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INTRODUCCION

Recientemente se han decubierte los fenomenos mas
intimos de los mecanismos del proceso de cilcatrizacion
an el cual,uno de los principales actores son los factores
da cicatrizacién plaquatariocs los cuales son raesponsables
de diniciar los complejos mecanismos enzimaticos Yy
celulares de este proceso,

En 1986 Knigton vy cols. reportan el uso de los
factores plaquetarios autologos en el manejo y
tratamianto de enfermos con ulcearas crénicas con
resultados muy atractivos. Desafortunadamente el uso de
factores autoédlogos implica una gran infraestructura
hospitalaria y grandes costos por paciente.

Una altarnativa a este mdtodo es la posibilidad de
utilizer factoras de cicatrizacion plaguetarios
hetardlogos, con los cuales se abre un campo nuevoe a la
invastigacion.

gl siguiente estudio pretande demostrar la
actividad biolégica de los factores plaquetarios de
cicatrizacion heterdlogos en un modelc experimental

animal.



MARCO TEORICO

En la reparacioén de una herida la regulacion

cloquimica celular v ampiental involucra una
compleja interacclon de cascadas anzimaticas
sericas. factores de <c¢recimiented de accion local.
plaquetac v monociLtos circulantes, macrofagoes

tisulares. fibroolastos. celulas endoteliales, celulas
apideraicas v el microambiente celular. En estudios
racientes se ha damostrado que en 1la c¢icatrizacion de
las heridas el papel regulatorio sa debe a las plagquatas
.que son la primera linea ¢n el proceso regulatorio de
la cicatrizacion y a los macrofagos tisulares que son
los que toman el control de 1la cicatrizacion de la
lasion v <ontinuvan con esta actividad hasta que la

reparacion esra complaeta.

Al existir una lesion que interrumpa la
integridad de 1los tejidos v concecuentamente de los
capilares del srea. sa pone an marcha la cascada de
la coagulacion; las plaquetas al ser activadas por
la trombina liberan factores de cicatrizacion
darivados de plaquetas (FCDF! los cuales inician Ja
respuesta tisular conectiva al provocar la division vy
la aigracion de los fibroblastos v ia formacion de

nuevos capilares. Los monocitos Be convierten en



macrofagos de la herida al migrar dentro del espacic
de la herida. Este medio ambiente hipoxico es un
potente astimulo para la produccion del factor
angiogenico derivado de macrofagos (FADM), ademas de
otras sefales bioguimicas o ambientales estimulan la
produccion de factores dea cicatrizacion derivados de
macréagos (FCDM]) . Estos dos factores continuan
estimulando la migracion v division de los fibroblastos
Y favorecen la sintesis de macromoleculas
estructurales. El resulrtado final de esta compleja
interaccion es la transformacion de un tejido conectivo
en repose en una &rea de intenso movimiento
celular,division y biosintesis lLos cuales dan como
resultado el cierre del espacio de la herida con una
malia de colageno neovascularizade. La formaciéon de
tejido de granulacion es seguida por la migracion ¥
division epidérmica la cual cubre la malla vascular de

colagenc con piel nueva.

Los avances racientes en bioclogia de los
factores de cicatrizacion local v en la tecnolog:ia han
delineado el papel de estos potentes bioquimicos en el
proceso de cicatrizacion. En la reparacion de una
herida las dos fuentes de estos factoras son las
plagquetas y los macrofagos de la herida. Las
plaqueatas liberan factor de ‘crecimiento derivado de

plaquatas (FCDP), factor angiogénice derivado de



plaquetas (FADP), factor de crecimiento epidermico
derivado de plaquetas (FEDP) v factor plaquetario 4,
El FCDP eas un potente mitogeno de fibroblastos v
quimiotaxico, el FADP causa nueva formacioen capilar a
partir de la nmnicrovasculatura existente, el FCEDP ya ha
sido deacrito pero esta todavia pobremente
caracterizado, por ultimo el factor 4 es un quimiotaxico

de neutroéfilos.

Recientemente el grupo de Knighton se ha avocado a
aprovechar las propledades de los FCDP en el tratamiento
de heridas cronicas &n diversos grupos de pacientes de
alto riesgo (diabéticos, con enfermedad vascular
periferica, nefropatas, etc,) obteniendo resultados
satisfactorios, con cicatrizacion completa de las
lesiones crénicas {(una de ellas hasta de 1B00C semanas de
evolucion) en un promedio de 10 semanas. Con
anterioridad el amismo grupo demostro la actividad de
aatos factores a nivel experimental en animales, en
todas las ocaciocnes wutiiizando exclusivamente FCDP
Autologos. En la literatura universal hasta el
momanto no axisten reportes del uso de factoras de FCDP

Heterologos an estudios experimentales o clinicos.
OBJETIVO GENERAL

La actividad de 1los FCDP autdlogos ya se ha



demostrado v dadas las caracteristicas de los mismos es
factible reproducir astos rasultades cen FCDP
heterclogos sobre un modelo de investipacion similar
al desarrollado por Knighton vy su Brupgo para
valorar su actividad ¥ las posibles reacciones
secundarias adversas an un modelc de experimentacioén

animal.

JUSTIFICACION

Comprobar que los FCDP heterdloges poseen una
actividad bioloégica similar a los auvtologos abre la
puerta a nuevos horizontes en el terrenc de la
investigacién y aplicacién clinica, vya que hasta ahora
sl uso de los FCDF autdlogos. aungue con buenos
resultados. es limitado por las dificulades tecnicas vy
de infraestructura que se requieren para el tratamiento
de heridas croéonicas ¢ en los posibles beneficios en el
maneio de heridas reclentes quirurgicas o traumaticas
an pacientes con riesgo elavado de presentar problemas
de cicatrizacion incluso en aguellos que estén libres de
patologia de fondo. Ademéds loa FCDP heterélogos no
tendrian los inconvenientes que poseen  los preparados
hematicos humanos lo cual hace posible su produccién en

maga para la difusion de su uso.
HIPCTESIS

Loa FCDP heterotlogos tienen la misma actividad



biclogica que los autslogos.
Dada su naturaleza glucoproteica de bajo pesc
molecular las posibles reacciones secundarias seréan

minimas o nulas,

OBJETIVOS PARTICULARES

Valorar la actividad bicldégica de les FCDP
heterologos en modelo de experimantacion animal y
compararla con los raeportes de estudios previos de FCDP
autologos.

Valorar la aparicion de reacciones secundarias

derivadas de su uso.
METODOLOGIA

Para 1la realizacion del estudic me cred un modelo
experimental animal similar al utilizado por Knigton et
al aen su raporte de 1982, &an el cual se demostrd 1la
actividad biolégica de los FCDP autélogos en corneas de
conejos. En nuestro estudlio se utilizaron FCDP
procedentas de borragos.

Se estudiaron 10 conejos raza Nueva Zelandia
Blancos a 8 de los cuhklas se les aplico en la cornea los
FCDPF Heterodlogos provaniantes de un cordero raza Ovis
Aries, los 2 consjos restantes formaron el grupc testigo
a los cuales se leas aplico la nustanci@ buffer en que se

diluyeron los FCDP de cordero.



Se valoré el grado de neovasculartzacion producido
por FCDP heterdlogos an corneas en conejos
utilizando el esquema de graduacion propuesto por
Knighton y Colms. da 0 a +4 de la siguiente manera:

- 0 = Ningun crecimiento de vasos nuevos en la

cornea.

- +! = Crecimiente de vasos de 1 om en el
estroma corneal en un arco localizade
junto al implante.

- +2 = Crecimento de vasos de 2 a 3 mm en un
arco junto al implante.

- 43 = Crecimiento de 2 a3 me de la cornea
con un amplio arco de vamos del limbo.

- +4 = Crecimiento de vasos mayor de 3 mm en la
cornea asociado <¢on un amplio arco de
neovascularizacion hacia el implante.

Adenas se valoraron clinicamente durante el
periodo de investigacion las reacciones adversas
producto del indéculo, tanto sistemicas como locales.

Los animales fueron observados diariamente por 10
dias Yy en este momento s#e realizo una biopsia de cornea
del drea inoculads 1a cual se conservo an formol para su

estudio microscépico histologico posterior.

Los criterios de incluaién de los animales del
astudio fueron los siguientes:

- Conejos de raza pura sin evidencia clinica de



patologla ocular o sistamica pravia y durante el
estudio.
- Corderc de raza pura sin evidencia de pat6ologla
hematolgica o sistémica previa y durante el
estudio,
Lo criterios de exclusién fueron los sigulentes:
~ Conajos en los que se demOSTraron errores
técnicos en la aplicacidn del indculo.
- Coneljoms en los qQue se demostrara defectos
técnicos en la yoma de las muestras de tejido
corneal.
La obtencidén de los FCDP de cordero se realizd
con la siguiente técnica: 500ml. de sangra total dea
cordero se obtuvieron en una beolsa estéril
conteniendo S0al de anticoagulantes (citrato Acido de
dextrosa), se colocaron inmediatamente en hieloc para =su
transporte al laboratoric del bance de wsangre; los
glébulos rojos y blancos se resovieron por nmedio de
centrifugacidn (135 X gr, 20 ainutos a 4oC) dejando un
.plasma rico en plaquetas del cual se resovieron por
medio de centrifugacidn (750 X gr, 10 minutos & 4oC).
Las plaquetas se lavaron con una solucidn buffer (o.z'n
HEPES, 0.03 M glucosa, 0.004 M KC1)0.14 M NaCl, 0.35%
de albtmina sérica bovina pH 6.5) y subsecuantesente

resuspandidos en el buffer a concentracién de



10 x & plaquetas/ml. Las plaquetas =son tratadas
después con trombina a razén de 1U/ml. para crear

un sobrenadante que contiena los FCDP, por ultimo,

se separan Yy se remueven las plaquetas por medio de
centrifugacidn (950 X gr. S minutos a 4oC).

Las inyecciones corneales se llevaron a cabo
con el conejo anestesiado con Ketamina(img/kg,subcuténeo)}.
Las cérneas se anestesiaron con 2 gotas de tetracaina of-
tdlmica al 1%; la solucioén buffer conteniendo los FCDP
de cordero se invectd en la cérnea utilizande una
aguja hipodérmica de calibre 27, con una jeringa de iml.a
dosis de 0.05ml., aproximadaments a 3ma del limbo de la
cérnea.

RESULTADOCS

Los resultados fueron recolectados ean hojas
individusles para cada animal de experimentacién con
registro diario de las variables en aestudio, esta hoja
incluy® el reporte histolégico de las muaestras (ver
anexc #1). En la tabla #1 se resumen los resultados de
estos registros. ’

No se presentd evidencia clinica de
neovascularizacidn cornesl en el grupo en estudio ni en
®) grupo control. Solamente en un animal, en el cusl se
infiltrd el indculoc accidentalmente an la cdmars cor-

nesl y posteriormente se aplicd de maners corracts, se



TABLA # 1

3
3| 8|3l

Iy

presantaron formaciones de opacificacién en la camara
corneal los dias 5,6 vy 7 del estudio para desaparecer al
octave difa, Las implicaciones de aste Incidente se
analizan en las conclusiones.

No se vpresentd avidencia clinica de reacciones

adversas al inéculo en ninguno de los grupos.

ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados de nuestro estudio muestran de una
manera objetiva que los Factores de Cicatrizacisn
Derivados de Plaquetas Heterélogos (FCDPH) no
presentaron ninguna actividad bioclogica en nuestro

modelo de experimentacién. Sin asbargo como se dastaca



en 1los resultados uno de los animales del estudio si
presento evidencia clinica de actividad biologica de los
FCDPH caracterizada por la aparicion temporal de
formacliones opacas a manera de depésitos en la camara
corneal accidentalmente infiltrada. En el estudio
original de Knigton los autores no son muy especificos
en relacién a la teécnica de aplicacion del 1inoculo.
puesto que al infiletrar la cornea a 3 mm de su limbo la
mayor parte del producto tiende a permanecer de manera
subconjuntival, lo cual implica una rdpida resorsién del
inséculo por via linfética hacia la circulacion general.
En cambio la porcisn de inéculo que accidentalmente se
infiltré en 1la cémara corneal, dada 1la lentitud de
recambio de liquidos a este nivel, permitié que se
presentaran fenomenos de actividad bilolégica de los

factores a este nivel aunque solo de manera temporal.

A raiz de estas deducciones se revisd nuevamente la
técnica de aplicacién del inéculo, de manera que la
preparacién quede a nivel intracorneal. ¥y que por la
ausencia de vascularizacién de la cornea permanesca el
producto "in situ" por un tiempo mayor que permita ia
actuacion local de los FCOPH. Esto sin embargo es motivo
para 1la realizacién de un hueveo estudio.

No se presentaron evidencias clinicas de rechazo o
reacciones adversas a los FCDPH en nuestro modelo

experimental lo cual compruéba una de nuestras hipoétesis
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planteadas al 1inicio de nuestro estudio, lo cual nos
alenta a continuar la linea de investigacién da este

tipo de derivados,

CONCLUSION

Los Factores de Cicatrizacion Derivados de
Plaguetas son hasta el momento actual un campe Ppoco
explorade en la investigacién de 1los procesos de
cicatrizacién tisular. AGn mAs los Heterdlogos Ppuesto
que hasta ahora no se han publicado ningin trabajoc en la
literatura universal que haga referencia a ellos.
Nuestro trabajo plantea una serie de interrogantes con

respecto a la téachica de aplicacion de estos derivados

an nuestro modelo de experimentacién, por lo cual
consideramos que no as conveniente dejar a un lado este
campo de investigacién hasta que no se realicen nuevos

estudios en este campo.



CICATRIZACION

CONEJO # _1_.
DIA DE ESTUDIO
FECHA 1.2 34 65 6 7 8

DICIEMBRE 1990 | 11| 12 19 |14 [ 18| 18 | 17 | 18

APLICAGION X

OPACIDAD NO|No | NO | NO | NO| NO | NO |NO
ARADO o o] ] 0 0 0 ] 0
BIOPSIA 8

REACCIONES NO | NO NO [ MO | NO | NO | NO | NO
ADVYERSAD
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJO) 8IN ALTERACIONES

. ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _2_,
DIA DE EBTUDIO
FECHA 1 2 3 4 b 6 7 8

DICIEMBRE 1990 | 11| 12 13 14 |18 | 8 { 1T | 18

APLICACION X

OPACIDAD NO | NG [ NO | NO| NO| NO | NO | NOQ
GRADO 0 0 0 c 0 0 4] 0
BIOPSIA 8

REACCIONES NO[NO | NO I NO|NO] NO | NO|NO
ADVERSAS
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJQ) BIN ALTERACIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _3_.
DIA DE ESTUDIO
FECHA 12 3 4 5§ 6 7 8
18

DICIEMBRE W90 | 11| 12 13 141181 18 17

APLICACION X

OPAGIDAD NO | NO | NO |[NO|No | NO { NO |NO
GRADO ojlojo |ojJo|je|[o]o
BIOPSIA sl

REAGCIONES NO | NO | NO | NO| NO| NO | NO|NO

ADVERSAD .
HISTOLOGIA CORNEA (BOPSIA DE CONEJO) BIN ALTERACIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _4_,
DIA DE EBTUDIO

FECHA 1__2 3 4 &6 6 7 8
DICIEMBRE 990 | 11 ] 12| 13 | 14 [ 186 | (¢ [ 17| 18
APLICAGION X

OPACIDAD NO | NO | NO |NO|NQ| NO | NO|NO
ORADO 0o} o 0 c|lo]|o oo
BIOP&IA ot
REACCIONES NO | NO | NO | NO | NO | NO | NO [NO
ADVERSAS

HIBTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJO) 8IN ALTERAGIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _5_.
DIA DE EBTUDIO
FECHA 1 2 3 4 & 6 7 8

DICIEMBRE 1990 | 11| 12 [ 13 [ 14 [ 16| 18 | 17| 18

APLICAC!ON X

OPACIDAD NO|NO | NOo [NO|NO| NO | NO |NO
GRADO 4] 0 Q 0 0 o] 0 [+]
BIOPSIA at

NO | NO | NO | NO |NO

REACCIONES NO [ NO | NO
ADVERSAS
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJO) BIN ALTERAGIONES

ANQTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _8_.
DIA DE ESTUDIO

FECHA 1 2 3 4 65 6 7 8
DICIEMBRE 1990 | 11| 12 | 13 (14 (18 { ¢ [ 17| 18
APLICACION X

OPACIDAD NOINO | NO |NO|NO| NO | NO|NO
GRADO [+} 0 0 0 0 0 (1] [ ]
BIOPSIA 8l

REACCIONES NO | NO | NO | NO | NO| NO | NG |NO

ADVERSAS
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJQ) 8IN ALTERACIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _7__

DIA DE EBTUDIO
FECHA 1 2 3 4 & 6 7 8
DICIEMBRE 1990 | 11 ] 12 ] 18 |14t 18| 18 | 17| 18
APLICAGION X

L] ) [

OPACIDAD NOINO | NO |NOINO| NO | NO|NO
GRADO 6o o jojojojoleo
BIOPSIA 8
REACCIONES NO | NO | NO [ NO [ NO | NO | NO | NO
ADVERSAD

HISTOLOGIA CORNEA (BOPSIA DE CONEJQ) BIN ALTERACIONES

opgcificagion eft cemara corngyl igy dims '§, oy 7 .
desapaieciende ol dig &

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # __8.
DIA DE EBTUDIO
FECHA 12 3 4 5 6 7 8

DICIEMBRE 1990 | 11| 12 13 14 | 18 | 14 | 17 | 18

APLICACION x

OPACIDAD NO | NO NO | NO | NO | NO | NO | NO
QRADO Q (] (1] 4] Q 0 o 0
BIOPSIA 8i

REACCIONES NO | NO | NO | NO [ NO | NO | NGO {NO

ADVERBAS
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJO) 8IN ALTERACIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # _ 9.
DIA DE ESTUDIO
FECHA 1 2 3 4 &5 8 7 8

DICIEMBRE 1990 | 11 | 12 13 14 | 18| 14 | 17| 18

APLICACION X

OPACIDAD NOo|[NO | NO | NO | NO| NO | NO [ NO
GRADO o 0 0 4] Q o] 0 Q
BIOPSIA 8

REACCIONES NO| NO | NO | NO | NO| NO | NO NO

ADVERSAD
HISTOLOGIA CORNEA (BIQPSIA DE CONEJO) SiN ALTERACIONES

ANOTACIONES




CICATRIZACION

CONEJO # 10,
DIA DE ESTUDIO

FECHA 1 2 3 4 &5 8 7 8
DICIEMBRE 1990 11 12 13 14 [ 18 { 18 17 | 18
APLICACION X
OPACIDAD NO | NO NO { NO{ NO| NO | NO | NO
GRADO Q Q 0 o 0 o 0 L]
BOPSIA 8l

RARACCIONES NO | NO | NO [ NO|NO | NO | NO | NO
ADVERBSAS -
HISTOLOGIA CORNEA (BIOPSIA DE CONEJO) SIN ALTERACIONES

ANOTACIONES
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