Revision

Los factores de crecimiento celular
representan una potente linea de
investigacion tanto en el dominio
bioquimico como en el
endocrinolégico, y algunos ya son
imprescindibles en el diagndstico,
prondstico y tratamiento de ciertas
enfermedades. El factor de
crecimiento epidérmico (EGF) destaca
entre los mas estudiados. Cuarenta
anos después de su descubrimiento,
sus principales aportaciones
continuan en el campo oncoldgico,
pero destacan numerosos trabajos en
muchas otras especialidades médicas.
Esta revision se centra en los aspectos
bioquimicos, moleculares y celulares
del EGF, resume las aplicaciones
clinicas mas relevantes y orienta el
camino de las investigaciones futuras.

Palabras clave: Factores de crecimiento.
EGF.
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EPIDERMAL GROWTH FACTOR FORTY YEARS AFTER ITS
DISCOVERY: FROM BIOCHEMISTRY TO CLINICAL APPLICATIONS

The study of growth factors is an important line of
investigation in the biomedical and endocrinological fields. Some
growth factors are crucial in the diagnosis, prognosis and
therapy of certain diseases. Epidermal growth factor (EGF) is
among the most studied of these factors. Forty years after its
discovery, it is especially important in oncology although studies
have been published in numerous medical specialties. This
review focuses on the biomedical, molecular and cellular aspects
of ECF, summarizes its most important clinical applications, and
suggests future investigations.
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Los factores de crecimiento relacionan a la célula con su medio
externo (extracelular) y son capaces de modificar caracteristicas
tanto de la propia célula que los sintetiza como de células vecinas
de distinta estirpe, participando en regulaciones autocrinas, yuxta-
crinas e intracrinas. Entre los mds estudiados destacan el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor transformante del creci-
miento-o. (TGF-o), el factor transformante del crecimiento-f3
(TGF-B), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
las interleucinas 2 y 3 (IL-2, IL-3), los factores de crecimiento in-
sulinoide tipos I y II (IGF-I, IGF-II), la somatostatina, los factores
de crecimiento fibrobldstico (FGF) y algunos otros. En el ser hu-
mano, el ciclo y la proliferacién celular dependen de la interaccion
de varios de estos factores, que también tienen muchas otras fun-
ciones, como controlar la migracién, la diferenciacion y la activi-
dad metabdlica de la células. Algunos son ubicuos e imprescindi-
bles para la supervivencia de cualquier célula y pueden medirse en
el suero a concentraciones muy bajas (del orden de 10° a 107!
M). Los mecanismos bioquimicos implicados parecen ser ances-
trales porque mantienen intactas desde hace millones de afios unas
bases que han sido imprescindibles para perpetuar el fenémeno vi-
tal hasta el dia de hoy.
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Se considera que estos factores acaban modificando
la expresion de genes especificos tras complejas reac-
ciones intracelulares que incluyen procesos de fosfori-
lacién en cadena sobre proteinas. Los resultados de la
investigacién bdsica han trascendido a la realidad clini-
ca en diversos campos médicos. El endocrinélogo es
uno de los principales expertos en la bioquimica, fisio-
logia y clinica de estas moléculas, con amplia expe-
riencia sobre otros factores. Por ejemplo, en los enanis-
mos por déficit de receptores para la somatotropina
uno de los tratamientos clave continia siendo el IGF-I,
donde la administracién sistémica del factor parece
ademds incrementar la masa dsea. A diferencia de
otros factores de este tipo, el EGF ha tenido una reper-
cusién mucho mds amplia en otros campos y no exis-
ten revisiones en lengua castellana que traten a fondo
los aspectos bioquimicos y clinicos de este factor. Esta
revision pretende acercar al endocrindlogo las princi-
pales caracteristicas del EGF en los aspectos molecu-
lar, celular, fisiolégico y clinico.

BIOQUIMICA, FISIOLOGIA
Y FISIOPATOLOGIA CELULAR DEL EGF

Descubrimiento del factor
y moléculas relacionadas

El EGF fue descubierto en 1962 por los doctores
Stanley Cohen y Rita Levi-Montalcini en la glandula
submaxilar de raton. Cuando este factor, extraido de
dicha glandula, se inyectaba al ratén recién nacido, se
producia una apertura precoz de los pdrpados y una
erupcion prematura de los incisivos. El andlisis histo-
patolégico de los parpados mostraba una hiperplasia y
queratinizacién de la epidermis, motivo por el cual se
le denomind factor de crecimiento epidérmico’.

Cuarenta afios después de este descubrimiento se ha
profundizado en el conocimiento de su actuacién so-
bre la célula, se ha clonado y caracterizado su receptor
de membrana (EGFR) y se ha descrito una compleja
cascada de sefiales intracelulares generadas al interac-
cionar el ligando con el receptor, de modo que meca-
nismos moleculares descubiertos para el EGF han sido
utiles para estudiar procesos celulares basicos relacio-
nados con hormonas y otros polipéptidos. Los trabajos
pioneros del Dr. Cohen han generado importantisimos
avances en el conocimiento del fisiologismo celular, y
las evidencias del momento indican que en los proxi-
mos aflos se continuard en la misma linea. Cohen reci-
bi6 el premio Nobel de Medicina en 1986 en recono-
cimiento a la trascendencia que supuso ya en las
décadas de 1970 y 1980 el descubrimiento de esta mo-
lécula®. Se trata de un polipéptido de 53 aminodcidos
que mantiene su estructura tridimensional gracias a
tres puentes disulfuro, y el gen que lo codifica se en-
cuentra en el cromosoma 4°. Sus principales luga-
res de sintesis son las gldndulas salivares y el rifién?,
pero se ha detectado actividad transcripcional (EGF
mARN) en células mamarias, pancreas, intestino del-
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gado y otros muchos tejidos, y se ha cuantificado por
métodos inmunoquimicos en la mayoria de fluidos
biolGgicos y en el plasma®.

El EGF forma parte de una familia de péptidos rela-
cionados, como el TGF-a, la anfirregulina y el HB-
EGF (o factor similar al EGF que se une a la hepa-
rina). Todos ellos se caracterizan por tener una se-
cuencia homologa, unirse al mismo receptor (EGFR)
y llevar a cabo funciones bioldgicas similares. Esta fa-
milia de factores se sintetizan como propéptidos inte-
grados en la membrana plasmatica, con un dominio
citoplasmatico, una secuencia de transmembrana y un
dominio extracelular, que contiene la secuencia del
péptido maduro y que es liberado al medio por esci-
sion proteolitica®. La estructura madura de todos los
péptidos relacionados con el EGF presentan una total
conservacion de 6 posiciones de cisteina que contribu-
yen al mantenimiento de la estructura terciaria de la
proteina mediante la formacién de 3 puentes disulfu-
ro, condicién sine qua non para definir al péptido
como miembro de la familia del EGF’.

Expresion, secrecion y regulaciéon

En los mamiferos y en el hombre, una gran variedad
de tejidos de toda la economia sintetizan y liberan
EGF al medio extracelular. Uno de los modelos mds
estudiados ha sido el raton, en el cual se ha detectado
mARN de pro-EGF, desde el punto de vista cuantitati-
vo y en orden decreciente, en gldndula salival de ratén
macho, glandula salival de ratén hembra, rifién, glan-
dula mamaria, pancreas, duodeno, hipofisis, cerebro,
pulmén, bazo, ovarios, higado y ojo*. Hasta hace poco
no se conocian bien los mecanismos de sintesis y se-
crecién del EGF al medio extracelular. En la glandula
mamaria diversos trabajos indicaban que el EGF se
sintetizaba como una prohormona (pro-EGF) que que-
daba unida a la membrana celular y que posiblemente,
por accién de diferentes proteasas localizadas en la
misma membrana, se liberaria al medio extracelular®.
Actualmente se acepta que el gen del EGF (120 kilo-
bases en el cromosoma 4) se traduce en un precursor
de transmembrana de 1.217 aminodcidos y que la se-
cuencia del EGF maduro (53 aminoacidos) es liberada
mediante un proceso proteolitico que es comin con el
que sucede en las moléculas precursoras de otros
miembros de la familia, como el TGF-a. Esta prote6-
lisis es relativamente lenta y consta de dos etapas; pri-
mero se produce una escision sobre los residuos de
alanina o valina mds préximos al extremo carboxiter-
minal del péptido maduro®, y luego una segunda pro-
tedlisis sobre un residuo de valina del extremo carbo-
xiterminal de la cadena intracitoplasmdtica, que se
supone permitiria un control intracelular sobre la libe-
racién del EGF maduro al medio'.

La identidad de las enzimas implicadas en este pro-
ceso y la regulacién del mismo todavia no se ha deter-
minado con exactitud. Sélo se sabe que tales escisio-
nes requieren adenosintrifosfato (ATP) y que podrian
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depender de vias de sefializacion relacionadas con la
proteina G y la proteincinasa C3!!2. Estos mecanis-
mos proteoliticos escisores de las formas maduras son
comunes a diferentes precursores de la familia del
EGEF, pero han sido sobre todo estudiados para el
TGF-o. En este ultimo caso no se conoce bien hasta
qué punto estos procesos pueden influir en su bioacti-
vidad, pues se han encontrado moléculas de TGF-o. de
diferentes tamaiios (entre 5 y 30 kD) que reflejan dife-
rentes puntos de escision, y aunque las formas de alto
peso molecular pueden unirse al EGFR, la relevancia
funcional que pueden tener desde el punto de vista de
su actividad biolGgica parece controvertida'®!®. A esto
se afiade la circunstancia de que el pro-EGF contiene
en su molécula siete regiones ricas en cisteina que
presenta homologias de secuencia con el EGF maduro
que oscilan entre €l 20 y el 40%'*.

Receptor del EGF (EGFR)

Es una glucoproteina de transmembrana de 170 kD,
formada por una cadena aminoacidica dnica codifica-
da por un gen localizado en el cromosoma 7 (7q2),
con un dominio en la superficie celular (extracelular),
rico en hidratos de carbono, que es el que se une al li-
gando, un dominio tnico hidrofébico de transmem-
brana y un dominio citoplasmatico con actividad ti-
rosincinasa, donde se encuentran los lugares de auto-
fosforilacién. El principal requerimiento de la célula
para que responda al EGF es, como resulta obvio, que
posea receptores para el factor (EGFR). En mamife-
ros, la gran mayoria de células poseen EGFR, a ex-
cepcion de algunas células sanguineas diferenciadas
de la serie blanca. El estudio del EGFR supuso un
enorme adelanto en la comprensiéon de los mecanis-
mos moleculares implicados en la transduccién de la
sefal de los receptores tirosincinasa, un grupo de
complicadas moléculas con peculiaridades bien estu-
diadas, muy extendidas en nuestro organismo, y que
utilizan también muchos otros factores de crecimiento
(PDGF, FGF, IGF-I, NGF, etc.)'.

La unio6n del ligando al receptor inicia un complejo
programa de activacién, incrementandose el calcio ci-
tosélico y, finalmente, la sintesis de ADN vy el creci-
miento y proliferacién celular. En el caso concreto del
EGF, cuando se une al dominio extracelular del recep-
tor, se activa el dominio intracelular con actividad ti-
rosincinasa. Una vez activado, el receptor transfiere
un grupo fosfato del ATP a determinadas cadenas late-
rales de tirosina, tanto de la propia proteina receptora
como de otras proteinas celulares determinadas. Hasta
hace poco no quedaba claro de qué forma la unién del
ligando al dominio extracelular activaba el dominio
catalitico intracelular, situado al otro lado de la mem-
brana. El problema quedé resuelto cuando se demos-
tr6 que la unién del ligando hace que el EGFR forme
dimeros, lo cual permite a los dos dominios citoplas-
maticos fosforilarse uno al otro sobre varios residuos
de tirosina. Esta fosforilacién cruzada se denomina
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autofosforilacion porque se produce dentro del recep-
tor dimérico. Es decir, parece que el EGF induce un
cambio conformacional en el dominio extracelular
que, a su vez, induce la dimerizacién del receptor.

Las tirosinas fosforiladas son lugares de unién de
alta afinidad para proteinas sefal intracelulares de la
célula diana. Cada una de estas proteinas se une a di-
ferentes lugares fosforilados del receptor activado, re-
conociendo, ademds de la fosfotirosina, determinadas
caracteristicas del entorno de la cadena polipeptidica.
Una vez se han unido al receptor, muchas de estas
proteinas resultan fosforiladas sobre tirosinas, y son
asi activadas. De esta forma se cree que la autofosfori-
lacién de tirosinas actia como una especie de inte-
rruptor que desencadena el ensamblaje transitorio de
una compleja sefializacién intracelular!>16.

Se conocen algunas de las proteinas sefial intracelu-
lares que se unen a las fosfotirosinas de los receptores
tirosincinasa activados, como por ejemplo la proteina
activadora de la GTPasa (GAP, de GTPase-activating
protein), entre otras. Estas proteinas tienen en comuin
el presentar dominios SH,, que reconocen las tirosinas
fosforiladas y permiten a las proteinas que los presen-
tan unirse a los receptores tirosincinasa activados, asi
como a otras proteinas sefial intracelulares que hayan
sido fosforiladas transitoriamente sobre tirosinas. Por
otra parte, las proteinas Ras constituyen un eslabén
crucial en la cascada intracelular de sefializacion acti-
vada por receptores proteincinasa hasta el nicleo, esti-
mulando la proliferacién y/o diferenciacién celular.
Estas proteinas Ras fueron descubiertas como los pro-
ductos hiperactivos de genes ras mutantes, que produ-
cen cdncer al romper los controles normales sobre la
proliferacién de la célula. Alrededor del 30% de cén-
ceres humanos presentan estas mutaciones en un gen
ras. Las proteinas Ras se activan cuando se unen a
GTP y se inactivan cuando se unen a GDP'>'°.

Los procesos de fosforilacion de tirosina son muy
rapidos, y por ello estos cortos eventos sefial deben
convertirse en sefiales mds duraderas. Esto se consi-
gue a través de fosforilaciones en residuos de serina y
treonina, en que intervienen las denominadas protein-
cinasas activadas por mitégenos (MAP, de mitogen
activated proteins). Cuando la MAP-cinasa se encuen-
tra activada fosforila algunas proteinas reguladoras de
genes. A menudo, en cuestion de minutos después de
que la célula haya sido estimulada por un factor de
crecimiento, se activa la transcripcién de un conjunto
de genes tempranos inmediatos*>!>!6, Cuando el EGF
se une a su receptor, se internaliza el complejo y am-
bos son degradados en los lisosomas'’, lo que conlleva
un descenso en la concentracién de los receptores de
EGEF en la superficie celular. Como resultado, la con-
centracion del ligando sefial en el medio extracelular
regula el nimero de moléculas de receptor comple-
mentario en la superficie de la célula diana's"".

Se conocen también otros receptores relacionados
con el EGFR: el c-erbB2, el c-erbB3 y el c-erbB4,
aunque todavia no se sabe at totum los ligandos que se
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unen a estos receptores y la afinidad con que lo hacen.
Conviene recordar que el oncogén erb B codifica una
forma truncada del receptor de EGF que tiene un do-
minio intracelular tirosincinasa que se halla continua-
mente activo. Las células que expresan este oncogén
se comportan como si continuamente estuvieran esti-
muladas a proliferar por un factor de crecimiento. Se
han detectado EGFR en tejidos mamarios normales y
tumorales, asi como en lineas celulares de cancer de
mama. La hiperexpresion del EGFR que se encuentra
tanto en tejidos tumorales como en lineas celulares de
céncer de mama se relaciona de modo inverso al nu-
mero de receptores estrogénicos en el mismo tumor.
Esto se ha asociado a un peor prondstico y menor su-
pervivencia en el caso de cidncer de mama, entre otras
cosas por la falta de respuesta a la terapia hormonal'®.

Degradacion receptosomica y bioactividad

Desde hace mds de 20 afios se sabe que la unién del
EGF a su receptor ocasiona o facilita la formacién de
multiples complejos EGF-EGFR en la superficie de la
membrana'®. Estos complejos EGF-EGFR son rdpida-
mente internalizados por la célula, lo que implica una
degradacion del EGF dentro de las vesiculas lisosoma-
les y, a la vez, una regulacion negativa sobre el nimero
de receptores, ya que son eliminados de la superficie
celular. Este proceso de endocitosis y degradacion del
EGF es una clara consecuencia de la unién del EGF al
EGFR, pero parece que esto no influye necesariamente
en la actividad biolégica del EGF, pues algunos inhibi-
dores de la degradacién del EGF como la leupeptina
no inhiben la respuesta mitogénica del EGF*.

Lo que si se ha sugerido, ya desde hace tiempo, es
que seria necesaria una ocupacién prolongada del re-
ceptor (de unas 8 h como minimo) para que el EGF
llevase a cabo su efecto mitogénico de modo plena-
mente efectivo, y por tanto el proceso de internaliza-
cién, degradacién y regulacién negativa sobre los
EGFR parecen poco trascendentes para que se obser-
ven los efectos bioldgicos del factor?'. La internaliza-
cién del receptor, por tanto, conduce a su destruc-
cién?'. Debido a que el proceso de internalizacion y
degradacién receptosémica se lleva a cabo a los 30
minutos de interaccionar el EGF con su receptor y en
cambio el tiempo necesario para la completa transduc-
cién de la sefal es de 8 h, parece claro que la célula
deberia estar ocupada en sintetizar rdpidamente nue-
vos EGFR, para evitar la deplecion de los mismos en
la superficie de la membrana. Esto dltimo no queda
claro para todos los tipos de células estudiadas, aun-
que es avalado por algunos estudios?.

Transduccion de la senal

El EGFR es una potente proteincinasa que puede
autofosforilarse sobre algunos residuos de tirosina y, a
la vez, puede ser fosforilada en varios residuos de se-
rina y treonina a través de la proteincinasa C. Uno de
los eventos mds precoces tras la unién del EGF a su
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receptor es el aumento en la fosforilacion de determi-
nadas proteinas reguladoras clave intracelulares, entre
las que destacan varias fosfolipasas®, proteincinasas y
fosfatasas®*. En concreto se conoce que la fosforila-
cién de la fosfolipasa C-II ocasiona la activacién de la
proteincinasa C, que a su vez activa la via del inositol
fosfato®. La respuesta mitogénica del EGF parece no
implicar a nucleétidos ciclicos ni a proteinas G, aun-
que existe alguna evidencia que sugiere que el EGF
podria inducir la diferenciaciéon de las células de la
granulosa por un mecanismo en el que estd implicado
el adenosin-monofostafo ciclico (AMPc¢). Esto ha sido
argumentado por algunos autores que presuponen que
no todo el EGF internalizado es tan rdpidamente de-
gradado. Entre ellos se encuentran los que postulan
una interaccion directa del EGF con la cromatina®.

Fisiologia y fisiopatologia celular

Las acciones del EGF en relacién a la fisiologia ce-
lular han sido estudiadas a fondo desde finales de la
década de 1970 hasta la actualidad utilizando lineas
celulares cultivadas. Su accién es mitogénica en la
gran mayoria de casos>'®?, aunque se ha observado
que en ciertas lineas celulares, como es el caso de las
lineas hormonoindependientes de cdncer de mama,
puede no tener ningun efecto, o incluso actuar inhi-
biendo los cultivos??. La falta de estimulacién del
EGF sobre estas y otras células parece correlacionarse
inversamente con el nimero de EGFR que expresan
en su membrana, que a su vez, en el caso de las lineas
mamarias, se correlaciona con la facultad de poder
prescindir de estrégenos y experimentar un crecimien-
to auténomo incontrolado®-3!,

Muchas lineas celulares son capaces de secretar al
medio EGF y/o TGF-a que puede cuantificarse por el
método del radiorreceptor®? e incluso utilizando inmu-
noanalisis®!. Los cultivos celulares permiten estudiar
la expresion del EGF o de su homdlogo TGF-a tanto
a nivel trascripcional®® como a nivel proteico’!, asi
como potenciales regulaciones a nivel postranscripcio-
nal®!. Tales expresiones pueden analizarse en relacién
al crecimiento y proliferacién de las células, al com-
probar cémo se desarrollan los cultivos cuando se afia-
de el EGF ex6geno? *. Los estudios con cultivos
celulares permiten ver también que el EGF puede inte-
raccionar con otros factores de crecimiento, modifi-
cando, por ejemplo, el nimero de receptores para
otros factores o la propia sintesis de otros factores de
crecimiento?’,

Finalmente, una de las aplicaciones mds importan-
tes del cultivo celular a la farmacologia experimental
es comprobar como determinados farmacos pueden
modificar la respuesta celular al EGF*, asi como para
conocer el rol de este factor en cada uno de los drga-
nos y sistemas de nuestro organismo®. En la figura 1
se ilustra el receptor de EGF, sus ligandos y algunas
de las principales moléculas implicadas en la sefializa-
cién intracelular del factor.
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Fig. 1. Receptor del EGF
(EGFR), ligandos y fisiolo-
gia celular: algunos proce-
sos clave.

FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA

DE ORGANOS Y SISTEMAS.
EXPERIMENTACION ANIMAL. ENSAYOS
CLINICOS EN HUMANOS. IMPLICACIONES
CLINICAS Y TERAPEUTICAS DEL EGF

Tradicionalmente se ha considerado que EGF y
TGF-o tienen acciones comunes, pero que mientras el
EGF cobra especial protagonismo en el organismo
adulto, el TGF-o parecia sustituir al EGF en sus fun-
ciones en aquellas células de rdpida division, especial-
mente durante la época embrionaria y en los tumores
malignos®®. En estos momentos caben muchos interro-
gantes sobre esta cldsica creencia, pues sabemos que
el EGF se expresa y tiene importantes funciones en las
células cancerosas y durante el desarrollo embrio-
nario®%. Cada vez tenemos mds evidencias que rela-
cionan al EGF con la formaciéon de importantes es-
tructuras tanto del embriéon como del feto. Como
muestra, un estudio muy reciente ha comprobado, por
métodos inmunohistoquimicos, que no sélo el EGFR
es necesario para la formacién glandular en la piel del
feto, sino que el EGF, y no el TGF-a, es imprescindi-
ble para tal desarrollo™.

A nivel sistémico, el EGF es un mitégeno para una
gran diversidad de células integradas en tejidos de ori-
gen ectodérmico y mesodérmico, como queratinoci-
tos, células musculares lisas de los vasos sanguineos,
condrocitos, hepatocitos, células foliculares del tiroi-
des, células de la granulosa, diferentes estirpes celula-
res de tejido mamario, glandulas lacrimales, glandulas
de Brunner, megacariocitos y otras, asi como en la
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mayoria de fluidos bioldgicos (plasma, saliva y ori-
na)>?¥, Interviene en numerosos procesos fisiolgi-
cos con clara relacion causa efecto. El propio descu-
brimiento de la molécula fue a consecuencia de una de
sus importantes relaciones de causalidad: en el ratén
recién nacido el EGF provoca una apertura precoz de
los parpados y una erupcién también precoz de los
dientes. En rata y en conejo estimula la maduracién
fetal del pulmodn, la maduracién hepética, la madura-
cioén pancredtica y la maduracién de todo el tracto gas-
trointestinal, promueve el crecimiento de la gldndula
tiroides y de las gldndulas suprarrenales, facilita la li-
beracién de GH, PRL y ACTH hipofisarias, inhibe la
secrecion dcida gastrica y estimula la secrecion de lac-
tégeno placentario, entre otras varias acciones clara-
mente definidas®.

El rifién, después de las gldndulas salivares, es el 6r-
gano que expresa en mayor proporcion este factor. En
mamiferos se ha detectado un gran nimero de EGFR
en la membrana basolateral del tibulo proximal y del
tibulo colector, y en menor medida en los tibulos dis-
tales y en el glomérulo®. En nefrologia se ha visto que
el EGF es el factor de crecimiento mds efectivo para
la regeneracién del epitelio tubular tras una situacién
de necrosis tubular aguda. Las estrategias actuales y
futuras para acelerar la recuperacién del epitelio y
para restablecer la funcionalidad de la nefrona, deben
orientarse sin olvidar los mecanismos biolégicos de
este factor. En un modelo de insuficiencia renal aguda
experimental en que se utiliz6 cisplatino se ha com-
probado una disminucién de la actividad transcripcio-
nal del pro-EGF a nivel de las células del tibulo con-
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torneado distal y del asa de Henle, sin que se afectara
la expresion del profactor en las glandulas salivares.
Otro estudio ha comprobado esto mismo, pero en
cambio los EGFR se incrementan de forma impor-
tante’**!. La realidad es que el factor resulta ser un po-
tente mitégeno para el tibulo proximal, que es justa-
mente el mds dafiado en la necrosis tubular, ya sea
téxica o isquémica, tal como se ha comprobado en
distintos modelos de nefrotoxicidad experimental. En
rata, la administracién farmacoldgica del EGF acelera
de modo importante la recuperacién del epitelio tubu-
lar, tanto por infusién intrarrenal como por una simple
inyeccién subcutdnea®-*!. Un interesante trabajo indi-
ca que el tratamiento sistémico con EGF acelera el
proceso de recuperacion tras nefrotoxicidad por biclo-
ruro de mercurio®.

En gastroenterologia parece que ciertos agentes an-
tiulcerosos, como la sulglicotida, incrementan el nu-
mero de receptores de EGF en la mucosa géstrica®.
Resultados obtenidos de estudios fisioldgicos y farma-
colégicos indican que el EGF debe estar implicado en
la patogenia de muy diversas enfermedades entéricas
y que podria actuar de intermediario en el mecanismo
de accion de algunos farmacos. Parece que el EGF es-
timula la emigracién de células epiteliales hacia aque-
llas zonas donde existe lesion, promoviendo la regene-
racioén del nuevo epitelio. La actividad farmacoldgica
del EGF ya ha sido estudiada en terapéutica clinica
para el tratamiento de la enterocolitis necrotizante, el
sindrome de Zollinger-Ellison, la tlcera gastroduode-
nal y la atrofia congénita de las microvellosidades in-
testinales. Se han realizado ensayos clinicos controla-
dos para evaluar la eficacia y la seguridad de la
administracion de EGF por via endovenosa para el tra-
tamiento de la ulcera gastrica que demuestran una
sensible diferencia entre la tasa de cicatrizacién obte-
nida en pacientes tratados respecto a los que recibie-
ron placebo®.

En hematologia, pacientes con leucemia promieloci-
tica aguda presentan un incremento de la excrecién de
EGF en orina de 24 h, y dicha secrecidn se normaliza
tras remision del episodio agudo, sin que se conozcan
todavia las potenciales implicaciones terapéuticas del
factor sobre esta y muchas otras enfermedades hema-
tolégicas*. En muchas enfermedades hematoldgicas,
especialmente de tipo oncoldgico, la investigacién del
EGF debe todavia aportar mucha informacién, en es-
pecial en relacién a la patogenia y a la terapéutica*.

En odontologia se ha comprobado, en explantes de
encia humana, que el EGF desempefa un papel funda-
mental en el proceso de gingivitis, a través de media-
dores inflamatorios, sobre todo la bradicinina, asi
como en el proceso antiinflamatorio®.

El estudio del efecto tépico del EGF sobre la repa-
racion tisular en casos de quemaduras y heridas
constituye uno de los campos mds atractivos referi-
dos a la utilizacién terapéutica del factor, por la po-
sibilidad de aplicar la molécula a modo de farmaco
a nivel local***’, Franklin y Lynch*® fueron pioneros
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en estudiar las propiedades terapéuticas del EGF
aplicado sobre heridas de espesor total en orejas de
conejo, comprobando que aplicaciones repetidas
aceleraban el cierre. La inyeccién de EGF en tejido
celular subcutdneo de rata parece revertir la inhibi-
cién inducida con corticoides sobre la formacién de
tejido de granulacién®. Falanga et al estudian la efi-
cacia del EGF en pacientes con udlceras venosas me-
diante ensayos clinicos controlados y a doble ciego,
sin demostrarse mejoria del curso clinico pero con
buenos resultados en cuanto a cicatrizacién de las
heridas®!.

Un grupo japonés ha constatado, en rata, que cuan-
do el EGF se aplica sobre heridas abiertas, junto a un
tratamiento simultdneo con inhibidores de las protea-
sas séricas, se incrementa notablemente el tejido de
granulacién sobre las mismas. La concentracién tépi-
ca de EGF exdgeno que suele aplicarse en los estudios
experimentales oscila entre 10 y 1.000 mg/ml, muy
superiores a las necesarias para estimular el creci-
miento celular in vitro, sin que se conozcan bien posi-
bles causas de pérdida de bioactividad, salvo la muy
pobre implicacién de las proteasas’'-2,

Recientemente, un grupo mexicano ha aplicado
EGF recombinante sobre el pie diabético en dos pa-
cientes con neuropatia diabética que presentaban ulce-
ras de presion; las dlceras evolucionaron favorable-
mente®?, por lo que se propone estudiar a fondo la
utilidad del EGF para esta indicacién. Las propieda-
des tépicas del EGF sobre procesos ulcerosos, heridas
y quemaduras debe continuar investigdindose mediante
ensayos clinicos controlados, estratificando las indica-
ciones (heridas, quemaduras, ulceras...), las caracte-
risticas de las lesiones y la etiopatogenia de las mis-
mas. Futuros estudios deben analizar un ndmero
suficiente de pacientes y valorar el coste-beneficio del
tratamiento. Los datos que se tienen hasta el momento
parecen indicar que puede ser ttil sobre algunas de es-
tas lesiones, pero el andlisis de los trabajos existentes
indica que no existe todavia suficiente evidencia cien-
tifica como para emplear el factor de modo rutinario
en ninguno de estos procesos. Probablemente los ge-
les que contengan EGF junto a otros factores de creci-
miento podrdn ser comercializadas con éxito en un fu-
tur051'52.

La administracién sistémica de la molécula se en-
cuentra limitada por los importantes efectos secunda-
rios demostrados. La potente estimulacién que produce
sobre el crecimiento celular®, junto a la vasoconstric-
cién renovascular®® y la resorcién Gsea™, constituyen
importantes limitaciones para su aplicacion sistémica.

La figura 2 pretende resaltar la amplia diversidad de
efectos bioldgicos del factor implicdndolo en campos
muy diferentes de la medicina. Futuros mecanismos
selectivos para dirigir los efectos de la molécula hacia
células especificas se vislumbran como una futura te-
rapia para combatir muchas enfermedades, pero sobre
todo los procesos cancerosos. En el proximo apartado
nos centramos en este dltimo aspecto.

Endocrinol Nutr 2003;50(8):334-44 339



Martinez-Carpio PA. El factor de crecimiento epidérmico cuarenta anos después de su descubrimiento:

de la bioquimica a la clinica

Regenera el epitelio tubular
tras necrosis tubular aguda

Interviene en el proceso de gingivitis

Es un intermediario de la

Acta como intermediario del mecanismo
de accion de algunos farmacos

Se ha implicado en la patogenia de
varias enfermedades
Mitogénico para tejidos
de origen ectodérmico
/ y mesodérmico

accion de la vitamina Dg \

Estimula la maduracién

—> e
Interviene en la sensibilidad EGF de tefidos fetales
tumoral a la radioterapia <
\ Facilita la liberacion
de hormonas hipofisarias
Implicado en la
génesis tumoral
Inhibe la secrecién
Facilita cicatrizacion acida gastrica
de Ulceras Regenera

lesiones sobre
la mucosa gastrica

Fig. 2. Algunos ejemplos de la diversidad de efectos y aplicaciones del EGF en medicina.

ONCOLOGIA MOLECULAR Y CLIiNICA
DEL EGF

La importancia del EGF en el campo de la oncolo-
gia molecular, y cada vez més en oncologia clinica, se
refleja en el incontable nimero de trabajos que lo im-
plican, tal como puede comprobarse a través del andli-
sis de la bibliografia oncoldgica aparecida en los ulti-
mos treinta afos. Aqui nos limitamos a destacar
algunos de los aspectos mads relevantes, junto a otros
muy novedosos, con la pretension de relacionar al fac-
tor con los diferentes niveles de estudio del cdncer.

En la mayoria de cdnceres humanos se han detecta-
do alteraciones en la expresion del factor, de su recep-
tor de membrana, de las vias de sefializacion intrace-
lular y de los genes relacionados tanto con el factor
como con su receptor. Existen estudios que utilizan
cultivos celulares de lineas cancerosas obtenidas de la
préctica totalidad de tumores humanos malignos. En
estas lineas se ha estudiado especialmente la relacién
entre la expresion del EGFR y la dependencia hormo-
nal del tumor, el efecto farmacoldgico de hormonas,
de farmacos y de otros factores de crecimiento, etc.
Los resultados de estos estudios han facilitado la com-
prensién de la funcién del EGF sobre la célula cance-
rosa y han aportado al estudio de biopsias tumorales
evidencias prondsticas y orientaciones referidas al
abordaje terapéutico.

Las investigaciones en este campo relacionan el
EGF con otras muchas moléculas, no sélo relaciona-
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das con las propias células tumorales, sino también
con las células del estroma que pueden actuar de
modo paracrino®36-3338 T os farmacos anticancerosos
son evaluados primariamente en lineas celulares, que
permiten comprobar la potencia del efecto inhibitorio
sobre el crecimiento celular y escoger los més adecua-
dos para ser ensayados en animales. Recientes traba-
jos contindan comprobando cada vez mas las impli-
caciones de este factor sobre el efecto de otras
moléculas. Cabe destacar, por ejemplo, el reciente
descubrimiento del mecanismo inhibitorio de la vita-
mina D. Hace tiempo que se conocen las propiedades
inhibitorias sobre la proliferacién celular de la 1,25-
dihidroxi-vitamina D,. Se acaba de descubrir que este
efecto parece ser consecuencia de las modificaciones
que esta vitamina provoca sobre el EGF y sobre las
vias de sefializacion relacionadas con el EGF>.

La investigacién del EGF en el proceso oncogénico
tiene un futuro prometedor, ya que su repercusion so-
bre el eje p53-p21-ciclina-cdks todavia se encuentra
poco investigada®®!. Si los factores de crecimiento
son claves en la regulacién del crecimiento y prolife-
racion de las células, obligatoriamente todos ellos de-
ben, de algin modo, modificar en dltimo término la
actividad de las proteincinasas dependientes de cicli-
nas (cdks). En este sentido, a pesar de los muchos fac-
tores de crecimiento que se conocen, la cantidad de
trabajos referidos al TGF-f es desproporcionada res-
pecto a todos los demas. En el fondo esto supone una
cierta ventaja, porque la mucha informacién acumula-
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da relativa al TGF-3, y especialmente a su isoforma
TGF-B1, supone, junto a lo que sabemos sobre el
EGEF, uno de los pilares mas importantes en los que se
basa la fisiologia celular moderna, y facilitard una me-
jor comprensién de las modificaciones intracelulares
que en un futuro puedan observarse para otros factores
de crecimiento.

En relacion a las cdks, el EGF ha sido mucho me-
nos estudiado, pues cldsicamente se ha considerado
que la principal via de sefalizacién intracelular es la
de la MAP-cinasa (o proteincinasa activada por mit6-
genos). Deciamos que cuando la MAP-cinasa se en-
cuentra activada, fosforila algunas proteinas regulado-
ras de genes, facilitindose la transcripcién de los
mismos. Actualmente se cree que el EGF y otros fac-
tores mitogénicos tienen también acciones directas so-
bre la actividad de las cdks, al menos con la cdk que
depende de la ciclina D1 y que resulta necesaria para
el avance de la fase G1 a la fase S°'. En este sentido,
parece que el EGF facilita la transcripcién de la cicli-
na D1 vy, por tanto, la actividad de la cdk relaciona-
da®0s1

El estudio del EGF/EGFR en muestras tumorales
parece tener cada vez mds importancia en el manejo
clinico del paciente?%, sobre todo para el cdncer de
mama, donde la expresiéon del EGFR en biopsias
constituye un factor prondstico®. Desde nuestro labo-
ratorio ya indicamos la utilidad clinica de medir este
receptor, asi como la necesidad de normalizar el pro-
cedimiento para cuantificarlo®. Hasta el momento la
cuantificacion del propio EFG no ha trascendido a la
préctica clinica, pero la posibilidad de determinar con-
centraciones tanto en muestras sanguineas como en
saliva constituye un método incruento que podria ser
itil, al menos para el cdncer de mama®. Un trabajo re-
ciente implica al EGFR en la evolucién del cdncer
gastrico®. Segun estos investigadores, el EGFR es un
predictor independiente de peor prondstico en este
cancer, y los tumores més avanzados muestran un ma-
yor nimero de EGFR medidos por la técnica del ra-
diorreceptor.

En general, los tumores que hiperexpresan el EGFR
muestran in vivo una menor respuesta a la radioterapia
y menor apoptosis radioinducida. Parece ser que la
irradiacién del tumor activa las vias de sefializacién
intracelular, en particular la MAP-cinasa, a través del
EGFR. Tal activacién parece ocurrir antes del primer
minuto de aplicar una radiacién ionizante de entre 0,5-
5 Gy, en funcidn del tipo de tumor. Los eventos intra-
celulares inmediatos parecen ser la activacion de la
fosfolipasa C, un incremento en la expresién de IP3 y
el aumento del calcio intracelular; en definitiva, tres
fendmenos cruciales para la activacién de la MAP-ci-
nasa®’. La rapidez de estas respuestas hace que algu-
nos estudiosos del tema consideren al EGFR como un
sensor bioldgico del efecto radiactivo®. Parece que las
radiaciones ionizantes incrementan la expresién de
TGF-a, que se une al EGFR, y simultidneamente dis-
minuyen el efecto inhibidor del TGF-f, con lo cual
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ciertas células irradiadas podrian incluso acelerar su
divisién. Diversos experimentos tratan de bloquear el
EGEFR y/o sus vias de sefializacidn para comprobar un
mayor beneficio de la radioterapia. El bloqueo de los
receptores HER-1 y HER-2, estructuralmente homolo-
gos al EGFR, constituye una de las lineas de investi-
gacion mds actuales en este campo®”-®,

FACTORES DE CRECIMIENTO, EGF
Y FUTURO

Entre las claves para vencer el cincer destaca la in-
tervencion inmunofarmacolégica dirigida selectiva-
mente hacia la célula cancerosa. La posibilidad de en-
contrar farmacos que actien sobre el EGF, el EGFR o
algin intermediario implicado en su sefializacién
constituye una esperanza real de futuro para combatir-
lo. En este sentido, el ensayo de anticuerpos monoclo-
nales (de ratén y humanos) contra el EGFR es una de-
dicacién absoluta por parte de ciertos laboratorios en
todo el mundo. Ciertamente, estudios preclinicos rea-
lizados en la pasada década proporcionaron resultados
sorprendentes. En cultivos celulares de lineas tumora-
les de cdncer de mama, péncreas, colon, prostata y
otros muchos se ha comprobado que anticuerpos mo-
noclonales de ratén anti-EGFR inhiben el crecimiento
celular e inducen apoptosis™’!. Mds interesante atin
resulta la inhibicién del crecimiento tumoral in vivo
en animales de experimentacién’®’2,

A pesar de las dificultades que, dado el pleitropismo
del EGFR, entrafian los ensayos clinicos de estos anti-
cuerpos en humanos, las primeras evidencias de efica-
cia y toxicidad en animales propiciaron una ripida
aparicién de ensayos clinicos en fase I sobre enfermos
desahuciados, con la expectativa de obtener mejoras
sustanciales en el curso clinico. En pacientes termina-
les con céncer de pulmén se han empleado anticuer-
pos monoclonales de ratén contra el EGFR humano,
pero en menos de dos semanas los pacientes crean an-
ticuerpos altamente inmunogénicos contra los anti-
cuerpos de ratén. Desde entonces no ha cesado de in-
vestigarse cémo disminuir la inmunogenicidad de
estos anticuerpos y como dirigirlos con mayor especi-
ficidad hacia la célula tumoral. El éxito de esta tera-
pia, tal como indican ensayos clinicos en fase III que
actian sobre el EGFR, pasa por la enorme dificultad
en encontrar antigenos selectivos de las células tumo-
rales y por el modo de dirigir los anticuerpos mono-
clonales tnicamente hacia las células cancerosas.

Los resultados de los ensayos clinicos en humanos
utilizando anticuerpos anti-EGFR son de incalculable
valor, por los éxitos obtenidos por las expectativas
puestas sobre este tipo de terapia, aplicada tanto a
otros antigenos relacionados con el EGF como con
otras moléculas que hiperexpresan las células tumora-
les’® 7. Pricticamente todos los meses aparecen en la
bibliografia algunos articulos que implican al EGF en
nuevos quimioterdpicos. Entre los més recientes desta-
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ca un estudio que parece indicar que, si se bloquea el
EGFR tanto con quercetina como con luteolina, se ob-
tiene una inhibicién de la proliferacion celular y apop-
tosis sobre células tumorales pancredticas’™. Brunes-
lleschi et al revisan un conjunto de farmacos de
reciente aparicion capaces de inhibir el fisiologismo
del EGFR y de otros receptores tirosincinasa, ya eva-
luados en fase preclinica e incluidos en estos momen-
tos en ensayos clinicos’™.

En una revisién tan general como ésta resulta muy
dificil incluir lo mucho que se sabe del EGF en todos
los apartados seleccionados. De cada uno de ellos se
podria hacer una o incluso varias extensas revisiones,
algunas excelentes y de gran actualidad’s””. La tnica
pretension ha sido sintetizar el significado fisiolégico,
patolégico y clinico de la molécula y referenciar una
serie de trabajos que denotan su gran actividad biol6-
gica y sus aplicaciones practicas en la realidad clinica,
y que prevén que continuard siendo uno de los facto-
res de crecimiento mds importantes en la investigacién
fisioldgica, endocrinoldgica, patoldgica, oncoldgica y
terapéutica del futuro préximo. Han pasado justamen-
te cuarenta afios desde el descubrimiento del factor, y
es seguro que, dentro de cuarenta afios mds, enferme-
dades todavia hoy mortales se curardn gracias a los re-
sultados de préximas investigaciones sobre esta molé-
cula, cuya actividad biolégica es una de las mds
potentes que se conocen.
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