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ABSTRACT

A double-blind, phase-I clinical trial was carried out in healthy volunteers to know the penetrability of topically
applied epidermal growth factor (EGF). Twenty-four individuals were randomly distributed in three groups. The
treated groups received EGF (10 or 100 ug/g) in 1 % silver sulfadiazine cream. The control group received the
latter cream alone. The serum EGF concentration was measured by an ELISA. Negligible penetrability was
obtained despite a 10-fold higher concentration, compared to the therapeutic dose, was used. This low
penetrability contributes to the safety of the product reducing the possibility of systemic or distant adverse effects.
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RESUMEN

Se realizé un ensayo clinico Fase I, controlado y a doble ciegas en voluntarios sanos, para conocer la
penetrabilidad del factor de crecimiento epidérmico (EGF) aplicado tépicamente. Veinticuatro sujetos fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos: dos de estudio y el otro de control. En los primeros se emples el
factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (10 o 100 ug/g) en crema hidréfila de sulfadiacina de
plata al 1 %, y en el control, crema de sulfadiacina de plata al 1 %. Se midié la concentracién de EGF en el suero
mediante un ELISA y se obtuvieron umbrales despreciables de penetrabilidad del péptido, aun cuando se
emplearon concentraciones del principio activo diez veces superiores a las utilizadas en la formulacién
adnfinistrada a pacientes. La baja penetrabilidad contribuye a la seguridad del producto, con lo cual se reduce la

posibilidad de efectos adversos sistémicos o a distancia.

Introducciéon

Como parte de los estudios farmacolégicos de un
medicamento topico, es importante estudiar la pe-
netrabilidad del principio activo al suero.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un
agente mitogénico potente para una gran variedad
de células y tejidos de origen ectodérmico o meso-
dérmico (1-3). Esta proteina y su receptor han sido
localizados en distintas células que componen la
piel. Los queratinocitos, las células del ductus de las
glandulas sudoriparas, foliculo piloso, células mioe-
piteliales, musculo liso epitelial y las células mus-
culares responsables de la piloereccién, exhiben un
elevado ntimero de receptores (4).

Existen evidencias de la efectividad del EGF hu-
mano recombinante (rth-EGF) como cicatrizante en
el tratamiento topico de lesiones cutdneas (5-7). Se
han realizado estudios de cinética y biodistribucion
en animales de laboratorio (con piel sana y lesio-
nada) en los que se obtuvo poca penetrabilidad del
EGF y una vida media en sangre corta. Los niveles
del producto detectados en la circulaciéon sanguinea
fueron muy bajos en cada tiempo de muestreo. Los
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niveles detectados no sobrepasaron el 0,01 % (8, 9)
de la dosis administrada.

En los estudios toxicoldgicos realizados, tanto en
administraciones a corto como a largo plazo, se ha
demostrado que el EGF tiene un amplio margen de
seguridad, si se tiene en cuenta que se utilizaron do-
sis muy superiores a las terapéuticas recomendadas,
por lo cual el riesgo toxico para los pacientes es mi-
nimo (10).

Un estudio preliminar de penetrabilidad del EGF
aplicado en voluntarios sanos por via topica fue
realizado (11) en el que se incluyeron ocho indivi-
duos a quienes se les administré crema de sulfadia-
cina de plata al 1% con aditivo de rh-EGF
(10 pg/g). Mediante un ELISA se determiné la con-
centracién de EGF a partir del suero obtenido por
extraccién de sangre a la hora 0, 1, 2, 4, 8 y 24 de
aplicado el producto de estudio. No se pudo estable-
cer una relacién de la concentracion del EGF en
suero respecto al tiempo, y los datos fueron simila-
res a las concentraciones fisioldgicas reportadas
(12). Los autores recomendaron repetir este estudio
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utilizando una crema con una mayer concentracion
de th-EGF y empleando un adecuado método analitico,
elementos considerados en el presente ensayo clinico.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos pro-
pusimos determinar los niveles sanguineos de EGF
en voluntarios sanos para conocer la posible pene-
trabilidad del principio activo después de la aplica-
cion topica de crema de sulfadiacina de plata com-
binado con th-EGF en diferentes dosis y utilizando
un meétodo analitico de alta sensibilidad.

Materiales y Métodos
Sujetos

La muestra estuvo compuesta por 24 sujetos mascu-
linos, aparentemente sanos, mayores de 20 afios de
edad y que dieron su consentimiento de participa-
cion en el ensayo. Se excluyeron los individuos tra-
tados en los tltimos tres meses con EGF por cual-
quier via. La asignacion de los sujetos a cada grupo
se realiz6 de manera aleatoria.

Productos

En los grupos de estudio se usé rh-EGF, obtenido a
partir de una cepa transformada de Saccharomyces
cerevisiae (13) en el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB, Ciudad de La Habana) afia-
dido a 10 o 100 pg/g de crema hidrofila con sulfa-
diacina de plata al 1 %. El grupo control recibio
crema hidréfila con sulfadiacina de plata al 1 % (SDP).

’
Metodologia experimental

El producto se aplicé una vez en la zona de la es-
palda, que abarca desde la base del cuello y las arti-
culaciones humero-escapulares hasta la altura de la
cintura pelviana, lo que constituyé aproximada-
mente el 14 % de superficie corporal total. Se cu-
brié toda la piel comprendida en el 4rea anterior-
mente descrita. El individuo mantuve descubierto el
torso durante dos horas a partir de la aplicacién de
la crema, momento en que se pudo cubrir la espalda
hasta la ultima extraccion de sangre (8 h). La canti-
dad de crema aplicada a cada persona fue de 10 g, lo
que se correspondié con 100 ug o 1 mg total de
rh-EGF, segun el grupo de estudio asignado.

A cada individuo se le extrajo 3 mL de sangre
antes de iniciar el tratamiento, y posteriormente, a
la hora 1, 2, 4 y 8 de aplicado el producto de estu-
dio. Se obtuvo el suero mediante incubacion de la
muestra de sangre durante dos horas a 37 °C y cen-
trifugacién a 3 000 rpm durante 15 min. Las ali-
cuotas de cada muestra de suero se conservaron en
tubos Eppendorf a -20 °C, debidamente rotuladas.

Se determiné la concentracion sanguinea de EGF
en suero por ELISA tipo "sandwich" con los anti-
cuerpos monoclonales CB-EGF.1 y CB-EGF.2 con-
jugado con biotina y la posterior utilizacion del sis
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tema de amplificacion estreptavidina-peroxidasa. El
sisterna tiene una sensibilidad de 50 a 100 pg/mL (14).

Se empled como método estadistico el analisis de
la varianza (ANOVA).

Resultados y Discusién

Se analizaron los 24 sujetos (ocho sujetos por gru-
po) qua componian la muestra. Se cumplié con la
aleatorizacién y no se excluyé ningun individuo.
Todos los sujetos estuvieron comprendidos entre las
edades de 20 a 31 afios. La distribucion segtn el
color dn la piel mostré el 63 % de individuos blan-
cos y el 37 % de negros y mestizos. Los tres grupos
de estudio fueron homogéneos en los aspectos antes
sefialados.

En la Tabla 1 se muestra la media y la desviacion
estindar de los valores de concentracién de EGF
detectados en el suero para cada tiempo segun el
grupo de estudio. Los resultados obtenidos mostra-
ron umbrales despreciables de penetrabilidad del
péptido, aln cuando se emplearon concentraciones
del principio activo 10 veces superiores a las utili-
zadas en la formulacion administrada a pacientes.
Estos estuvieron en el rango de 0,03 a 3,6 ng/mL en
los grupos estudiados, similares a lo reportado en la
literatura (0,05 a 3,0 ng/mL) como concentracion fi-
siolégica de EGF humano para el suero (12), por
tanto nuestros resultados coincidieron con los obte-
nidos en el estudio previo de penetrabilidad (11).

El EGF detectado corresponde al EGF humano
endbgeno y no ocurre, u ocurre en pequeiias canti-
dades, absorcién de la proteina a partir de la aplica-
cion topica del mismo en forma de crema a las con-
centraciones sefialadas.

Estos resultados son importantes, ya que la poca
penetrabilidad demostrada sugiere que la molécula
es preferencialmente captada por los receptores lo-
calizados en las células del epitelio cutineo asi
como de los fibroblastos presentes en la dermis, lo
que contribuye a la seguridad del producto, redu-
ciendo la posibilidad de efectos adversos sistémicos
o a distancia. No obstante, los estudios toxicoldgicos
en animales de experimentaciéon no han revelado
eventos adversos con el empleo de este principio
activo por via parenteral.
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Tabla 1. Niveles séricos de EGF. Media y desviacién estdndar para cada

tiempo segun el grupo de estudio.

Tiempo SDpP rh-EGF rh-EGF p

(h) Media (10 ug/g) Media (100 ug/g)
(ng/ml) £ DE (ng/mL) £ DE  Media (ng/ml) + DE

0 1,096 +0,704 0,878 +0,334 0,608 + 0,273 ns.
1 0,92 +0,447 0,663 +0,455 0,805+ 0,201 ns.
2 0,835 +0,194 0,671 +£0,392 1,147 £1,09 n.s.
4 0,792 +0,122 0,589 £0,58 0,774 £ 0,401 ns.
8 0,741 +0,231 0,749 + 0,467 0,538 £+ 0,204  ns.
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