647y episodios de isquemia/ reperfusion. “® Estos estu-
dios sugieren que el reaprovisionamiento de los tejidos por el
EGF esta mediado por un efecto antioxidante. Ademas, esta
es la primera demostracion en un escenario clinico.

Con respecto a la via de los AGE, en el primer estudio,
los niveles circulantes de AGE no presentaron diferencias
estadisticas entre TO y T1 (figura 2A). No obstante, la media
disminuyo en un 22 % después de la terapia, lo que pudiera
ser biolégicamente relevante. Los niveles de pentosidina dis-
minuyeron significativamente después del tratamiento, con
una reduccion de la mediana del 42 % (figura. 2B). Este efecto
pudo haber contribuido a atenuar los dafios asociados a la via
de los AGE, que incluyen la inflamacién de la herida, el arresto
y la apoptosis de los fibroblastos. 9 Este resultado se confir-
mo en el segundo estudio.

Las concentraciones de RAGE no se modificaron signifi-
cativamente (dato no mostrado). Sin embargo, en el segundo
estudio, RAGE exhibio un aumento significativo, con un incre-
mento de la mediana del 16 % (figura 2C). RAGE soluble actta
como un receptor “sefiuelo’ que inhibe la sefalizacion a través
del eje AGE/RAGE, de modo que se previene la amplificacion
de episodios citotoxicos.

Los niveles de MMP-9 no variaron significativamente en-
tre TO y T1 (figura 3A). Sin embargo, la concentracién media
en T1 fue un 37 % mas baja que en TO. Los valores de TIMP-1
por su parte, disminuyeron significativamente después de la
terapia (figura 3B), con una reduccion de la media del 31 %.

Los resultados sugieren la recuperacion del equilibrio entre
las moléculas degradativas y sus inhibidores, que podria con-
llevar a la restauracion del balance entre las fuerzas pro-de-
gradativas y pro-sintéticas de la MEC.
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Fig. 3. Niveles circulantes de proteinas relacionadas con la estabili-
dad de la MEC en pacientes con UPD antes (T0) y después (T1) del
tratamiento intralesional con EGF. A, metaloproteasa de la matriz 9
(MMP-9). B, inhibidor tisular de MMP tipo 1 (TIMP-1). *p < 0,05.

En el segundo estudio, se evaluaron los niveles circulantes
de un grupo de marcadores que incluyen reactantes de fase
aguda y citoquinas pro-inflamatorias. El tratamiento con EGF
se asocid a una reduccion altamente significativa de la eritro-
sedimentacion (figura 4A), verificada en todos los pacientes.
La CRP no evidenci¢ diferencias estadisticas entre TO y T1
(figura 4B). Sin embargo, la mediana en T1 fue un 45 % mas
baja que en TO. La interpretacion de estos hallazgos clinicos
incita a especular que la exposicion sistémica al EGF contri-
buye a atenuar el fenotipo hepato-reactivo. (50) El efecto mo-
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Fig. 2. Niveles circulantes de moléculas de la via de los AGE en pacientes con UPD antes (T0) y
después (T1) del tratamiento intralesional con EGF. A, productos avanzados de glicacién (AGE). B,

pentosidina. C, receptor de AGE (RAGE). *p < 0,05.
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dulador del EGF sobre las proteinas de fase aguda derivadas
del higado esta documentado en estudios previos. (51) Otros
estudios in vitro ilustran el efecto del EGF sobre la modulacion
de las proteinas de fase aguda en células hepdticas. (52, 53)

Los niveles de IL-1B e ICAM-1 no se modificaron significa-
tivamente después del tratamiento (datos no mostrados). En
contraste, los niveles de IL-6 disminuyeron significativamen-
te en T1, con una reduccion de la mediana del 66 % (figura
4C). Adicionalmente, se realizé una evaluacién mas amplia de
marcadores pro-inflamatorios mediante un ensayo con perlas
magnéticas, donde se validd la reduccion de los niveles circu-
lantes de IL-6, acompafiada por la disminucién significativa
de la proteina inflamatoria de macréfagos 1-alfa (MIP1-a) y
FAS soluble (sFAS) (figura 4D).

La IL-6 juega un papel patogénico en la aparicion, pro-
gresion y complicaciones de la DM tipo Il 5% sFAS se ha rela-
cionado con la resistencia a la insulina, la aparicion de la DM
tipo Il, asi como la subsiguiente inflamacion endovascular, la
apoptosis asociada a la diabetes, y las complicaciones mul-
tiorgdnicas. ®® MIP1-a es una de las citoquinas inflamatorias
inducidas por altos niveles de glucosa, ®® y estd patogénica-
mente involucrada en la prediabetes y en la inflamacion diabé-
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tica crénica. 7 En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que
el descenso en los niveles circulantes de estos 3 marcadores
pudiera contribuir a restaurar la homeostasia metabdlica y los
programas pro-anabdlicos de los tejidos en el curso del proce-
so de cicatrizacion en pacientes diabéticos. ¥

La interpretacion de estos hallazgos sugiere que detras
de la cicatrizacion exitosa que se logra mediante la infiltra-
cion intralesional de EGF, existe un amplio perfil de efectos
farmacodinamicos, determinados por la restauracion sisté-
mica de multiples eventos moleculares que convergen para
restablecer una trayectoria fisioldgica de cicatrizacion. EI EGF
localmente infiltrado, ademas de contribuir a la recuperacion
de mediadores solubles descompensados, esta dotado con la
capacidad de contrarrestar la senescencia prematura asocia-
da a la diabetes. ©9

Conclusiones

Esta investigacion aporta las primeras evidencias que
confirman el concepto de que la UPD funciona como una
entidad superimpuesta a un hospedero metabdlicamente
descompensado, sobre el que libera reactantes pro-inflama-
torios, pro-oxidantes, glicoxidativos y pro-apoptéticos, que
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Fig. 4. Niveles circulantes de reactantes de fase aguda y marcadores pro-inflamatorios en pacientes con UPD antes (TO) y después (T1) del
tratamiento intralesional con EGF. A, eritrosedimentacion. B, proteina C reactiva (CRP). C, interleuquina-6 (IL-6). D, citoquinas pro-inflamatorias
que mostraron variaciones significativas segun la evaluacion basada en Milliplex: IL-6, proteina inflamatoria de macréfagos 1-alfa (MIP1-a) y FAS

soluble (sFAS). **p < 0,01; ***p < 0,001.
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amplifican la descompensacion metabdlica y crean un circui-
to de influencia mutua que entorpece la cicatrizacion. Asimis-
mo, se documentan por primera vez en un escenario clinico,
los efectos sistémicos del tratamiento intralesional con EGF:
antioxidante, anti-AGE, anti-degradativo, anti-inflamatorio y
anti-apoptotico, con traduccion en la correccion del medio in-
terno del organismo diabético.

En conjunto, los resultados indican que esta terapia con-
tribuye a restaurar la homeostasia sistémica del paciente
diabético, de modo que el EGF humano recombinante (He-
berprot-P) podria ampliar su espectro farmacolégico hacia la
prevencion y control de otras complicaciones de las diabetes
consecuentes de los fenémenos pro-inflamatorios y glicoxi-
dativos.
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