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Resumen

ANTECEDENTES

Durante la coagulacion se desencadenan reacciones en las que las células sanguineas
quedan atrapadas en una malla de fibrina. Entre estas células se encuentran las plaquetas,
que no soélo tienen como funcién el taponamiento de los vasos sanguineos, sino que
también intervienen en la reparacion y la regeneracion tisular porque en su interior se

almacenan proteinas que catalizan los procesos de cicatrizacion.

Entre los factores plaquetarios mas estudiados estan el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento similar a la insulina, el factor de
crecimiento transformante beta(TGF-p), el factor de crecimiento vascular que interviene
en la neovascularizacion, el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento de
los fibroblastos, etc. De todos estos, los que se encuentran en mayor concentracion en las
plaquetas son el PDGF y el (TGF-p)Los factores de crecimiento son sustancias que
generan sefiales bioquimicas capaces de modificar las respuestas de las células del
organismo. Estan involucrados en el control del crecimiento y en la diferenciacion
celular. Dado que las plaguetas son fuente de factores de crecimiento, el PRP se usa para
la regeneracion 6sea, la cicatrizacion de heridas cutaneas y en traumatologia. También se

utiliza en cirugia oftdlmica, cardiopulmonar, maxilofacial y en odontologia.

En particular nos centraremos en dos de ellos: el PDGF y el TGF-8

El PDGF participa en la glucogénesis, | regula de crecimiento y la diferenciacion celular
en el sistema nervioso central durante el desarrollo, favorece la produccion de la matriz
extracelular y la quimiotaxis de fibroblastos, monocitos, células musculares y

macrofagos, estimula la produccién de la fibronectina utilizada durante la proliferacion y
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Resumen

la migracion celular en la cicatrizaciéon, e interviene en la reparacion tisular al estimular

la angiogénesis aumentando la mitosis endotelial.

Los miembros de la familia del TGFp regulan diferentes funciones celulares como la
proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion, la migracion y tienen un papel clave en el
desarrollo del organismo. EI TGF-B esta implicado en varias patologias humanas,
incluyendo desordenes autoinmunes y vasculares, asi como enfermedades fibréticas y

cancer.

HIPOTESIS
Las plaguetas son el mayor reservorio de estos factores de crecimiento, por lo tanto,
factores que puedan modificar la funcion o la vida media de las plaquetas podrian tener

influencia sobre los niveles de PDGF y TGFp

OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo fue determinar si el género, la edad, los habitos de vida y la
medicacion influian en los niveles de los factores de crecimiento PDGF y TGFf plaquetarios.
También incluimos en el estudio un grupo de pacientes con trombocitopenia inmune (PTI) ya
que en esta patologia hay una produccion disminuida y una destruccion periférica aumentada

de las plaquetas.

METODO

Se trata de un estudio prospectivo, observacional y transversal.

Se incluyeron;

A) 80 individuos entre 18 y 78 afios que se estratificaron en los siguientes grupos:
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1) menores de 35 afios, entre 35- 55 afios y mayores de 55 afios

2) 36 hombres, 44 mujeres.

3) 15 fumadores, 65 no fumadores

4) 25 consumen alcohol, 55 no.

5) 38 no practican deporte, 24 de forma ocasional y 18 son deportistas.

6) 5 individuos que toman antidepresivos, 6 individuos toman anticomiciales

B) 30 pacientes con PTI y 25 individuos sanos.

Variables:

1) PDGFy TGF-B: se deterrminaron por ELISA en el lisado de las plaquetas.

2) Receptores de adhesion en la superficie plaquetaria: los receptores de fibrinbgeno
(GPIIb/11a) y del factor de vonWillebrand (GPIb/GPV/GPIX) presentes en la superficie

de las plaquetas se evaluaron por citometria de flujo.

3) Funcion plaquetaria. La funcion de las plaquetas se evalud activandolas con un
agonista del receptor de trombina (el TRAP) y midiendo la activacién del receptor de
fibrindgeno y la exposicion de P-selectina y CD63 en la superficie de las plaquetas por

citometria de flujo.
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RESULTADOS
Efecto de la EDAD Y el GENERO sobre el contenido plaquetario de PDGF y de
TGF-B1: Los niveles de TGF B1 fueron superiores en las plaquetas de las mujeres (P =
0,038). El contenido de PDGF fue similar en las plaquetas de los hombres y en las de las
mujeres:
Efecto del TABACO sobre el contenido plaquetario de PDGF y de TGF-B1: No se
observaron diferencias significativas entre individuos fumadores y no fumadores, sin
embargo los niveles de TGF-f3 mostraban una tendencia a ser superiores en individuos no
fumadores.

Efecto del consumo de ALCOHOL sobre el contenido plaquetario de PDGF y de
TGF-B1: Los individuos que consumian alcohol, ya sea de forma ocasional o habitual
tendian a presentar niveles de TGF-B1 superiores a las de los individuos que no
consumian alcohol, independientemente del género y la edad (P = 0,084).

Efecto de los tratamientos con ANTIDEPRESIVOS sobre sobre el contenido
plaguetario de PDGF y de TGF-f : En este estudio apreciamos que la medicacion con
antidepresivos no modificaba el contenido endégeno de PDGF y de TGF-p.

Efecto de los tratamientos con ANTICOMICIALES sobre el contenido plaquetario
de PDGF y de TGF-B: Los niveles de PDGF no se ven afectados por el tratamiento con
anticomiciales. Sin embargo, dado que la muestra de individuos sometidos a tratamiento
es pequeria, seria interesante un estudio con mayor numero de pacientes

Efecto de la practica de DEPORTE sobre sobre el contenido plaquetario de PDGF y
de TGF-B1: Los niveles de PDGF no variaron con la frecuencia o el tipo de ejercicio
realizado. Sin embargo observamos una tendencia al descenso en los niveles de TGF—1

a medida que aumenta la frecuencia con la que se practica el deporte.
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Caracterizacion de las plaquetas de los pacientes con PTI

1- Numero de plaquetas: los pacientes con PTI tenian menos plaquetas que los controles

Sanos.

2- Capacidad de activacién: El receptor de fibrindgeno de las plaquetas de los pacientes
con PTI era menos susceptibles a la activacion con TRAP que las del grupo control
(p<0.05 en ambos casos). La exposicion en superficie de P-selectina y de CD63 en
condiciones basales y tras activacion con TRAP fue similar en las plaquetas de los

pacientes con PTI y en las de los controles sanos.

3- Receptores de superficie: la disminucion de la capacidad de activacion de las plaquetas
a una disminucion en la cantidad de los receptores de fibrindgeno en las plaquetas de los

pacientes con PTI.

4- Contenido de los factores de crecimiento en las plaquetas de los pacientes con PTI:
No observamos diferencias en los niveles de TGF-B entre las plaquetas de los pacientes
con PTl y las del grupo control. Por el contrario los niveles de PDGF en las plaquetas

de los pacientes con PTI son mayores que las del grupo control.

CONCLUSIONES

El contenido de PDGF de las plaquetas no se vio influido ni por el género ni por la edad,

sin embargo el EI TGF-B plaquetario es mayor en mujeres jovenes que en hombres del

mismo rango de edad. Tampoco se obsevaron diferencias en los niveles plaquetarios de
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Resumen

PDGF y de TGF-B entre individuos fumadores y no fumadores, ni en aquellos que
consumen alcohol, ni en los préctica de deporte.

Noobsevamos diferencias entre los individuos medicados con antidepresivos o
anticomiciales.

Los pacientes con PTI no presentaron variaciones en los niveles de de TGF-B pero Si

presentaron un aumento en los niveles de PDGF.

Si bien nuestros resultados no muestran que los niveles de expresion en plaquetas de
PDGF y de TGF-B estén fuertemente regulados por habitos y ciertas medicaciones,
creemos recomendable realizar un estudio en una cohorte mas numerosa, debido a la

importancia de estos factores en medicina reparativa.
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ABSTRACT

BACKGROUND

During coagulation reactions are triggered in which the blood cells are trapped in a fibrin
mesh. Among these cells are the platelets, which not only have the function of plugging
the blood vessels, but also intervene in tissue repair and regeneration because proteins
that catalyze the healing processes are stored inside.

Platelet-derived growth factor, insulin-like growth factor, beta-transforming growth
factor, vascular growth factor involved in neovascularization, epidermal growth factor,
and other factors are the most studied platelet factors. growth factor of fibroblasts, etc. Of
all these, those that are in greater concentration in the platelets are the transforming
growth factors beta, the derivative of the platelets and the one of vascular growth.

Since platelets are a source of growth factors, PRP is used for bone regeneration, skin
wound healing and in traumatology treatments. It is also used in ophthalmic, pulmonary
cardio, maxillofacial and dental surgery.

Growth factors are substances that generate biochemical signals capable of modifying
the responses of the body's cells. They are involved in the control of growth and cell
differentiation. Most growth factors are found in the blood, especially stored in platelets.

In particular, we will focus on two of them: PDGF and TGFp.

PDGF: Its actions include its participation in glycogenesis, growth regulation and cell
differentiation in the central nervous system during development, it favors the production
of the extracellular matrix and the chemotaxis of fibroblasts, monocytes, muscle cells and
macrophages, stimulates the production of fibronectin used during proliferation and cell

migration in cicatrization, and intervenes in tissue repair by stimulating angiogenesis by
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increasing the endothelial mitosis.

TGF B: Members of this family regulate different cellular functions such as proliferation,
apoptosis, differentiation, migration and have a key role in the development of the
organism. TGF-B is implicated in several human pathologies, including autoimmune and

vascular disorders, as well as fibrotic diseases and cancer.

HYPOTHESIS
Platelets are the major source of these growth factors, therefore, factors that may modify
the function or half-life of platelets could have an influence on the levels of PDGF and

TGF B.

OBJECTIVE

The objective of this study was to establish whether gender, age, lifestyle habits and
medication influenced the levels of platelet PDGF and TGF - B growth factors. We also
included in the study a group of patients with immune thrombocytopenia (ITP) since in
this pathology there is a decreased production and an increased peripheral destruction of
platelets.

METHOD
It is an observational and transversal study.

It was included 80 individuals between 18 and 78 years who were divided into the
following groups:
1) under 35 years, between 35-55 years and over 55 years.

2) 36 men, 44 women.
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3) 15 smokers, 65 non-smokers.

4) 25 consume alcohol, 55 no.

5) 38 do not practice sports, 24 occasionally and 18 are athletes.

6) 5 individuals taking antidepressants, 6 individuals take anticonvulsants.

7) 30 patients with ITP and 25 healthy individuals.

Variables:

1) PDGF and TGF-: were determined by ELISA in platelet lysate.

2) Platelet surface adhesion receptors: the fibrinogen receptors (allb / blll) and the
vonWillebrand factor (GPlbab / GPV / GPIX) present on the surface of the platelets were
evaluated by incubating the PRP with specific monoclonal antibodies (mAbs) against the
subunits of these receptors, marked with fluorescein (FITC) or with phycoerythrin (PE)

and analyzed by flow cytometry.

3) Platelet function: The function of the platelets was evaluated by activating them with
an agonist thrombin receptor (the TRAP) and by measuring the activation of the
fibrinogen receptor and the exposure of P-selectin and CD63 on the surface of the
platelets . For this rich plasma was used in platelets (PRP) diluted with HEPES buffer
that was incubated at room temperature and with buffer (basal condition) or with TRAP
(stimulated condition). After incubation it was added PAC1, mAb that recognized only
the active form of the fibrinogen receptor or anti-P-selectin or anti-CD63 mADbs, all them

labeled with FITC. Subsequently, they were analyzed by flow cytometry.
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RESULTS

Effect of AGE AND GENDER on the platelet content of PDGF and TGF-B: TGF-B1
levels were higher in the platelets of women (P = 0.038). The content of PDGF was similar in
platelets from men and women. In men there was an inverse relationship between age and
PDGF content, while in women PDGF concentration increased with age to reach values

similar to males at menopause (p> 0.05).

Effect of TOBACCO on the platelet content of PDGF and TGFB1: No significant
differences were observed between smokers and non-smokers, however the levels of TGF-p1

showed a tendency to be higher in non-smokers. .

Effect of ALCOHOL consumption on the platelet content of PDGF and TGF-B1:
Individuals who consumed alcohol, either occasionally or habitually, had higher levels of
TGF-B1 than individuals who did not consume alcohol, regardless of gender and age (P =

0.084).

Effect of treatments with ANTIDEPRESSANTS on the platelet content of PDGF and
TGF-B1: In this study, we observed that medication with antidepressants did not modify the

endogenous content of PDGF and TGF-p.

Effect of the treatments with ANTICOMICIALS on the platelet content of PDGF and
TGF-p: PDGF levels are not affected by anticonvulsant treatment. However, given that the
sample of individuals subjected to treatment is small, a study with a greater number of

patients would be interesting.

Effect of the practice of SPORT on the platelet content of PDGF and TGF-B1: The levels

of PDGF did not vary with the frequency or type of exercise performed. However, we observe
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a tendency to decrease levels of TGF - B1 with the frequency in which the practiced of sports

increases.

Characterization of platelets from patients with ITP

1. platelet count: Patients with ITP had fewer platelets than healthy controls

2. Activation capacity: Platelets from patients with ITP bound less PAC1 than those in
the control group both at baseline conditions and after activation with TRAP (p <0.05 in
both cases) Surface exposure of P-selectin and CD63 under basal conditions and after
activation with TRAP were similar in platelets from patients with ITP and from healthy

controls.

3. Surface receptors: the decrease in PAC-1 binding was not due to a decrease in the

amount of fibrinogen receptors in the platelets of patients with ITP.

4. Content of growth factors in platelets from patients with ITP: Platelet content of
TGF-p was similar in platelets from patients with ITP and from healthy controls. In
contrast, levels of PDGF in the platelets from patients with ITP were higher than those

found in platelets from the control group

CONCLUSIONS

The PDGF content of the platelets was not influenced by gender or age, however the
platelet TGF-B is higher in young women than in men of the same age range. No
differences were observed in the platelet levels of PDGF and TGF-f3 between smokers

and non-smokers, or those who consume alcohol, or in sports.
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We do not see differences between medicated individuals with antidepressants or
anticonvulsants.

Patients with ITP did not present variations in TGF- levels but did show an increase in
PDGF levels.

Although our results do not show that the platelet expression levels of PDGF and TGF-
B are strongly regulated by habits and certain medications, we believe it is advisable to
conduct a study in a larger cohort, due to the importance of these factors in reparative

medicine.
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Introducion

De los elementos celulares que forman la sangre, la plaqueta fue el ultimo en ser
descubierto. Probablemente fue el inglés William Hewson (1739-1774) el primero en
observar las plaquetas.

Durante el siglo XIX, numerosos observadores reportaron la presencia en la sangre de
corpusculos mas pequefios que los globulos rojos y los globulos blancos a los que
[lamaron el “polvo de la sangre” [1, 2, 3, 4], pero se considera que el francés Alfred
Donné (1801-1882) y el inglés George Gulliver (1804-1882) fueron los primeros en
hacerlo.

En 1842 William Addison (1882-1881) describi6 a las plaquetas en su trabajo “sobre los
corpusculos péalidos.... en la sangre” [1, 3, 5, 6].

En 1845 Friederich Arnold (1803-1890) fue el primer anatomista en reconocer e ilustrar
las plaquetas.

Gustav Zimmermann, en 1846, describié “billones de ciertos corpusculos incoloros” que
tendian a agruparse y los llamé “cuerpos elementales”. EI mismo fendémeno fue
observado por en 1862 por Max Schultze (1825-1874) quien los llamd “pequefios
elementos” [1, 3, 5]. Riess en 1872 fue el primero en intentar contarlas y observd que
éstas se encontraban disminuidas en la anemia perniciosa [1, 3, 5].

En 1873, Edme Felix Alfred Vulpian (1826-1887) describi6 la propiedad de estos
cuerpos incoloros de la sangre de adherirse al vidrio y de formar agregados [5].

William Osler (1849-1919) en 1874 fue el primero en observar que las plaquetas se
encontraban como unidades en la circulacion y que se podian acumular [6]. En 1878,
George Hayem (1841-1935), fue el primero en obtener recuentos de plaquetas muy
similares a las aceptadas en la actualidad y en 1882 concluy6 que los agregados de las

plaquetas jugaban un papel importante para detener la salida de la sangre de los vasos y
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que una disminucion en su nimero 0 su ausencia provocaban una hemorragia.

Hayem empled por primera vez el término “plaquette” en 1883 [7,8] y Giulio Biozzozero
(1841-1901) aislo plaquetas de los trombos y observo que la hemostasia y la trombosis
son procesos analogos [4,9].

En 1885 Schimmelbusch describié los cambios morfoldgicos que sufren las plaquetas
cuando un vaso es dafiado y se exponen superficies de composicion diferente de las que
se encuentran en el vaso sin lesion.

En 1886, Eberth observd que la estasis del flujo sanguineo producia un depdsito de
plaquetas en la pared del vaso formando un “trombo rojo”, fendmeno al que denominé
“metamorfosis viscosa” de las plaquetas [10,11].

En 1906, James Homer Wright (1869-1928) descubrié que los megacariocitos de la
médula 6sea daban lugar a las plaquetas una vez se ha producido la fragmentacién de su
citoplasma [12].

En 1994, un grupo de cirujanos en una reconstruccion mandibular utilizé un adhesivo de
fibrina autdgena al hueso esponjoso. Para ello separaron de una muestra de sangre sus
componentes y emplearon la fraccion plasméatica como crioprecipitado, observando una
consolidacién dsea precoz, que se atribuy6 al mayor nimero de células osteocompetentes
que gquedaban en la red de fibrina [13].

En 1997, Whitman present6 una alternativa aut6loga al adhesivo de fibrina en cirugia oral
y maxilofacial, el gel de plaquetas, utilizdndolo no solo como adhesivo tisular sino
también como procedimiento para la consolidacidn inicial de injertos cortico- esponjosos
en los maxilares [14].

Més adelante Marx y cols. observaron que el PRP aumentaba la concentracion de
plaquetas en los injertos, observandose la presencia de al menos tres factores de

crecimiento: PDGF y TGF-B1 y 2, viendo ademas que las células esponjosas tenian
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receptores para estos factores de crecimiento [15].

Existen varios trabajos que hablan de la utilidad del plasma en regeneracion Gsea [16],
cicatrizacion de heridas cutaneas [17] y en traumatologia. [18,19] También se utiliza en
cirugia oftalmica [20,21] en cirugia cardiopulmonar [22], en cirugia maxilofacial y en
odontologia [23, 24, 25].

Tmbien se ha propuesto el uso del concentrado de plaguetas es como alimento de células
madre, ya que aumenta la supervivencia de las colonias celulares [26].

También existen trabajos que vislumbran posibles efectos secundarios por el uso
indiscriminado del plasma con plaquetas y que aportan un punto de vista diferente a la
mayoria de los articulos publicados al respecto [27,28].

La agresion a los tejidos produce su alteracion, a lo que el organismo responde poniendo
en marcha una serie de mecanismos para recuperar el tejido afectado. Dicho proceso
comienza siempre con la aparicion de un coagulo sanguineo en la zona en donde se ha
producido el dafio tisular que aporta las proteinas necesarias para generar un tejido
fibroso que termina en cicatricial. Este proceso se conoce como reparacion [29].

En otras ocasiones el proceso no lleva a una reparacion sino a la creacion de un tejido
similar al original en arquitectura y funcidn. En este caso se habla de regeneracion [29].
Las proteinas involucradas en estos procesos son los factores de crecimiento que inducen
sefiales en las diferentes células que intervienen en la reparacion y el desarrollo de los

tejidos, mediando la migracion, la proliferacién y la diferenciacion de las mismas.
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El coagulo sanguineo que se forma en las heridas posee todos los componentes capaces
de desencadenar cualquiera de estos procesos. Durante la coagulacion se desencadenan
reacciones en las que las células sanguineas quedan atrapadas en una malla de fibrina.
Entre estas células se encuentran las plaquetas, que no sélo tienen como funcién el
taponamiento de los vasos sanguineos, sino que también intervienen en la reparacion y la
regeneracion tisular porque en su interior se almacenan proteinas que catalizan los
procesos de cicatrizacion [30].

Entre los factores plaquetarios méas estudiados estan el PDGF, el factor de crecimiento
similar a la insulina, el TGF-p, el factor de crecimiento vascular que interviene en la
neovascularizacion, el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento de los
fibroblastos, etc. De todos estos, los que se encuentran en mayor concentracion en las
plaquetas son el TGF-f, el PDGF vy el de crecimiento vascular.

Fue Robert Max [15] quien aport6 a la bibliografia cientifica el término “plasma rico en
plaquetas” (PRP), el cual se obtiene tras la extraccion de sangre del paciente y su
posterior centrifugacion a una velocidad tal que las células sanguineas con mayor peso,
los hematies, decantan en el fondo del recipiente, la serie blanca por encima de estos, e
inmediatamente encima de la serie blanca las plaguetas.

Se han propuesto multiples usos para el PRP, sin embargo su utilidad sigue generando

controversias entre diferentes autores.



Introduccion

2.1. CARACTERISTICAS DE LAS PLAQUETAS

Las plaquetas son pequefios fragmentos celulares anucleados, con forma discoide y entre
1-3 um de didmetro, méas pequefios que el resto de las células sanguineas (Fig 1). Se
forman a partir del citoplasma del megacariocito de la médula dsea. En el proceso de
formacion de las plaquetas, el megacariocito, mediante un proceso de endomitosis, forma
un nacleo poliploide y posteriormente, parte del citoplasma del megacariocito es
empaquetado y la proplaqueta es liberada al exterior.

El proceso de formacion de plaquetas puede dividirse en dos fases:

1° - Maduracién del megacariocito. Esta fase que puede tardar dias en
completarse, requiere la presencia de factores de crecimiento especificos del
megacariocito. En ella se produce una proliferacion masiva de nucleos y un aumento del
citoplasma simultaneamente con el incremento de las proteinas del citoesqueleto, de
granulos especificos de plaquetas y de la membrana necesaria para completar la

formacion de plaquetas [31, 32, 33, 34, 35].

2° - Produccion de plaquetas. Es una fase relativamente rapida que dura

horas. En ella se produce una remodelacion del citoplasma formandose, en primer lugar,

proplaquetas, luego preplaquetas y finalmente plaquetas [36, 37, 38].
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Fig 1- Elementos de la sangre. Se muestra un eritrocito a la derecha, plaqueta en el centro y

leucocito a la izquierda. Microscopio electronico de barrido. Linces clinicos: Junio 2015.

2.1.1. MADURACION DEL MEGACARIOCITO

El megacariocito se desarrolla a partir del sistema celular hematopoyético presente
principalmente en la médula 6sea, pero también en el saco gestacional, en el higado fetal,

en el bazo durante las primeras etapas del desarrollo, y en el pulmon [39,40,41,42,43].

La trombopoyetina (TPO) interacciona con un receptor especifico en el megacariocito, el
c-Mpl, y regula directamente su maduracion [44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51].

La endomitosis es el primero de los procesos dirigidos por la TPO. En él, el
megacariocito se convierte en poliploide mediante varios ciclos de division del nicleo sin

que se produzca division del citoplasma [52,53].
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Uno de los propositos de la endomitosis es la de sintetizar una gran cantidad de proteinas
y lipidos, necesarios para crear una membrana altamente invaginada, formando un
complejo de cisternas y tabulos distribuidos en el citoplasma del megacariocito y en
conexion con la membrana plasmatica. Esta membrana altamente invaginada es el origen
de la superficie de las proplaquetas y plaquetas [54, 55, 56].

Los megacariocitos poliploides se localizan en los sinusoides de las células endoteliales
de la médula désea. Una vez formadas las proplaquetas, estas migran y se liberaran al
espacio intravascular.

La fibronectina y el fibrinGgeno son también proteinas de la matriz extracelular
implicadas en la diferenciacion y la proliferacion del megacariocito y su posterior

maduracion a proplaquetas [56].

2.1.2. FORMACION DE PROPLAQUETAS

Numerosas evidencias sugieren que la maquinaria necesaria para la formaciéon de
plaquetas se encuentra en el citoesqueleto de los megacariocitos. La B1 tubulina es la
isoforma principal presente en el megacariocito y, junto con la dineina citoplasmatica,
promueven la formacion y elongacion de las proplaquetas [55,56].

Ademas los microtdbulos tienen una segunda funcién, la de transportar granulos y
organelas entre las proplaquetas [56].

En este proceso de formacion de plaguetas, el microambiente de la médula dsea juega un
papel determinante estimulando y favoreciendo la formacion de las plaquetas y su
posterior liberacion [55,56]. Diferentes estudios muestran una interaccion dinamica entre

distintas proteinas de la matriz extracelular y los lugares especificos en donde se produce
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la maduracién. Una vez que el megacariocito se ha desarrollado migra a un nicho
vascular donde comenzara el proceso de formacién de proplaquetas [56] (Fig 2).

Una vez que las proplaguetas son liberadas al torrente sanguineo entran en contacto con
concentraciones elevadas de esfingosina 1-fosfato, la cual comienza la transformacion a
plaquetas [56]. Se ha descrito una fase previa a la formacion de plaquetas, las
preplaquetas, las que evolucionan a plaquetas mediante la escision del citoplasma que las
une [56] (Fig 2).

Como se ha explicado anteriormente, las plaquetas contribuyen a la hemostasia mediante
la formacion de un tapon de plaquetas y su afianzamiento posterior por la accién de la
trombina que convierte el fibrindgeno en fibrina. Para realizar estas acciones las
plaquetas tienen receptores de superficie que pueden unirse a glucoproteinas de
adhesion. Entre estos receptores se encuentran el complejo GPIb/IX/V que media la
adhesion de las plaquetas al factor de von Willebrand y el receptor GPIIb/Illa que es
especifico de las plaquetas e interviene en la agregacion plaquetaria al unirse al
fibrindgeno y/o al factor de von Willebrand. En las plaguetas existen otros receptores
para proteinas de adhesién como GPla, GPVI y GP65 para el coladgeno, Gpc/lla para la
fibronectina y GPIc/lla para la laminina. Estos receptores también intervienen en la
adhesion plaquetaria pero sus contribuciones exactas estdn menos definidas.

Una vez las plaquetas son activadas en su superficie muestran P-selectina, la cual
interviene en las interacciones con los leucocitos. La actividad coagulante plaquetaria es
el resultado de la exposicion de los fosfolipidos cargados negativamente en la superficie
de la plaguetas y de las microparticulas plaquetarias junto con la liberacion y activacion

del factor V plaquetario [57, 58].
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Fig 2- Formacion de plaquetas

2.1.3. ESTRUCTURA DE LAS PLAQUETAS

Mediante microscopia Optica y empleando las tinciones adecuadas, las plaquetas se ven
como pequefios corpusculos gris-azulados, ovalados o redondos. EI didmetro medio varia
en los diferentes individuos, oscilando entre 1,5 y 3 micras aproximadamente, es decir
entre un tercio y un cuarto de los glébulos rojos. También hay variabilidad en el tamafio
de las plaquetas de un mismo individuo.

Por microscopia electronica de barrido se observa que las plaquetas presentan una
superficie borrosa que constituye el glicocalix, y una serie de invaginaciones de la
membrana que corresponden a las aperturas del sistema canalicular.

Al microscopio electronico de transmision se observan numerosos granulos en su interior,
cuyo contenido se libera al exterior por los canaliculos cuando se unen entre si.

En su estructura podemos distinguir la membrana plasmatica, el citoesqueleto compuesto
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por microtdbulos y microfilamentos, y los organulos del citoplasma, fundamentalmente

mitocondrias, peroxisomas, lisosomas, cuerpos densos y granulos alfa.( Fig 3).

Durante la maduracién del megacariocito se forman los granulos alfa. La sintesis de sus
elementos tiene lugar en la red del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi del
megacariocito. Son los granulos mas abundantes en las plaquetas, entre 50-80 por
plaqueta. Contienen proteinas que intervienen en la activacion y adhesion plaquetaria, en

la coagulacion y factores de crecimiento [59, 60, 61, 62,63].

Membrana plaquetaria

En la membrana plaquetaria podemos distinguir tres capas:

Capa exterior o glicocalix: Se encuentra en contacto con el plasma circulante y es la

estructura con la que se adhieren las plaquetas. Con tiene ATP-asas.

Membrana_celular: Formada por una bicapa de fosfolipidos (PLs) adoptando una

estructura trilaminar. A esta estructura se anclan las GPs del glicocalix. Ademas posee

proteina trombostetina que participan en la retraccion de coagulo.

Area submembranos: Es la parte interna de la zona periférica. Formada por estructuras

fibrilares de las GPs unidas a las fibras de actina y miosina del citoesqueleto. Mantiene la

forma discoidal de la plaqueta.
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Figura 3. Morfologia plaquetaria en reposo y activada. En la parte superior de la figura
se muestran imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido. En la izquierda se
muestra la forma discoidal de las plaquetas cuando estas se encuentran en reposo y en la derecha
su forma esferoidal con pseuddpodos cuando esta es activada. En la parte inferior se muestran las
fotografias obtenidas con un microscopio electronico de transmision—(Adaptado de George JN.
Platelets. Lancet 2000; 355 (9214):1531-9).

En la superficie de las plaquetas podemos encontrar los siguientes receptores:

Receptores unidos a las proteinas G, sobre los cuales actdan los agonistas solubles
como la trombina, el Adenosin difosfato (ADP), el tromboxano A2 (TXA2) y la

epinefrina (EPI).

GPs, que en su mayoria pertenecen a la superfamilia de las integrinas, estas GPs
interaccionan con proteinas adhesivas. Entre las que realizan una funcion mas destacada
son la GP Ib/IX/V (receptor del factor von Willebrand -FVW-), la GP lIb/llla (receptor
del fibrindgeno y del FVW), la GPla/lla y la GPVI (receptores del colageno), y la GPIV

(receptor de la trombospondina y del colageno) (Tabla 1).
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Receptores Fcy-RIIA, receptores especificos para el fragmento Fc de las

inmunoglobulinas. (Fig 4).
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Figura 4. Receptores de la membrana plaquetaria. Se exponen los diferentes receptores
plaquetarios: GPs, receptores unidos a proteinas G y receptores de FcY-RIIA. Una vez se han
activado los receptores extracelulares se inicia la movilizacion de moléculas intracelulares
efectoras que llevan al desplazamiento del calcio intracelular y a los procesos de fosforilacion de
la activacion plaquetaria. CAM: Molécula de adhesion celular. 1g: Inmunoglobulinas FVW:

Factor von Willebrand.M? Teresa Alvarez Roman ( memoria para optar al grado de doctor)
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Nomenclatura Nomenclatura . Designacion
. Ligando
electroforesis actual cluster
GPla/lla Integrina a2pB1 Coldgeno tipo ly IV CD29, CD49b
GPIc/lla Integrina a6B4 Laminina CD29, CD49%e
GPIc/lla Integrina a5p1 Fibronectina CD29, CD4of
GPIV Receptor . Colagenol Il y CD36
plaquetario mixto Trombospondina
GPVI CAM .d.el gen dela Colageno _
familiadelas Ig
CAM ricas en . CD42a, CD42b
GPIb/IX/V leucina FVW y Trombina CD42c y CD42d
GPlIb/llla Integrina allb-B3 FVW vy Fibrindgeno CD41vy CD61

Tabla 1. GPs de la membrana plaquetaria que participan en la adhesion y en el inicio de la

agregacion con sus ligandos correspondientes.

Citoesqueleto y citoplasma.

El citoesqueleto contiene filamentos entrecruzados formado por proteinas,
fundamentalmente por actina y miosina, conectados a GPs por proteinas enlazantes de
actina, esto proporciona a la plagueta un mecanismo contréctil que le permite cambiar de

forma y la configuracion de sus receptores de superficie cuando es activada.

En el citoplasma encontramos distintos organulos tales como los granulos alfa, granulos
densos, mitocondrias, lisosomas, asi como depositos de glucégeno. Los granulos a, los

mas numerosos, contienen, fibrindgeno, fibronectina, factor (F) V, Factor VIII, FVW,
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FXIII, inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), trombospondina, [-

trombomodulina, P-selectina, agentes quimiotacticos y PDGF, IGFy TGF-p.

Los granulos delta o granulos densos son menos numerosos y contienen ADP, ATP,

calcio, serotonina e histamina, los cuales participan en la activacion de las plaquetas.

En el citoplasma encontramos una serie de estructuras comunes a otras células, tales
como lisosomas, vesiculas revestidas, mitocondrias, peroxisomas y en menor cantidad

ribosomas que provienen del megacariocito.

Sistemas membranosos Los mas importantes son el sistema canalicular abierto y el

sistema tubular denso:

Sistema tubular denso. Se encuentra en la membrana y deriva del reticulo
endoplasmatico liso del megacariocito. Se llama asi por su opacidad en el microscopio
electronico. Este es el principal reservorio tanto de calcio como de acido araquidénico y
es responsable de la sintesis del TXA,, debido a que es donde se encuentra la enzima
ciclooxigenasa. Este sistema tubular denso esta conectado a la membrana plaguetaria para

ayudar a la libracion del TXA,.

Sistema canalicular abierto. Se trata de una red tubular que pone en contacto la
superficie de la plaqueta con el sistema tubular denso. Recorren toda la plaqueta y

facilitan tanto la captacién como la liberacion de diferentes sustancias.
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2.1.4. MECANISMO DE ACTIVACION Y LIBERACION DE LAS PLAQUETAS.

FORMACION DE TROMBOS.

La hemostasia y la formacion de trombos son procesos dinamicos que requieren la
coordinacion en el tiempo y en el espacio de una serie de eventos, que incluyen los
receptores de membrana de las plaquetas, sefiales intracelulares y liberacion de proteinas.
El proceso esta sometido a precisos mecanismos de control para que la respuesta no sea
inadecuada, generando una respuesta hemorragica o la produccién de un trombo por un
estimulo insignificante.

La sefial de inicio para que se produzca el depdsito y la activacién plaquetaria es la
exposicion de las proteinas subyacentes de la pared del vaso sanguineo. Otros parametros
que controlan la respuesta plaquetaria son la profundidad de la lesién, la velocidad del
flujo sanguineo y el tamafio del vaso.

Tras la lesion vascular se produce una vasoconstriccion inducida por la liberacion de
tromboxano A2 y serotonina por las plaquetas que facilita el deposito plaquetario por la
disminucion del flujo sanguineo.

El flujo sanguineo puede modificar la formacion del trombo. En la circulacion arterial, la
rapidez del flujo dificulta la acumulacion de factores de coagulacion limitando la
formacion de la red de fibrina, mientras que las caracteristicas de la circulacion venosa
favorecen la formacion de trombos.

La formacion inicial del trombo en respuesta a una herida requiere la interaccion de las
plaquetas con los componentes de la matriz extracelular expuestos a la sangre,
especialmente el factor Von Willerand, colageno, fibronectina, trombospodina y laminina.

Las condiciones reoldgicas son importantes en este proceso de adhesion.
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El colageno | y 111 presente en las paredes de los vasos sanguineos presentan afinidad por
el factor de von Willebrand, de manera que estas dos moléculas se asocian en la matriz
extracelular. El factor de von Willebrand soluble no es capaz de unirse a las plaquetas en
condiciones normales y asi previene una agregacion que seria patoldgica. Sin embargo,
cuando es retenido sobre las fibras de colageno, impide la circulacion de las plaquetas,
desacelerando el flujo y permitiendo que las plaquetas establezcan uniones entre sus
receptores y el factor Von Willerbrand.

El complejo de glucoproteinas GPIb/IX/V es el principal receptor de las plaquetas para el
factor Von Willebrand. Este complejo también puede unir otras proteinas y factores de
coagulacién las cuales juegan un papel importante en el proceso de interaccion con
células endoteliales y leucocitos.

La unién de GPIba al factor de von Willerband inmovilizado induce el aumento del Ca®*
intracelular, la sintesis de proteinas y tromboxanos, la liberacion de ADP y finalmente la
activacion de la integrina GPIIb/llla. Tras esta activacion se reclutan de plaquetas
adicionales de la circulacion y se produce la agregacion.

El estrecho contacto producido asi entre plaquetas adyacentes permite una accién
paracrina que se traduce en una transferencia de informacion, lo que consolida la
estabilidad del trombo recién formado y evita la disgregacion o emboliacion.

Las plaquetas ademas cambian de forma con la activacion debido a modificaciones
complejas en el citoesqueleto y en su membrana. Una vez se produce la activacion se
produce la liberacion de los granulos, cuerpos densos y del contenido de los lisosomas. El
proceso de activacion implica también a los receptores para agonistas como el ADP, la
epinefrina, la trombina, el colageno, el tromboxano A2 y el factor activador de plaquetas.

Como consecuencia de la interaccion de estos agonistas con sus receptores plaquetarios
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se activan mecanismos de sefializacion en el que intervienen proteinas G, el metabolismo

del fosfoinositol y la liberacion y conversion del acido araquidénico a tromboxano A2.

(Fig 5).

Adherencia de las plaquetas en la herida Agregacion y activacién de plaquetas Formacién del coagulo hemostatico

Neutrofilo Glébulos

O rojos —
o Activacion
Tromboxano A2 de la cascada
° | de coagulacion
Plaquetas s
Trombina
) A0 2 ’ =

Ce’lulla endotelial G (’ O@ O °

Célula muscular lisa

Papel de las plaquetas en la hemostasia

Fig 5. Papel de las plaquetas en la hemostasia

También como resultado de la activacion plaquetaria se produce un aumento del calcio
intracelular y un cambio en la conformacién del receptor GPIlIb/Illa dando lugar a la
unioén de fibrindgeno con alta afinidad y a la agregacion plaquetaria (Fig 6).

Cuando las plaquetas detectan cualquiera de los factores estimulantes antes mencionados,
se produce su activacion y, dependiendo del factor que actle y en que concentracion lo
haga, primero se produce un cambio morfoldgico en la plaqueta y posteriormente una

liberacion de citoquinas o solamente una activacion incompleta [63].

El fibrindgeno es una proteina dimérica que permite la formacién de los puentes

interplaquetarios responsables de la agregacion. Es ademas el principal mediador de la
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agregacion plaquetaria por ser el ligando que se une con mayor afinidad a la integrina

plaquetaria GP lla/lllb y por ser una de las proteinas mas abundantes del plasma.

Como resultado de esta activacion plaquetaria se producen sefiales de origen intracelular
que se denominan “inside-out™ que provocan un cambio en la estructura del receptor del

fibrindgeno y un aumento de la afinidad por su ligando.

La unidn del fibrindgeno a su receptor inicia un proceso de sefializacion “outside-in” que
genera una cascada de sucesos tales como el agrupamiento de las integrinas y la
formacion de estructuras conocidas como contactos focales. Estos ensamblajes proteicos
tienen un importante papel en la modulacion de la adhesion celular, la secrecién y en la

induccién de los cambios morfoldgicos implicados en la extensién y locomocion celular

(Fig 6).
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6. Receptor del fibrindgeno. Los agonistas activan al receptor de fibrindgeno plaquetario (sefial
inside-out), se une Fg con alta afinidad y se generan sefiales hacia el interior de la célula (sefial
outside-in). Como consecuencia se activan humerosos procesos plaquetarios como la agregacion,
la secrecién de sustancias proactivas y la extension del cuerpo celular para la emisién de

pseuddpodos, Y la adhesion plaquetaria.

2.1.4.1. SECRECION DE LOS GRANULOS PLAQUETARIOS

Una vez las plaquetas son activadas, ya sea por adhesion a ligandos de la matriz
subendotelial o por agonistas solubles, vacian su conteniendo a la circulacion o lo
traslocan a la superficie. El andlisis del secretoma de las plaquetas revelé mas de 300
sustancias tras la activacion con trombina [62].

El origen de las sustancias bioactivas de los granulos es la endocitosis y la biosintesis,
bien en el megacariocito o bien en las plaquetas puesto que ellas poseen mMRNA vy la
maquinaria necesaria para hacerlo [62].

Estudios recientes demuestran que el contenido de los granulos o no es homogéneos ni se
libera simultdneamente tras la activacion plaquetaria, lo que sugiere que la liberacion de
los granulos esta sujeta a un control funcional [62].

Varios factores inhibidores regulan la activacion plaquetaria y previenen el deposito
excesivo de plaquetas, entre ellos la prostaciclina y el oxido nitrico sintetizado por las
células endoteliales [62].

El mecanismo contréctil de la actina y la miosina interviene en la secrecion granular y en
la retraccion del coagulo. Los detalles de este mecanismo contintan siendo desconocidos
[62]. Una vez se produce el cambio de la forma inicial de las plaquetas la actina se

organiza centralmente en gruesas masas filamentosas donde probablemente se asocia con
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filamentos de miosina. Parece que un aumento en los niveles de calcio-calmodulina inicia
la respuesta contractil, activando la quinasa de la cadena ligera de la miosina, la fosfatasa
y la quinasa A dependiente de AMPc, los cuales modulan la respuesta.

La secrecion se correlaciona con la centralizacion de los organulos en un anillo central.
Sin embargo existe controversia sobre si las plaquetas secretan el conteniendo de sus
granulos por la fusion con el sistema canalicular abierto en su centro o por la fusion
directa con la membrana plasmatica [62].

Se ha sugerido un sistema de dos pasos para la secrecion granular [63]. EI primer paso es
la aproximacion de los granulos a la cara interna de la membrana plasmatica y el segundo
la fusién de las bicapas lipidicas. El proceso de aproximaciéon implica a pequefias
GTPasas como la R3 que se fosforila al activarse la plaqueta. Existe la hipétesis de que la
R3 forma complejos con el factor soluble sensitivo n-etilamida (SNARE) presente en el
granulo y en la membrana plasmaética e incluye a las sintaxinas 2 y 4, lo que da lugar al
complejo de aproximacion 7s. [63].

Actualmente también se ha propuesto la posibilidad de que la secrecion de las plaguetas
sea similar a la de las neuronas en relacion a lo que se conoce como mecanismo SNARE.
Este mecanismo se basa en la composicion de t-SNARE, v-SNARE y el componente
soluble SNAP/NSF. El uso de marcadores ha permitido demostrar que tanto el SNARE
como la sintaxina 2 intervienen en la secrecion de los granulos plaquetarios.
Ulteriormente también se ha visto que la sintaxina 4 intervine liberando el conteniendo,
primero de los granulos alfa y granulos densos y posteriormente el contenido de los
lisosomas. La fusion consta de tres etapas: acoplamiento, union y fusion. El acoplamiento
consiste en la superposicion de los granulos en la cara interna de la membrana plasmatica,

donde son reconocidos por receptores complementarios. Este proceso requiere energia y
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es catalizado por la proteina sensitiva de fusion N- etilamida (NSF) con actividad
ATPasa. También intervienen las proteinas solubles asociadas a NSF (SNAP) que
caracterizan a los receptores de membrana denominados SNARE. Estos SNARE pueden
ser el blanco de membrana (t-SNARE) o de las vesiculas (v-SNARE). La fusion y la
exocitosis del complejo de los granulos se realiza con la ayuda de las proteinas

asociadas a las vesiculas (VAMP) [63], (Fig 5).

AOOPLAMIENTD LNIOHN

——  Momibrana granular
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'1 SMAP-23 & T AP

e Membrana plasmatica

Fig 7. Mecanismo de accidn por el cual los granulos se unen a la membrana plaquetaria para liberar su

contenido. Adaptado de Rendu y col. Platelets (2001)26.
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2.1.5. PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA INFLAMACION

Existe una conexion entre la coagulacién y los procesos inflamatorios ya que muchas de
las sustancias proinflamatorias inducen un estado hipercoagulable por reduccion de la
actividad anticoagulante natural, por lo que las enfermedades inflamatorias conllevan el
riesgo adicional de sufrir eventos tromboticos [64].

Una descompensacién en el fino mecanismo de control de la funcion plagquetaria hace
que estas se activen, liberen su contenido y ejerzan su efecto procoagulante y
proinflamatorio en tejidos distantes (Tabla 2).

Para que estos procesos tengan lugar, las plaquetas deben interaccionar con las células

endoteliales y los leucocitos.

2.1.5.1. ELEMENTOS PROINFLAMATORIOS EN LAS PLAQUETAS

CD40Ls

Dentro de la familia de factor de necrosis tumoral encontramos el CD40 y el CD40L. El
CD40L se encuentra en el interior de las plaquetas y tras la activacion plaquetaria
mediada por agonistas, se expresa en la superficie de las plaquetas donde sufre una
escision por las metaloproteasas 2 y 9 liberandose a la circulacion la forma soluble
(CDA40Ls).

Se considera que el CD40Ls es uno de los mediadores méas importantes en la inflamacion

ya que induce la produccion de quimioquinas y la activacion de las proteinas de adhesion
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de las células endoteliales.

METALOPROTEINASAS

Son proteinas que poseen un papel fundamental en la remodelacién tisular, desarrollo
embrionario, cicatrizacién y migracion celular. Ademas participan en el desarrollo de
tumores, en la arteriosclerosis y en la desestabilizacion de la placa de ateroma.

Las plaguetas son una fuente importante de metaloproteinasas y de sus inhibidores.

ACIDO HIALURONICO

El &cido hialurdnico es un polisacarido de la matriz extracelular que contribuye a la
homeostasis local suprimiendo la proliferacion celular, la migracién, la angiogenesis, la
inflamacién y la inmunogenicidad.

Las plaquetas poseen hialuronidasa 2 (HIAL2) en su interior. Cuando las plaquetas
circulantes y las células inmunes se unen al acido hialuronico de las células endoteliales
activadas la HIAL?2 degrada el acido hialuronico producido por la vasculatura inflamada.
Los fragmentos de &cido hialuronico producen una sefalizacion en las células de su
entorno que induce la liberacion de citogquinas y quimioquinas por los leucocitos

mononucleares locales y el reclutamiento de otros tipos celulares [64].
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MICROPARTICULAS

Las plaguetas poseen la maquinaria celular necesaria para generar microparticulas. Este
proceso se produce mediante dos mecanismos distintos: uno depende de la activacién
plaquetaria y otro de la activacion de las caspasas y de las proteinas proapoptoticas Bak y
Bax. Ambos mecanismos tienen como consecuencia un aumento en la exposicion de
fosfatidilserina en la membrana de las plaquetas. Tanto en la activacion como en la
apoptosis de las plaguetas se produce la liberacion de microparticulas, las cuales poseen
factor tisular, quimioquinas, receptores de superficie para ligandos de adhesion y brindan
una superficie de fosfatidilserina para anclar los complejos de las proteinas de la
coagulacién que permiten la generacion de trombina. Las microparticulas de origen
plaquetario extienden el efecto de las plaquetas a lugares alejados de la propia célula

activada [64].

PROTEINAS DEL COMPLEMENTO

La activacion del sistema del complemento contribuye de manera importante a la

inflamacién vascular, puesto que dicha activacion genera C3a y C5a, potentes mediadores

inflamatorios que se comportan como citoquinas [64].
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MOLECULA

HISTAMIMNA

SEROTOMNIMNA (5-HT)

TROMBOXANO A2

PAF

PDGF

TGF-B

CXCL7 (NAPZ2)

CXCL4 (PF4)
CXCL1 (GROet)
CXCLS (ENA 78)
CCLS(RANTES)
COL3(MP1lax)
CCL7(MPC3)

IL-1B v la proteina precursora IL

HMGB1L

cDAao

cDlsa

LOCALIZACION
¥ MECANISMO
DE LIBERACION

Localizacian
desconocida.
Liberada
durante la
activacién
plaquetaria
Grianules densos
Liberada
durante la
activacien
plaguetaria

plasmdtica

Membrana
plasmdtica

- granulos.
Liberado
durante la
activacién
plagquetaria
o granulos,
Liberado
durante la
activacion
plagquetaria

Desconocida

- granulos,
Liberado
durante la
activacién
plaguetaria

a- granules.
Liberado
durante la
activacien
plaguetaria

a- granulos.
Liberado
durante la
activacién
plaguetaria

a- granulos,
Liberado
durante la
activacién
plaquetaria

a- granules.
Liberado
durante la
activacién
plaguetaria

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Membrana
plasmatica

- granulos.
Liberado
durante la
activacion
plaguetaria

“T L

Preformada Promuwe l.‘.E Dlaquetas PMMN, Eosinefilos,
. MK, Clulas T, Células B
a ue tipo
alergénico
Preformada Actia sobre el Pl Macrd Mor
SNC, promueve
la coagulacién y
la activacién de
células T
Promueve la Plaguetas, Macrofagos, Células T
coagulaciény la
inflamacion
Promueve la Plaguetas, PMN, Macréfagos
inflamacidn Monacitos
Preformada Promueve |a Macrdfagos, Monocitos, Células T
cicatrizacion
Preformada Inhibe el Macrofagos, Monocitos, Células T,
crecimiento. células B, DC
INmunNosupresor
a
Prod de Q sina PMN
escision de
precursar
preformado
Preformada Quimioquina PMN, Plaquetas
Preformada Quimiogquina PN
Preformada Quimiogquina PMN

Preformada (=] 1ina A
Easlno\"ilas NE, DE, Células T,
Plaguetas
Preformada =1 Hina L . B
Eosinofilos,NK, DC,
Preformada Q ina L MK, DC,
Sir o { én de Macrofagoes. Monocites., DC,
células T. CélulasT
Efectos
multiples
Preformada Regulacidon de Macrafagos, PMMN, CE

Preformada

Preformada

Renes

Coestimulador. Células T
Interacclenes

con el endotelio

Coestimulador. Célul.-s B, PMN, DC, Macrafagos,

CE

con el endotelio

CC: Ligando CC quimioquina. CE: Células endoteliales.CXCL: Ligando CXC.DC: Células dendriticas.HMGB1:

proteina delgrupo de alta movilidad B1.IL-1B:Interleukina 1p.

NK: Natural

killer.PAF: Factor activador

plaquetartio.PDGF:Factor de crecimiemto derivado de plaquetas. PMN: Leucocito polimorfonuclear. TGF- B:Factor de

crecimiento transformante f.

Tabla 2. Sustancias con funcién inflamatoria e inmunolégica que se hayan almacenadas en

las plaquetas. Nora Butta, Victor Jimenez- Yuste, Ihosvany Fernandez Bello, M2 Teresa Alvarez,

Monica Mattin Salces, Ana Rodriguez de la Rua.Las plaquetas en las enfermedades

inflamatorias.Curso de trombosis y hemostasia. Libro de ponencias. 10-18.
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MICRO RNA

Los microRNA son moléculas de 19-25 nucle6tidos de RNA no codificador que
funcionan como reguladores de la expresion génica. A pesar de no tener nucleo, las
plaquetas poseen varios pre-microRNA y microRNA maduros ademas de la maquinaria
necesaria para su procesamiento. La tabla 3, muestra la funcién y los genes diana de
algunos de los microRNA descritos en plaquetas. De todos ellos miR96a podria tener
importancia en los procesos inflamatorios al ser VAMP8 su gen diana, proteina
fundamental en la exocitosis de las sustancias almacenadas en los granulos de las

plaquetas [64] (Tabla 3).

microRNA  Gen diana Funcian
mf-223 P12 Activacion plaguetar
mi-200b  PRKARZD Hiperreactividad plaquetaria
mifi-4% KLHLS Hiperreactividad plaquetaria
mifi-107 CLOCK Hiperreactividad plaquetaria

mifi-S6a VAMPS  Exocitosis de los granulos de las plaquetas

Tabla 3.- Micro RNAs plaquetarios

En individuos sanos los valores normales de las plaquetas estdn comprendidos entre

150000ml y 400000ml. Estos valores no solo varian entre los diferentes individuos sino
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que pueden variar en el propio individuo con el tiempo si el individuo sufre alguna
enfermedad como un mieloma, insuficiencia renal, si su estado nutricional es deficiente o
si se ha sometido a alguna intervencion quirurgica [65].

En el valor promedio de las plaquetastambien influye el género debido a la actividad
bioquimica y hormonal y la edad puesto que el metabolismo no es el mismo en una
persona joven que en un anciano. Ademas llevar una vida saludable y la alimentacion son
factores que influyen en el nimero de plaquetas [66].

Estudios sobre la influencia de la edad y el género en el nimero de plaquetas reflejan
diferencias importantes en funcion de la edad y el género.

Los individuos mayores de 80 afios poseen menos plaquetas y la poblacion entre 14 y 29
afios posee mas plaquetas. En cuanto al género las mujeres presentan valores superiores a

los hombres pero su volumen plaquetario medio es inferior [66, 67].

2.2. FACTORES DE CRECIMIENTO DERIVADO DE LAS PLAQUETAS

Una vez explicado el mecanismo de activacion vy liberacion de las plaquetas y su papel
en la formacion de trombos y en las enfermedades inflamatorias, describiré la funcion de
los factores de crecimiento plaquetarios.

Los factores de crecimiento son elementos que originan sefiales bioquimicas capaces de
modificar las respuestas de las células del organismo [68]. Se encuentran involucrados en
el control del crecimiento y en la diferenciacion celular. . Los factores de crecimiento son
péptidos, es decir, secuencias cortas de aminoacidos, que usualmente transmiten sefiales
entre las células modulando su actividad, siendo responsables de distintos eventos

bioldgicos tales como la mitosis, la quimiotaxis, la citodiferenciacion y la sintesis de la
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matriz extracelular. Todos estos mecanismos estan involucrados en los procesos de
reparacion y regeneracion.

Los factores de crecimiento podemos clasificarlos en funcidn de su especificidad: amplia
o reducida [65,67], (Tabla 4). Los de especificidad amplia actian sobre muchas clases de
células, tales como fibroblastos, fibras musculares lisas, células neurogliales y células
epiteliales y no epiteliales. Dentro de este grupo se encuentra el PDGF y EGF. Los
factores de crecimiento de especificidad reducida acttan solo sobre un tipo de células,
como por ejemplo la eritropoyetina, que tan solo induce la proliferacion de los
precursores de los hematies [65,67].

Los factores de crecimiento actian de manera local. La estimulacion celular se realiza
bien de manera autocrina, es decir, las células producen y responden al mediador
biolégico producido, o bien mediante un mecanismo paracrino, en el que la célula que
produce el factor se encuentra en las proximidades de las células a las que afecta.

De forma general podemos decir que los factores de crecimiento se sintetizan en forma
de precursores, siendo necesario para la activacion del factor un proceso de proteolitico
[67].

El mecanismo de accion de los factores de crecimiento siempre comienza al unirse a
receptores especificos de membrana. Para cada factor de crecimiento existe un receptor o
conjunto de receptores especificos, de forma que las células responden a un factor de
crecimiento solo si disponen de la proteina receptora adecuada. Tras la estimulacion de
los receptores se activan segundos mensajeros tales como proteinas G y tirosinaquinasas.
Entre los tipos celulares productores de factores de crecimiento estan los fibroblastos, los
osteoblastos, las células endoteliales y los leucocitos, especialmente monocitos y

macrofagos. Ademas existen lugares de almacenamiento de estos factores tales como los
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granulos alfa de las plaquetas [65,67,68].

FACTOR ORIGEN PRIMNCIPAL ACTIVIDADPFRIMARLAS
Plaguetas, ofl endotelisless, Promuewve la profiferacion de tejido conectiva,
POF olacenta o gliales y de la musculatura lisa.
EGF Gladula submaxilar, Glandula de Promueve la profiferacion de ol gliales,
baruners mes s gquimatosas y apitelisles
TGF-a R Importants en la reparacion de heridas
Comun en of transformad oras
) Promuew profiferacion de muchas cél.
FGF Aamplic ndmen Inhibe algunas ol madre. Induce
proteina esta asociada con b formacidn de mesodermo en embriones.
MEC
Mastocitos, sosinofiles, of del estroma de Promueve orecimiento de neuronas
MEF a médula dsea, queratinacitos

ERITROPOYETINA

TGF-B

Rifianes

Cal Th activadas, T helper, Natural [lllars

Higadao

\ariedad de ol

Promueve profiferacian y
diferenciacidn de eritrocditos

Antiinflamatario. Promuswe reparacién de
heridas. Inhibe profiferacion de macrdfagos y
infacitos

Promueve profiferacion de muchos tipos ostullanes

Promueve prodoferacidn deod de onigen fetal.

Tabla 4. Origen y accion de los principales factores de crecimiento. 1996-2017 the medical

biochemistry.

2.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF):

Este factor de crecimiento se encuentra en las plaguetas almacenado en los granulos alfa,

por lo que toma este nombre. También es producido por los macrofagos, las células

endoteliales, los monocitos y los fibroblastos.

Dependiendo las cadenas que formen la estructura del factor de crecimiento podemos

encontrar tres formas: PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB (Fig 7).
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Fig 8. Yu JC, Li W, Wang LM, Uren A, Pierce JH, Heidaran MA (1995). «Differential

requirement of a motif within the carboxyl-terminal domain of alpha-platelet-derived growth
factor (alpha PDGF) receptor for PDGF focus forming activity chemotaxis, or growth». J.
Biol. Chem. 270 (13).

Una vez se produce su liberacion actia como una cerradura de doble llave: no sélo es
necesario que el factor se una al receptor para desencadenar su accion, sino que ademas
es necesario que también se una a un sustrato de adhesion celular que posea un receptor
simétrico para que intervenga el segundo mensajero, el fosfoinositol 3 kinasa que actuara
sobre el ADN e inducira la expresion de genes especificos. Estos genes desencadenaran
procesos de adhesiéon intercelular, migracion, proliferacion vy diferenciacion, y
estimularan la sintesis y la secrecion de proteinas.

Para que esto ocurra, la tirosinaquinasa tiene que ser activada mediante un mecanismo de
fosforilacion en su receptor molecular [68]. El proposito de este proceso es el control de
la actividad de la quinasa y la creacién de uniones para la transduccién de la sefial

molecular. Como consecuencia de este mecanismo, la accion de los factores en el lugar
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de la lesion continda aunque hayan desaparecido los mismos del medio, ya que se ha

activado el sistema de segundos mensajeros.

2.2.2. FACTOR DE CRECIMIENTO EPITELIAL (EGF):

Es sintetizado como un precursor de 1217 aminoacidos. Entre sus acciones bioldgicas se
pueden destacar los efectos mitogénicos y quimiotacticos en fibroblastos y células
epiteliales. También induce la migracion celular, sobre la que tiene un efecto dosis

dependiente.

2.2.3. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE (TGF-a) y (TGF-B):

El TGF-a posee muchos efectos comunes con EGF, entre ellos la proliferacion y la
migracion de las células epiteliales, la liberacion de iones calcio del hueso y la inhibicion
de la actividad de los osteoblastos. Ademas tiene efecto angiogénico e interviene en el
desarrollo tumoral mediante dos mecanismos: uno, estimulando la proliferacion celular
mediante un mecanismo autocrino y dos, induciendo la angiogénesis tumoral mediante un
mecanismo paracrino [68].

El TGF-B (Fig 9) es una familia de proteinas que incluye a las inhibinas, a las activinas, a
la proteina morfogenica de hueso (BMP) y a las citoquinas y a la hormona antimulleriana.
El TGF-p estd implicado en varias patologias humanas, incluyendo desordenes

autoinmunes y vasculares, asi como enfermedades fibroticas y cancer [68].
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Fig 9. Estructura TGF — B1. Derynck R, Jarrett J, Chen E, Eaton D, Bell J, Assoian R,
Roberts A, Sporn M, Goeddel D (1985). «Human transforming growth factor-beta
complementary DNA sequence and expression in normal and transformed
cells». Nature 316 (6030): 701-5.

La activacion del receptor de TGF- propicia su fosforilacion y la de proteinas efectoras
intracelulares (Smad) que una vez activas se translocan al ndcleo para inducir la

transcripcion de genes blanco, y asi regular procesos y funciones celulares (Fig 10).
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Inhibicidn de la
sintesis de esengides
ad ren ales

Contral de la accidn y
sintesiz de la hormana
Falioula e timulants

Transformacidn

fenatipica de
fibroblastos _,..-l""" Inmunasupresidn
TGF-B
Regulacidn de la
ambriogenesis  y la Controd de las
d ifesresn ciacian intersociones dela mabri:
ebracedular
e . . Exstimulacidn de la proliferacian
Inhibician de la profiferacion de . )
X - da céolules messnguimales,
cefuilas eperbefiabes, )
. : snidatelisles  trans formad oras
mesenquimabes, andotelisles y

transformadoras

Fig 10.- Adaptado de Beca T, et al. Plasma rico en plaquetas, una revision bibliografica

Principales acciones bioldgicas de TGF-p Avances en Periodoncia e Implantologia Oral .

2.2.4. FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA (IGF):

Se llama asi por la semejanza de su estructura con la de la insulina. Existen dos tipos:
Tipo | (70 aminoéacidos) vy tipo Il (67 aminoacidos). Existen dos receptores celulares
correspondientes a cada uno de ellos. Entre sus funciones se encuentran la de estimular la
sintesis de la matriz Gsea, diferenciando a los osteoblastos y replicando las células
osteoprogenitoras, es mitogénica y quimiotactica de células, estimula la produccion de

glucdgeno hepatico y presenta una accion sinérgica con el PDGF [68].
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2.2.5. FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF):

El VEGF es similar en un 24% al PDGF, aungue utiliza diferentes receptores celulares.

Presenta accion mitogénica en células endoteliales e interviene en la cicatrizacion.

2.3. TROMBOCITOPENIA INMUNE ( PTI)

La trombocitopenia se define como la disminucién del recuento de plaquetas por debajo
del limite inferior normal (10000/mL). Clinicamente, suele considerarse relevante cuando
es inferior a 100/mL. En condiciones fisioldgicas, el mantenimiento del ndmero de

plaquetas se debe a un correcto balance entre su produccion y su destruccion [69].

Las trombocitopenias pueden ser hereditarias o adquiridas.

Las trombocitopenias hereditarias son un grupo heterogéneo dificil de clasificar, ya que
diferentes mutaciones genéticas son responsables de una disminucion de los
megacariocitos, de una trombopoyesis ineficaz o0 de alteraciones estructurales de las
plaquetas. Dentro de este grupo encontramos la Trombocitopenia Amegacariocitica,
Congeénita, Trombocitopenia Amegacariocitica con sinostosis radioulnar, Trombocitopenia
con ausencia de radio, Sindrome de Wiskot Aldrich, Sindrome de May-Hegglin; Fechner,

Sebastian y Epstein asi como el Sindrome de DiGeorge.

Las trombocitopenias adquiridas, mas frecuentes que las hereditarias, las podemos

clasificar en cuanto a su origen: central, periférico o una combinacion de ambas.

En este trabajo nos hemos centrado en la trombocitopenia inmune, considerada dentro de

las trombocitopenias periféricas.
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La trombocitopenia periférica se produce por consumo o por destruccién de las plagquetas

y dentro de este grupo se ha incluido a la Trombocitopenia Inmune.

La Trombocitopenia Inmune (PTI), es una enfermedad autoinmune adquirida que se
caracteriza por una trombocitopenia aislada (recuento de plaquetas <100/mL), con grandes
variaciones en el numero, en la actividad de las plaquetas y en sus manifestaciones clinicas

y cuyo diagndstico se realiza por exclusion [70].

Durante muchos afios se asumié un Unico mecanismo etiopatogénico causante de la PTI, en
el cual la destruccién periférica de las plaquetas era producida por anticuerpos contra las
glicoproteinas plaquetarias. Sin embargo, la ausencia de autoanticuerpos detectables en un
numeroso grupo de pacientes de PTI sugiri6 la existencia de otros mecanismos
responsables de la enfermedad, como por ejemplo wuna disregulacion de la

megacariopoyesis [71].

Estudios de cinética plagquetaria con plaquetas autélogas marcadas con isdtopos
radioactivos en los afios 80, mostraron que los pacientes con PTI presentaban una
produccion plaguetaria disminuida [72,73]. Los mecanismos implicados en esta
disminucion serian tanto la accion de esos autoanticuerpos sobre los megacariocitos de la

médula 6sea como los niveles alterados de TPO enddgena [70,74].

La incidencia de la PTI varia segun las series publicadas, pero en general se considera una
enfermedad rara. Segun el Registro del Reino Unido, se estima en 3,9 por cada 100.000
personas-afio [75,76]. No hay diferencias entre ambos géneros, excepto en edades

comprendidas entre 30 y 60 afios, donde es mas prevalente en mujeres [77,78].
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Otra forma de clasificar la PTI es en funcion de la edad de aparicion (nifios y adultos), o

por el tiempo transcurrido tras el diagnostico (de novo, persistente o cronica) [79,80].

Se pueden observar grandes variaciones en la forma de presentacion de la enfermedad, el

curso clinico y la cifra de plaquetas.

Generalmente, cursa con sangrados cutaneo-mucosos leves (petequias, equimosis,
epistaxis), aunque algunos pacientes pueden presentar sintomatologia mas grave como
hemorragia intracraneal. Los pacientes con recuentos de plaquetas superiores a 500/mL
suelen estar asintomaticos y no requieren tratamiento. Aun asi la enfermedad conlleva un
importante deterioro de la calidad de vida del paciente, debido a los propios sintomas

fisicos, asi como a la menor actividad social y laboral [81,82].

El desencadenante de este proceso autoinmune es aln desconocido, sin embargo parece
que es un proceso infeccioso o inflamatorio el que inicia la PTI. De manera que agentes
infecciosos tales como el VIH, H. pylori o el virus de hepatitis C [83] estan implicados en
el desarrollo de la enfermedad. Estos agentes infecciosos iniciarian y perpetuarian la
enfermedad mediante reactividad cruzada entre algun antigeno del agente etioldgico de la

infeccion y la membrana plaquetaria.

Se ha notado que en determinadas infecciones, al igual que en la administracion de
vacunas, las células que presentan antigenos (CPA) podrian exponer fragmentos de GPs
de la membrana plaquetaria a las células T, que junto con el HLA-DR, estimularian el
receptor de TCR (receptor de linfocitos T) de los linfocitos T helper. Cuando estos
linfocitos T helper son activados sobreexpresan el CD40 ligando (CD40L) o CD154 el
cual se une al CD40 localizado en la membrana de los linfocitos B. La interaccion entre

CD40/CD40L genera un conjunto de sefiales intracelulares que estimulan la secrecion de
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numerosos mediadores, la sintesis de proteinas de membrana que participan en la
inmunidad humoral, celular y en la inflamacion. Entre los efectos descritos y mejor
conocidos del sistema CD40/CD40L son la proliferacion, la diferenciacion, el cambio de
clase de inmunoglobulina del linfocito B, y la estimulacién de las CPA y del linfocito T.
Todo ello conduce a la activacién, proliferacion y diferenciacion de LB vy, por tanto a la

sintesis de anticuerpos antiplaquetas [84] (Fig.11).
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Fig 11. Destruccion de plaguetas mediada por anticuerpos. En la figura se representan las
distintas fases de la produccién de anticuerpos y la destruccion de las plaquetas opsonizadas.
(Adaptado de Cines DB, Blanchette VVS. N Engl J Med 2002; 346:995-1008)
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En la etiopatogenia de la PTI también estan implicadas citoquinas de la superfamilia del
factor de necrosis tumoral como el BAFF, en inglés BLyS (factor activador de linfocitos
B) y el APRIL (ligando inductor de linfocitos B). Estas citoquinas son producidas por
células del sistema inmune como los macrofagos, las células dendriticas, linfocitos T
activados, linfocitos B aberrantes y células estromales. Una disregulacion en estas

citoquinas se relacionaria con la aparicion de la enfermedad.

La superficie de los linfocitos B presenta tres receptores a los que se une el BAFF:
BAFF-R (receptor para BAFF), TACI (calcium modulator ligand interactor) y el BCMA

(antigeno de maduracion de células B). EI APRIL se une al BCMA y al HSPG.

Cuando el BAFF interacciona con sus receptores se produce una sobreexpresion de
diferentes miembros de la familia antiapoptotica bcl-2, lo cual promueve un aumento de
la proliferacion, maduracion y supervivencia de los linfocitos B, de manera que la
sobreexpresion de BAFF impide la apoptosis de los linfocitos B, favoreciendose de esta

manera la aparicion de enfermedades autoinmunes [84].

En pacientes con enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide, el lupus
eritematoso sistémico y el sindrome de Sjéngren primario, tanto en suero como en

organos diana se han encontrado niveles elevados de BAFF y APRIL (Fig.12).
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Figura 12. Interacciones entre las células de la inmunidad innata y los linfocitos B. La
figura muestra como las células plasmaticas (CP), los macréfagos (M®) y los neutréfilos, producen
diferentes citoquinas como el BAFF o el APRIL los cuales se unen a receptores de la membrana del
linfocito B produciendo la proliferaciéon y maduracion del mismo. (Extraido de M?® TERESA
ALVAREZ ROMAN.Estudio de los factores involucrados en las manifestaciones hemorragicas de la
trombocitopenia inmune).

En la etiopatogenia de la PTI ademéas de la produccion de anticuerpos, pueden estar
implicados otros mecanismos. Existen trabajos que han demostrado que en estos pacientes
el numero de linfocitos T cooperadores (CD4+) disminuye y los linfocitos T citotoxicos
(CD8+) aumentan. Dichos linfocitos actdan sobre diferentes antigenos de la membrana

plaquetaria, fundamentalmente la GPIIb/I11a [84].

Ademéas hay estudios que han demostrado que los pacientes con PTI croénica
frecuentemente presentan un incremento en el ratio Th1/Th2 con expansion oligoclonal de

celulas T [85].
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Estas observaciones relativas a los linfocitos T citotdxicos y a los anticuerpos
antiplaquetarios demuestran la pérdida de tolerancia del sistema inmune a los antigenos

propios de las plaguetas.

Diferentes estudios han buscado una explicacion que justifique la pérdida de tolerancia

de los linfocitos T reguladores (Treg).

Los Treg es una poblacion de linfocitos T CD4+ que se caracteriza por la elevada
concentracion de CD25 en su superficie y la presencia de otros marcadores como el
factor de transcripcion FOXP3, y los antigenos CD45RB y CTLA-4 (antigeno-4 de
linfocitos T citotdxicos). La principal funcion de los Treg es mantener la tolerancia
interaccionando con las CPA, los Thy los LB y por lo tanto previniendo la aparicion de

enfermedades autoinmunes como la PTI [86].

En los pacientes con PTI, Thy LB, sortean la vigilancia de los Treg favoreciendo que los
Th induzcan la activacion y proliferacion de los LB y por tanto la produccion de

anticuerpos contra los antigenos GPI1b/111a y/o GPIblX de la suprficie plaquetaria.

A continuacion, las plaquetas son opsonizadas por anticuerpos, son capturadas por los
macrofagos esplénicos a través de los receptores para la fraccion constante de las Ig
(FCY'Rs) y son fagocitadas por los macrofagos del sistema reticulo endotelial (SRE) tanto
del bazo como del higado. Ademas estos macrofagos esplénicos y hepaticos también
pueden actuar como CPA, presentando péptidos o fragmentos de antigenos GPlIb/Illa
y/o GPIb/IX a las células Th. Una vez activados, las CPA y los Th producen una serie
de citoquinas proinflamatorias tales como la interleucina 6 (IL6), interleucina (IL10),

sobreexpresando el CD154 o CD40L vy activando a los linfocitos B, los cuales producen
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de nuevo anticuerpos contra los antigenos plaquetarios, opsonizando las plaquetas que

son destruidas en el SRE, cerrando asi el circulo [87].

Por tanto podria decirse que la PTI tiene lugar porque tanto las CPA, los macréfagos, los
Thy los LB escapan al control inmune de los Treg, modificandose asi tanto las funciones
como el nimero de las células previamente citadas. Las interacciones que se producen
entre estos tipos celulares son fundamentales en los mecanismos etiopatogénicos de la
PTI. Dichas interacciones son mediadas y potenciadas por varias moléculas de superficie,
como son el receptor de los linfocitos T para el complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), el B7-CD28-citotoxico, el CTLA-4, el CD40-CD40L y el Fas—FasL

[87].(Fig.13)

Linfocitos Treg en la etiopatogenia de la PTI

Suppression of APC by Treg.
Cell-associated molecules:

CD54 i cDis W
cDso/CD86 CTLA4 M
MHC 1 TCR (=)
Soluble factors:
IL-10 & TGF-B &

Figura 13. Interacciones entre las células implicadas en la respuesta inmune en los
pacientes con PTI. En la figura se muestran las interacciones entre las células Treg con los
linfocitos T helper, las CPA y los LB. En pacientes con PTI los linfocitos Treg permiten que los
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Th induzcan la activacion y proliferacion de los LB y posteriormente la produccién de
autoanticuerpos contra los antigenos GPlIb/Illa y/o GPIb/X de la superficie plaquetaria.
(Adaptado de “ITP: Tregs come to the rescue” Blood 2010; 116:4388-4390).

El bazo es el principal érgano de produccion de anticuerpos y de eliminaciéon de
plaquetas opsonizadas, previamente unidas a los macrofagos a través de los receptores
para la Fc de las inmunoglobulinas. En el aclaramiento plaquetario en los pacientes con
PTI los receptores para la Fc de las inmunoglobulinas implicados son los de baja
afinidad, FCYRIIA y FcYRIIIA. Algunos autores han encontrado mas frecuentemente
ciertos polimorfismos como FcYRIla-131H y FcYRIIIa-158V en pacientes con PTI

[87,88].

Los pacientes con PTI ademas de presentar un aumento de la destruccion plaquetaria,
presentan también una disminucion en su produccién. Dado que los antigenos GPIIb/I1a
y GPIb/IX se encuentran también en la superficie de los megacariocitos, los anticuerpos
pueden unirse a los mismos alterando la megacariopoyesis [89]. Diferentes estudios han
demostrado que dichos autoanticuerpos inhiben la proliferacion y maduracion de los

megacariocitos, asi como la liberacion de plaquetas [91,92].

Mediante microscopia electronica es posible observar las alteraciones que producen estos
anticuerpos en los megacariocitos de medula dsea, el aumento del tamafio de las
mitocondrias, la vacuolizacion del citoplasma, la distension de membranas y la

condensacion de la cromatina nuclear [94,95] fig.14).
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MEGACARIOCITO NORMAL MEGACARIOCITO DE PACIENTE COM PTI

Figura 14. Caracteristicas estructurales de la apoptosis en las plaquetas de pacientes
con PTI. (A) muestra un megacarioblasto normal (megacariocito en fase I) con nicleo lobulado
(N); en el citoplasma se puede observar un sistema caracteristico de delimitacion de la membrana
(asteriscos) y mitocondrias normales (punta de las flechas). (B) Megacariocito maduro de un
paciente con PTI que muestra caracteristicas ultraestructurales de para-apoptosis. (Adaptada de
Houwerzijl EJ, Blom NR, van der Want JJ, et al. Ultrastructural study shows morphologic
features of apoptosis and para-apoptosis in megakaryocytes from patients with idiopathic
thrombocytopenic purpura. Blood. 2004;103:500-506)

Las manifestaciones clinicas son muy variables y se caracterizan por sangrado
mucocutaneo pudiendose encontrar desde pacientes asintomaticos o con equimosis de
pequefia cuantia, hasta pacientes con hemorragias de riesgo vital como, entre otras,

hemorragias cerebrales o gastrointestinales.

Generamente la cifra de plaquetas se correlaciona con las manifestaciones hemorragicas,
pero no es el Unico factor que interviene. La edad del paciente, el estilo de vida u otros

factores como la presencia de uremia, pueden contribuir igualmente al sangrado [77].
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En adultos el comienzo suele ser molesto y generalmente tiene un curso cronico [95]. Sin
embargo, en nifios suele ser autolimitada y al menos dos tercios se recuperan

espontaneamente en seis meses [93].

Diferentes estudios muestran tasas de mortalidad 1,3 a 2,2 veces mayor en los pacientes
con PTI que en la poblacion normal. Aunque la muerte por hemorragia es la mayor
preocupacion en estos pacientes, la mortalidad es baja [94]. Sin embargo, los pacientes
mayores de 60 afos y aquellos con hemorragias previas tienen mayor riesgo de sangrado
[96]. Tanto el sangrado como la infeccion y los efectos secundarios del tratamiento,

contribuyen por igual a la mortalidad [97].

Los tratamientos de la PTI estan encaminados a restaurar el recuento de plaquetas.

Podemos distinguir tres lineas de tratamiento.

Una primera linea que se centra en la inhibicion de la produccion de anticuerpos y la
degradacion de plaguetas. Los farmacos frecuentemente utilizados son glucocorticoides,
junto con I1VIg y antiD. Estos corticosteroides comparten un modo de accion comun: son
pequefias moléculas que se une a un receptor citosolico especifico que activa la
transcripcion. Los glucocorticoides pueden pasar a través de la membrana celular para
entrar a la célula por difusion simple. Dentro de la célula, el glucocorticoide se une a su
receptor. En el siguiente esquema (Fig.15) se muestra el mecanismo simplificado de

sefalizacion para los glucocorticoides:
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Figura 15. Mecanismo simplificado de sefalizacion para los glucocorticoides.
bio.uh.cu/sites/genmol/confs/conf7/p04_euc.htm.

El receptor activado reconoce una secuencia consenso especifica que identifica al

elemento respuesta al glucocorticoide (GRE).

Una segunda linea que incluye la esplenoctomia y/o farmacos inmunosupresores y

agonistas de | receptor de la TPO.
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Una tercera linea que suelen ser inmunosupresores [98,99].

2.4. ACCION DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

Una de las aplicaciones mas importantes de los factores de crecimiento a nivel
terapéutico es su utilizacion para mejorar el proceso de cicatrizacion de los tejidos
blandos [100,101] y la regeneracion Osea. Para esto se utilizan los factores de
crecimiento contenidos en el plasma rico en plaquetas (PRP).

El plasma rico en plaquetas es una suspension concentrada de plaquetas en plasma.
Bioquimicamente, el PRP estd compuesto de plasma, restos minimos de leucocitos,
plaquetas y factores de crecimiento.

Durante la primera fase del proceso de cicatrizacion se forma un entramado de fibrina
que engloba plaquetas, neutrdfilos y monocitos encargados de la quimiotaxis, de
sintetizar la matriz extracelular y de estimular la division celular. Al aportar un mayor
nimero de plaquetas y por tanto aumentar el estimulo, se acelera el proceso de
cicatrizacion [100,101].

Varios estudios reportan que el calcio y la trombina activan la liberacion de factores de
crecimiento PDGF e IGF-1, reducen la concentracion de HGF y no tienen efecto en la
liberacién de VEGF [100,101].

Algunos trabajos sefialan que el PRP suprime la liberacién de citoquinas, disminuye la
inflamacion, interacciona con macréfagos y acelera la curacion del tejido y su
regeneracion [102,103].

La aplicacion de PRP a cultivos de células 6seas tiene un efecto dosis-dependiente. La

exposicion a corto plazo (24 horas) promueve funciones de proliferacion y quimiotaxis en
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dichas células, mientras que exposiciones mayores (11 dias consecutivos) tiene como
resultado un descenso tanto de la actividad de la fosfatasa alcalina (producto de la
actividad celular) como de la formacion de mineral [103].

Parece probable que tanto las plaquetas como las proteinas del plasma estimulen la
expresion de genes que codifican el colageno. Por su parte, el colageno tipo | favorece la

formacion del coagulo de PRP estimulando la liberacion de factores de crecimiento [104].

2.5. SISTEMAS DE OBTENCION DE PRP

Dentro de los sistemas para la obtencion de un concentrado de plaguetas se puede hacer
una clasificacion atendiendo a la cantidad de sangre necesaria para este fin [104].

Un primer grupo de métodos comprende aquellos que utilizan gran cantidad de sangre,
aproximadamente 500 ml. Estos métodos son de uso hospitalario, se denominan sistemas
de aféresis. El sistema consiste en colocar una via venosa en el paciente a través de la
cual se hace pasar la sangre a una centrifuga que por gradiente separa los elementos
celulares; posteriormente se reinfunde al paciente el plasma y las células que no se van a
utilizar, todo ello en un sistema cerrado y estéril para evitar la contaminacion. Con este
sistema se puede obtener un gran concentrado de plaquetas, que suele ir acompafiada de
la serie leucocitaria. La mayor parte de los trabajos consultados sobre este sistema
intentan buscar una forma de prevenir la acumulacion de citoquinas y leucocitos en el
concentrado plaquetario [105,106].

Un requisito importante en estos sistemas para obtener el concentrado de plaquetas es
mantener la integridad de las mismas sin que se activen. Para evitar que las plaquetas se

activen y la sangre se coagule se utiliza citrato sédico como anticoagulante. Otra variable
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que condiciona la integridad de las plaquetas es el tiempo de almacenamiento ya que
seglin aumenta, se incrementa la posibilidad de fragmentacién de las plaquetas y la
liberacion del contenido de sus granulos alfa [105].

El segundo grupo de métodos de obtencion de PRP utiliza menor cantidad de sangre y el
sobrante no es reinfundido al paciente. Estos sistemas suelen manejar entre 50 — 200 ml
de sangre, que se obtienen normalmente tras la venopuncion de la flexura del codo. Como
anticoagulante se utiliza citrato dextrosa o citrato sodico.

El tercer grupo de sistemas de obtencidén de PRP son aguellos que utilizan una cantidad
inferior a 50 ml. Existen varios tipos en el mercado y en todos ellos, tras una
venopuncién en tubos estériles con citrato sodico se realiza una centrifugacion (el tiempo
y las revoluciones de la centrifuga dependen del sistema de centrifuga utilizado)

[105,106].

2.5.1. OBTENCION DE PRP PARA SU UTILIZACION CLINICA

El PRP se obtiene por centrifugacion diferencialde la sangre del donante [107].
Las muestras de plaquetas deben utilizarse rapidamente y no son validas transcurridos
unos dia[108].
La obtencion del PRP debe ser cuidadosa y el método muy estandarizado ya que el
producto obtenido la mayoria de las veces no puede ser analizado antes de su utilizacién
en el paciente.
La secuencia del proceso es basicamente la siguiente [108]:

- Puncion venosa

- Extraccion de la sangre
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- Separacién celular

El objetivo es la obtencién de la maxima concentracion de plaquetas por unidad de
volumen sin la rotura de las mismas ya que cualquier alteracion en el centrifugado puede

producir dafios estructurales en las células sanguineas [108].

Actualmente hay varios aparatos para la obtencion de PRP para su uso en la clinica dental
como por ejemplola Smart PRP (Harvest Technologies, Norwell, MA), el 13i Platelet
Concentrate Collection System, el Plasma Seal (Plasma Seal, San Francisco, CA), y el
Platelet Concentrator (Impl Innovations, West Palm Beach, FL) entre otros. Todos
pueden procesar cantidades pequefias de sangre total, de 45 a 60 ml, para obtener de 5 a 6

ml de PRP.

El Smart PRP vy el 3i Platelet Concentrate Collection System son los Unicos, aceptados

por la FDA para la produccion de PRP.

Una vez obtenido el PRP, se puede aplicar activandolo previamente o no, al sitio a tratar,
mezclado con un material de injerto o solo. EI PRP puede auto-activarse (tarda mas de
30 min) o activarse mediante compuestos que aporten calcio (8 o 10 minutos)
obteniéndose en ambos casos resultados variables. Para activar el PRP de forma segura se
puede usar la trombina bovina pero en algunos paises se evita su uso por el riesgo de
transmision de enfermedades. También se puede optar por activar el PRP con 1 ml de
sangre autdloga y algo de hueso esponjoso autdgeno, ya que ambos contienen trombina.
Los ultimos estudios experimentan con el empleo de un activador sintético, el TRAP
[108]. Este péptido es un agonista del receptor de trombina del tipo PAR-1 que promueve

la liberacién de los factores de crecimiento contenidos en el PRP.
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PROCESO DE REGENERACION TISULAR

La comprension de las fases en el modelo cicatricial y en concreto la regeneracion tisular
es esencial para entender los mecanismos de reparacion 6sea y de los beneficios que
pueda tener el PRP en este proceso (Fig.16).

En todos los tejidos del organismo existen células madre “adultas” precursoras de
distintos tipos celulares locales. Las ultimas investigaciones en bioingenieria han referido
que los factores de crecimiento descritos promueven la diferenciacion y/o la
proliferacion de los preosteoblastos y de su estirpe, los osteoblastos [108].

Los factores de crecimiento liberados por los concentrados plaquetarios se distribuyen
por difusién, debido a los gradientes de concentracion de los mismos, que varian en

funcién de la infiltracion de fluido durante la respuesta reparativa inicial.

AGRESION

i

PERDIDA DE SUSTANCIA

|

RESTAURACION DEL TEJIDO AFECTADO

¢ Y

REGEMERACION REFARACIGN

Tejide similaraloriginal Distinta amuitecturay funcion

Fig 16- Proceso de regeneracion o reparacion tras la agresion.
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En un primer momento se establece en el sitio de aplicacion del PRP un coagulo de
fibrina debido a la agregacion plaguetaria, con lo que se favorece la aparicion de un
entorno de hipoxia, disminuyendo su pH hasta 4 o 6, mientras que el resto del organismo
tiene un pH cercano a 7. Desde el principio todos estos estimulos provocan el inicio de la
revascularizacion de la zona, la migracion de las células pluripotanciales y la mitogenésis
de células osteoprogenitoras y fibroblastos. En este ambiente, la cicatrizacién dsea
comienza por la liberacion de los factores de crecimiento en el injerto debido a la ruptura
y la liberacion del contenido de los granulos plaquetarios [108]. Los factores liberados
son, principalmente, PDGF, TGF-f e IGF.

La accion iniciada por los factores de crecimiento liberados por las plaquetas sera
continuada a partir del tercer o cuarto dia por los factores de crecimiento liberados por los
macrofagos, ya que la hipoxia en la que se encuentra el coagulo de fibrina crea un
gradiente de oxigeno que induce la quimiotaxis de los macréfagos [108], que continGan
liberando factores de crecimiento (PDGF, TGF-p, IGF-I, FGF).

El PDGF estimula la mitogénesis de las células desde el canal medular, y se inicia la
angiogenesis en el interior del injerto inducida por la mitosis de las células endoteliales
[108].

El TGF-B estimula la mitogénesis de preosteoblastos y osteoblastos aumentando el
numero de estas celulas a la vez que promueve su diferenciacion a osteoblastos maduros.
La continua secrecion de TGF-P favorece la formacion de la matriz 6sea y de colageno.

El IGF actua sobre los osteoblastos endo-0seos, limitando asi las trabéculas del hueso
esponjoso insertado.

Alrededor de los dias 14 y 17 se puede ver la completa capilarizacion del injerto.Estos

capilares responden al gradiente de oxigeno, por lo que después de la vascularizacion del
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injerto, se establece un mecanismo inhibidor para prevenir una superangiogenesis [108].
Se origina entonces la coalescencia de las islas osteoides individuales a la superficie del
hueso, produciéndose la consolidacion clinica del injerto. Este momento se relaciona con
la fase | de la regeneracion Osea, es decir, la aparicion de tejido 6seo trabeculado
desorganizado, sin sistemas harvesianos [108].

De la cuarta a la sexta semana el injerto esta revascularizado y la regeneracion Osea es
casi completa, desaparacen los macrdéfagos y se inicia el proceso de reabsorcion y
reposicion. En este punto se produce la liberacion de proteina morfogenética del hueso
(BMP) e IGF, proteinas acido-insolubles que acttan en las células adyacentes del canal
medular y en los preosteoblastos induciendo la proliferacion y la diferenciacion de éstas
en osteblastos funcionales que secretaran matriz dsea.

Este proceso definird una arquitectura 6sea madura con el sistema harvesiano
caracteristico del hueso de fase Il, autosustentado. De esta forma, a través de un ciclo
normal de reabsorcion-remodelacion y progresion del injerto se formara un hueso maduro

y funcional.

POSIBLES RIESGOS

Entre los posibles riesgos por el uso de factores de crecimiento podemos destacar una
posible contaminacion del producto durante o después de su obtencién y la posible
transmision de priones por el empleo de trombina bovina para la activacion del mismo.

Ademas se ha relacionado la sobreexposicion a los factores de crecimiento y sus
receptores con la aparicion de tejidos tumorales y displasicos, lo cual hace pensar en dos

posibles riesgos: desarrollar carcinogénesis y la posibilidad de favorecer la metéstasis
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[109].

2.6. USOS CLINICOS DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS

En el campo de la OFTALMOLOGIA existen diferentes trabajos en donde se utiliza el
PRP. Ghering en 1999 utiliz6 el PRP para tratar los pacientes con maculas retinianas en
estadio Il a IV [110].

Hartwing probd el concentrado de plaquetas en la epitalizacion de defectos de la cornea:
obtuvo el concentrado de plaquetas mediante plaquetoféresis y lo us6 como colirio para
acelerar la cicatrizacién de las Ulceras corneales [111].

Un grupo espafiol ha publicado la eficacia del tratamiento subconjuntival y tépico con un
concentrado de plaguetas tras el autotrasplante y heterotrasplante compatible de células
del limbo en el ojo con insuficiencia limbar total por quemaduras por acido en los que
habia sido insuficiente un injerto previo. Se observo el acortamiento del tiempo de
adaptacion a los injertos, la estabilizacion corneal y la mejoria de la agudeza visual en el

ojo tratado [112].

En CIRUGIA GENERAL existen también aplicaciones del PRP con resultados
alentadores. Kjaergard present6 un trabajo en el que realizaba resecciones pulmonares en
cerdos y aplicaba el concentrado de plaquetas en forma de spray para evitar las fugas de
aire en el post-operatorio, con magnificos resultados [113].

Schips aplicé el concentrado de plaquetas sobre el lecho de una nefrectomia parcial para
mejorar la hemostasia durante la intervencion obteniendo asi una hemostasia mas rapida

[114].
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Sidman lo aplicé en una amigdaladenoidectomia disminuyendo el sangrado y acelerando

la cicatrizacion [115].

En CIRUGIA PLASTICA el PRP se ha utilizado para mejorar la cicatrizacion con un

adecuado nivel de factores de crecimiento, como describe Eppley [116].

En DERMATOLOGIA el PRP se ha utilizado para la curacion de dlceras de la piel, bien

de origen vascular o diabético, traumatismos y quemaduras [117] (Figl7).
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Fig 17. Diagrama esquematico del proceso de curacién las heridas en condiciones

normales y de su aceleracion cuando se aplica el preparado de PRP. Adaptado de Rev Esp Cir
Oral Maxilofac 2012;34:8-17 .
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En el campo de la TRAUMATOLOGIA el PRP ha sido méas utilizado en plastias del
ligamento cruzado anterior, [118], y para la rediferenciacion de condrocitos en la

reparacion del cartilago en condroplastias articulares [119].

Uno de los primeros campos en los que se utilizo el PRP fue en CIRUGIA
MAXILOFACIAL [120,121]. Ya en 1997 Whitman hablé de un gel de plaguetas como
alternativa a la fibrina en la cirugia. Se utilizaba fundamentalmente en las cirugias de
paladar hendido, en las reconstrucciones mandibulares y en comunicaciones oro-antrales
0 sinusales, observando una mejor hemostasia en las intervenciones en las que usaba el
gel de plaguetas frente a aquellas en las que no lo usaba.

Robert Max en 1998 [121] observo la repercusion del uso de concentrado de plaquetas
en cirugia maxilofacial estudiando la cicatrizacién y la maduracion del hueso mediante el
analisis radioldgico valorado con histomorfometria, determinando la densidad désea en los

operados.

Uno de los procedimientos mas utilizados en ODONTOLOGIA vy cirugia maxilofacial
es la elevacion del seno maxilar. Probablemente sea una de las cirugias de regeneracion
sobre la que existen un mayor numero de trabajos realizados con diferentes técnicas de
abordaje y en la que se utilizan diferentes materiales de relleno, desde hueso aut6logo

hasta materiales sintéticos [119, 120, 121].

Otro de los usos clinicos del PRP ha sido la CIRUGIA PERIODONTAL [119]. Se ha
probado en defectos infradseos en los que el PRP se mezclaba con hueso desmineralizado

para regenerar los mismos, observandose cantidades radiologicamente significativas de
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hueso neoformado.
En la regeneracion periodontal también se ha utilizado la mezcla de PRP y células madre

mesenquimales aspiradas de la cresta iliaca del paciente.

También existen numerosos estudios en el campo de la IMPLANTOLOGIA DENTAL
en donde se utiliza el PRP [119,122].

Gabory y cols. trataron de determinar los efectos de los factores de crecimiento liberados
por el PRP en relacion con el aumento de contacto entre el implante y el hueso. El estudio
lo realizaron por primera vez en un hueso de clase I, es decir, formado principalmente por
hueso cortical que posee un reconocido potencial de cicatrizacion mas bajo. Los
resultados obtenidos fueron positivos, concluyendo que el PRP puede aumentar la

anchura del hueso cortical alrededor del implante [122].
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Actualmente, el uso de factores de crecimiento en medicina reparadora y regenerativa es

cada vez mas extendido, sin embargo, no siempre se obtienen buenos resultados.

Pensamos que factores externos, habitos de vida propios de cada individuo y patologias que cursan
con trombocitopenia podrian afectar la sintesis de los factores de crecimiento PDGF y TGF-B y su

almacenamiento dentro de las plaquetas.

Conocer si estas situaciones pueden alterar los niveles de dichos factores de crecimiento en las

plaquetas podria ayudar a predecir el potencial regenerativo del PRP.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue estudiar si la edad, el género, habitos y algunas
medicaciones condicionanlos niveles de los factores de crecimiento PDGF y TG-B. También se
incluyd un grupo de individuos con trombocitopenia inmune, patologia con una produccion y vida

media plaguetaria reducidas.

Este objetivo principal se subdividira en:

1- Determinar las variaciones en los niveles de dichos factores en funcién del género, la edad,
consumo de alcohol y tabaco, practica de deporte y toma de medicacion asociada a

determinadas patologias como son los antidepresivos y los anticomiciales.

2- Establecer si existen variaciones en el contenido de los FC en las plaquetas de pacientes con

trombocitopenia inmune (PTI).
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Material y Métodos

5.1 Descripcion de los pacientes incluidos en el estudio

El estudio se llevo a cabo desde Julio de 2015 hasta octubre de 2015 en la Seccion de
Trombosis y Hemostasia del Hospital Universitario La Paz y en la UAX (Universidad
Alfonso X el Sabio).

El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de
la UAX. Todos los individuos que se incluyeron fueron informados y firmaron el
consentimiento de participacion. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los
principios de la Declaracion de Helsinki. Se garantizé manejar la informacién respetando
legislacion esparfiola sobre cddigos éticos de conducta (Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Carécter Personal; Real Decreto 1720/2007, de 21
de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley Orgéanica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal; y Ley 8/2001,

del 13 de Julio, de Proteccion de datos de carécter personal en la Comunidad de Madrid).
Se trata de un estudio prospectivo, observacional y transversal.

A Se incluyeron 80 individuos entre 18 y 78 afios que se dividieron en los siguientes
grupos:

1) menores de 35 afios, entre 35- 55 afios y mayores de 55 afios.

2) 35 hombres, 45 mujeres.

3) 15 fumadores, 65 no fumadores.

4) 25 consumen alcohol, 55 no.

5) 38 no practican deporte, 24 de forma ocasional y 18 son deportistas.

6) 5 individuos que toman antidepresivos, 6 individuos toman anticomiciales.
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B) 30 pacientes con PTI cronica, definida por Rodeghiero como recuento de plaquetas
inferior a 100/mL durante mas de 12 meses con megacariocitos normales o aumentados
en médula dsea, sin evidencia morfoldgica de displasia y sin otras patologias que puedan
explicar trombocitopenia y 25 individuos sanos. Los pacientes con PTI (80% de mujeres)
tenian una edad media de 60+20 afios, con un recuento plaquetario de 43000+17000/mL
y los sujetos sanos (59% de mujeres, edad media 55+23 afios) tenian un recuento

plaquetario de 186000+48000/mL.

En los pacientes con PTI los criterios de exclusion fueron hipertension no controlada,
enfermedad arterial periférica o coronaria, pruebas anormales de funcién hepatica o renal,
diagndstico de trastorno hemorragico o trombopatia, tratamiento con farmacos que

pudieran afectar la hemostasia o antecedentes de episodios tromboticos.

Con objeto de evitar la influencia de los ciclos circadianos en las variables estudiadas, la
hora de extraccion de la sangre fue la misma para todos los sujetos del estudio (entre las 9

y las 10 horas de la mafiana).

Se extrajeron 10 ml de sangre de una via periférica que se recogieron en citrato sédico al
3,8% como anticoagulante. La aspiracion de la muestra fue gradual para que se
destruyeran menos celulas y se produjeran menos turbulencias para evitar la activacion de

las plaquetas.

El PRP se obtuvo por centrifugacion de sangre total a 152 g, durante 10 minutos a 23°C y
sin freno. Todas las muestras fueron analizadas o procesadas durante las 2 horas tras el
muestreo. Los recuentos de plaquetas se determinaron con un contador de células Coulter

Ac Tdiff (Beckman Coulter, Madrid, Espafia).
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Para aislar plaquetas 600 pul del PRP se pasaron a un tubo eppendorf de 1,5 ml y al que

se anadi6 60 ul de ACD (Citrato sédico, acido citrico y glucosa, proporcion ACD 1:10)

A continuacion se realizé una segunda centrifugacion en microfuga a 5500 rpm durante 3
minutos, obteniendose de esta manera un pellet de plaguetas. Las plaquetas se lavan 2
veces con tampon HEPES (HEPES 10 mM, NaCl 145 mM, KCI 5 mM y MgS0O4 1 mM;
pH 7,4) con ACD (1:10). Tras la ultima centrifugacion el sedimento se congel6 a -80°C.

(Fig.18)

5.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las plaquetas congeladas se resuspendieron en un medio hipotonico y posteriormente se
sometieron a cinco ciclos de congelacion con nieve carbdnica/ descongelacion a 37°C y
agitando las muestras con un agitador Vortex entre cada ciclo. Esto permite romper las
membranas evitando usar detergentes que puedan interferir en la posterior lectura de los

ELISA empleados.

5.3 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

5.3.1 Determinacion de los niveles de PDGF y TGF - g en plaquetas.

Los niveles plaquetarios de PDGF y TGF - B se determinaron mediante la técnica de

ELISA utilizando kits comerciales (PDGF Wuhao Science co. LTD. ElAab, Madrid,
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Espafia y TGF-B Cusabio. Madrid, Espafia). Los resultados del ELISA (ng/ml) se

corrigieron por el numero de plaguetas.

OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS ( PRP)

EXTRACCION DE SANGRE VENOSA  e——s) I « ACD

-
I CIMTRIFUCAOON 133 d
i CINTREUGADION 3700

Medidasdel nE de Prg/mi

L]

CONGELAR T T -
RESUSPENDER ‘— U — J + tampdn HEPES
o + ACD

MTRIFSGADION LPOOG

ELISA

Figura 18. Esquema de obtencion de PRP

5.4 DETERMINACION DE FUNCIONALIDAD Y ACTIVACION PLAQUETARIA.

La activacion de las plaquetas se evalu6 a través del analisis de la activacion del receptor
de fibrindgeno (Fg, marcador de activacion plaquetaria) y por la exposicion de P-
selectina y CD63 (marcadores, respectivamente, de la liberacion de los granulos alfa y
densos intraplaquetarios) en la superficie de las plaquetas, en estado basal y tras la
activacion con TRAP (Péptido Activador del Receptor de Trombina, Bachen, Bubendorf,

Suiza). Para ello se utilizé PRP diluido 1:5 con tampdn HEPES y se incubé con 100 uM
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de TRAP a temperatura ambiente y con buffer para la condicién basal. Tras la
incubacion, se afiadio PAC1 (Becton Dickinson, Madrid, Espafia), un mAb que reconoce
solo la forma activa del receptor de fg, marcado con fluoresceina (FITC). Después de 15
minutos de incubacién en oscuridad y a temperatura ambiente, las muestras se diluyeron
en tampdn HEPES para su analisis por citometria de flujo con un citémetro de flujo
FACScan (Becton Dickinson Biosciences). Se adquirieron 10.000 eventos en la region
plaquetaria que fueron analizados con el software BD CellQuest ProTM (Becton
Dickinson Biosciences). Para determinar la expresion de P-selectina y de CD63 se evalud
la union de mAb anti-P-selectina o anti-CD63 marcados con fluoresceina (FITC), ambos
mAb de BD Pharmigen, San Diego, CA, USA en estado basal y tras la estimulacion con

TRAP 100uM y se analizaron por citometria de flujo.

Para cuantificar el receptor de Fg presente en la superficie plaquetaria, el PRP se diluy6
1:5 en buffer PBS y se incubd 20 minutos a temperatura ambiente con un mAb unido a
ficoeritrina (PE) dirigido contra la subunidad allb (CD41, Biocytex, Marseille, France) o
con un mADb unido a FITC dirigido contra la subunidad B3 del receptor de Fg (BD
Pharmingen). Tras la incubacion el PRP se diluyé de nuevo con PBS (1:6) y las muestras

se analizaron por citometria de flujo.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis se estadistico se ha realizado con el programa SPSS statiscs version 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). El test de Shapiro-Wilk se usé para probar la distribucion de la
poblacion. La comparacién media o mediana de dos grupos se realizo, respectivamente,

mediante el test de Student o de Mann-Whitney. El andlisis de tres 0 mas grupos se
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realizé utilizando un método no paramétrico, el test de Kruskal-Wallis, y empleando el

test post-hoc de Dunn. Los valores de P <0,05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

En el presente estudio se analiz6 si la cantidad de los factores de crecimiento, PDGF y
TGF B, en las plaquetas dependian de factores externos tales como el género, la edad, el
hecho de fumar, ingerir alcohol, hacer deporte, o tomar medicacién, tal y como
antidepresivos o anticomiciales, medicacién indicada para el tratamiento de los pacientes

epilépticos y/o con dolores neuropaticos.

También se analizé si las plaquetas de pacientes con PTI presentaban diferencias en los

niveles de dichos factores de crecimiento.

En la tabla 5 se muestran las caracteristicas de los pacientes del estudio.
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GENERO EDAD PATOLOG MEDICAC FUMADOFALCOHOL DEPORTE LEU ERITR Hb LINFOC VPN PLAQUETAS
F tumor rificno no no si, frecuer 3.0 4.4 13.3 64
F 24 no no no si, ocasior 6.1 4.76 14.2 2.5 6.0 254
M 28 veroidin no no si, ocasior 6.2 4.68 13.6 24 7.1 235
M 29 no 15dia ocasional no 7.9 4.9 13.5 2.2 7.7 150
F 22 no no ocasional no 6.0 4.8 14.6 21 5.5 195
F 22 atcptvos no no no 6.4 4.5 13.9 2.6 6.7 300
F 34 no no no si, ocasior 6.4 4.40 12.7 2.9 6.7 226
F 23 no no ocasional si, frecuer 5.4 4.79 14.0 2.6 7.8 165
M 23 omeopraz no ocasional si, ocasior 3.7 4.72 14.3 1.6 7.4 204
M 20 no no no no 9.2 4.78 13.0 4.1 6.3 272
M 34 no no no no 8.2 4.06 12.7 24 7.5 225
F 23 no no no si, ocasior 6.0 4,78 14.6 1.8 7.8 255
M 29 epilepsia anticomic 5 dia no si, ocasior 2.5 3.6 10.5 0.6 8.3 52
F 27 no anticonce no no no 3.6 4.4 13.0 15 9.5 245
F 8 no no no no si, frecuer 9.6 4.4 12.5 3.3 11.3 258
F 25 no antidepre no ocasional si, ocasior 5.0 4.6 14.1 1.9 8.8 392
F 21 epilepsia tegret/gal 2 dia no si, ocasior 5.4 3.7 11.1 2.2 8.4 192
M 24 epilepsia anticomic 4dia ocasional no 5.1 4.7 15.2 2.4 11.5 136
F 16 anorexia no no no si, frecuer 4.8 4.2 13.7 1.4 9.5 236
F 51 no no no si, ocasior 6.8 4.24 124 2.4 7.1 209
M a4 no no no si, ocasior 13.1 4.38 13.6 3.9 6.4 394
M 50 no no no si, ocasior 4.8 4.33 11.6 1.4 8.4 164
M 36 no no no si, ocasior 5.9 4.57 12.5 2.2 6.7 237
F 39 no no no si, ocasior 5.5 5.00 14.3 2.3 5.9 277
M 40 no no ocasional no 4.7 5.02 14.1 18 7.0 271
F 45 no 2dia ocasional si, ocasior 8.7 4.7 14.9 3.1 6.5 281
M 44 no no ocasional no 5.6 4.5 12.9 2.1 6.1 310
F 51 secalip 14 no no si, ocasior 6.5 4.2 13.1 2.5 6.8 339
F 37 antalgil 20dia ocasional no 7.5 3.95 11.9 3.1 6.9 286
M 46 no no no si, frecuer 4.2 4.93 13.5 1.7 5.8 150
M 37 no no ocasional no 5.5 4.61 12.7 1.9 6.3 281
F 53 no no no si, ocasior 6.8 3.95 11.6 2.6 7.2 311
F 46 evirox no no no 8.0 4.08 12.0 2.0 6.3 306
F 54 no no no no 8.1 5.11 15.2 3.6 7.1 328
M 46 no no no no 6.7 4.98 14.2 2.6 6.1 298
F 49 no no no si, ocasior 4.8 4.28 13.1 2.0 7.8 167
M 45 no no no si, ocasior 5.2 5.02 13.2 1.8 6.1 248
F 55 no no no si, ocasior 8.6 4.14 12.0 3.2 6.7 239
F 52 Hptiro/luy estati/lcar 20 dia no no 7.2 4.6 14.3 1.7 8.7 260
M 54 no no no ocasional no 5.6 5.2 14.8 2.0 8.4 233
M 54 no no si40dia sillitrod no 13.7 43 14.2 1.6 8.4 232
F 55 epilepsia anticomic no no si, frecuer 4.5 4.8 14.2 1.2 9.6 166
F 43 epilepsia anticonvu no no no 5.2 3.3 11.2 1.6 10.0 200
M 50 hepatitis | Hpcoleste no ocasional no 7.3 5.2 14.2 2.0 9.6 334
F 51 epilepsia htirod/anino no no 4.1 4.4 13.5 1.7 10.4 185
F 47 no tepacean no no si, frecuer 5.9 4.4 12.2 19 8.6 311
F 43 no besitran no no no 6.5 4.5 13.9 1.6 7.6 246
F 51 no no no ocasional si, frecuer3.7 4.3 13.1 1.1 9.1 264
M 35 VIH retroviraleno no si, ocasior 7.1 5.0 14.3 3.1 9.1 91
F 52 epil - ictus atcoag-ate no no no 4.4 4.2 12.2 1.3 9.9 245
F 39 no no no si, ocasior 8.8 4.4 12.5 21 10.5 442
M 41 no no 20dia ldia no 4.4 4.6 14.1 1.7 7.4 281
F 52 no no 1dia no no 4.1 4.4 13.6 1.6 8.7 243
F 51 no no no no no 9.7 4.6 13.9 2.1 9.2 403
M 64 no no no si, ocasior 5.7 4.57 13.9 23 5.7 276
M 61 no no no no 6.8 4.48 13.1 1.9 7.5 125
M 56 no no no si, ocasior 6.4 5.10 15.8 23 5.8 168
F 61 no no no no 5.2 5.56 13.8 2.1 6.6 204
F 56 colico ren aremis/or 20 dia ocasional no 9.5 4.1 13.2 3.1 8.1 302
F 72 camama hnas tiroicno no si, frecuer 5.2 4.3 12.6 1.1 9.6 182
F 66 no no 30dia ocasional si, ocasior 9.0 4.7 14.5 2.9 8.4 179
F 59 no anthpt/te no no si, frecuer 5.4 4.6 13.8 1.2 9.5 169
M 74 no AHT/diur/ no ldia no 5.3 5.3 15.7 2.7 9.2 144
F 56 hepatitis | triptizol no no si, frecuer 2.9 4.5 13.9 1.0 8.7 236
F 64 no no no no no 9.4 4.3 13.1 0.6 9.5 241
F 59 no no 12 dia ocasional si, frecuer 6.4 4.5 15.1 2.7 9.0 216
M 56 ca prostat no no no no 7.3 5.2 14.9 11 9.2 291
M 74 ca laringe tamak/cm no no no 8.7 5.1 15.2 1.7 9.2 270
F 79 no betalisina no no no 7.8 4.0 12.0 2.2 9.1 201
M 69 no sintr/aten no ocasional no 5.9 4.9 14.6 1.3 8.7 245
M 70 no orfi/depre6 dia ocasional si, frecuer 8.3 5.1 16.0 2.0 9.3 154
M 78 no anticomic no no no 9.8 4.6 14.0 1.6 9.5 346
M 57 Artritis rel carbamact 20 dia ocasional no 6.5 43 13.4 2.1 9.0 252
F 75 epilepsia depakine no no no 5.8 4.3 13.6 161
F 74 no no no no si, frecuer 8.1 4.5 12.9 1.9 8.6 296
M 57 epilepsia atepilepti no no no 3.7 4.4 13.9 1.4 8.6 145
M 70 ca prostat Aht/diur/Ino 1ldia si, frecuer 5.5 4.9 14.5 1.3 9.7 102
F 35 no no no no no 8.3 4.9 16.00 1.9 9.5 250
M 43 no no no no no 6.5 5.1 14.5 2.0 8.6 216
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LTI TTLLELL

69 no sintr/atenno
70 no orfi/deprz6 dia
78 no anticomic no

57 Artritis rei carbamace¢ 20 dia

75 epilepsia depakine no
74 no no no
57 epilepsia atepilepti no
70 ca prostat Aht/diur/Ino
35 no no no
43 no no no

ocasional
ocasional
no
ocasional
no

no

no

ldia

no

no

no 5.9
si, frecuer 8.3
no 9.8
no 6.5
no 5.8
si, frecuer 8.1
no 3.7
si, frecuer 5.5
no 8.3
no 6.5

4.9
5.1
4.6
4.3
4.3
4.5
4.4
4.9
4.9
5.1

14.6
16.0
14.0
13.4
13.6
12.9
13.9
14.5
16.00
14.5

13
2.0
1.6
2.1

1.9
1.4
13
1.9
2.0

8.7
9.3
9.5
9.0

8.6
8.6
9.7
9.5
8.6

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes del estudio.

5.2 ANALISIS DEL FACTOR PDGF

5.2.1 GENERO

245
154
346
252
161
296
145
102
250
216

Se realiz6 un andlisis para ver si existe relacion entre los niveles de factor PDGF vy el

género. El estudio se hizo sobre 80 pacientes, 44 mujeres y 36 hombres. (Fig 19).

25,00

M

Fig 19. Andlisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas respecto del género
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No hubo diferencias entre hombres y mujeres en el contenido de PDGF de las plaquetas.

5.2.2 EDAD

Para el estudio de la influencia de la edad en la cantidad de PDGF se dividi6 la poblacion
en tres grupos: 20 individuos menores de 35 afios, 37 individuos entre 35y 55 afos y 23

individuos mayores de 55 afios (Fig 20).

PDGF
ng/ml

¢ 2500 ¢

20,00

1500}

10,00 | T

Menores 15 afos 35-55 afios Mlayores 55 afios

Fig 20. Andlisis del factor PDGF en las plaquetas respecto de la edad.

No hubo diferencias en el contenido plaquetario del factor PDGF en plaquuetas de
individuos de distintas edades Los valores que estan fuera de la distribucion de la

poblacion correspondia a los individuos 50 y 59, quienes, respectivamente, tomaban
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antiepilépticos y antidepresivos, el 38 que estd operada de cancer de mama y toma

hormonas tiroideas, y el 22 que esta tratado con retrovirales para el VIH.

5.2.3 EDAD - GENERO

Para estudiar si existia una relacion entre el género y la edad con el contenido
plaquetario de  PDGF, los tres grupos de poblacion divididos segun la edad se
separdé en hombres y mujeres, teniendo: menores de 35 afios, 13 mujeres y 7
hombres, entre 35 y 55 afios ,20 mujeres y 17 hombres y mayores de 55 afios 11

mujeres y12 hombres. (Fig 21).

PDGF HOMBRES

ng}.rn-” PDGF
ng/ml

MUJERES

Aenores. 15 afios 15-55 afios Mayores 55 afias

MENORES 35 AROS 35-35 AROS MEORES 35 AROS

Fig 21 Analisis del contenido de factor PDGFen las plaquetas respecto del género y la edad.

La distribucién del contenido de PDGF segun la edad y el género fue similar en las

plaquetas de los hombres y en las de las mujeres
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5.24 TABACO

Se estudio si el tabaco afectaba al contenido plaquetario de PDGF. El analisis se hizo de

un total de 80 individuos de los cuales 65 eran no fumadores y 15 fumadores. (Fig 22).

PDGF
ng/ml

5]

N FURADOR 5l

Fig 22. Analisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas en individuos fumadores

y no fumadores.

No hay diferencias en el contenido de PDGF entre individuos fumadores y no

fumadores.

5.2.5 TABACO - GENERO

Se analiz6 la relacion entre fumadores y género en una poblacién de 44 mujeres, 8

fumadoras y 36 no fumadoras y 35 hombres 29 no fumadores y 7 fumadores (Fig 23).
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PDGF MUJERES
ng/mi

NO FUMADOR sl

HOMBRES
PDGF
ng/ml

NO FUMADOR sl

Fig 23. Anadlisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas respecto del género en individuos

fumadores y no fumadores.

Ambas gréaficas muestran que el habito de fumar no modifica el contenido plaquetario de
factor PDGF en los hombres y en las mujeres (P = 0,42 en mujeres y P = 0,547 en

hombres.
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5.2.6 ALCOHOL

Se estudid si el consumo de alcohol tenia incidencia en el contenido de PDGF de las
plaguetas, en una poblacion de 80 individuos en la cual 55 individuos no bebian alcohol

habitualmente y 25 si. (Fig 24).

PDGF
ng/ml [

HIEH

ND ALCOHOL sl

Fig 24. Andlisis del contenido de factor PDGF en las plaguetas en funcién del

consumo de alcohol.

en el grafico podemos observar que no hay diferencias en el contenido de PDGF
plaquetario entre aquellos individuos que consumen alcohol y los que no lo hacen (P =

0,927).
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5.2.7 ALCOHOL - GENERO

Se analiz6 la relacion entre ingesta habitual de alcohol y género en una poblacion de 4

mujeres, de las cuales 10 ingerian alcohol y 34 no, y 36 hombres, 15 de ellos bebedores

habituales y 21 no. (Fig 25).

HOMBRES
PDGF
ng/mi
!
25
204
15,00 D
10,00
NO ALCOHOL 3l
PDGF MUJERES
ng/ml
1500 |
20
15
54
1 e - -
NO ALCOHOL Sl

Fig 25. Anélisis delcontenido de factor PDGF en las plaquetas respecto del género y el
consumo de alcohol.

Si bien no existian diferencias significativas en los grupos de estudio (P = 0,753 en
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mujeres y el valor de P = 0,647 en hombres), en el grafico se puede observar que el
contenido endogeno de PDGF plaquetario es ligeramente superior en aquellas mujeres
que consumen alcohol que en las que no lo hacen, mientras que en los hombres se

observa una mayor dispersién en los valores de PDGF.
5.2.8 DEPORTE

Evaluamos si realizar deporte tenia incidencia en el contenido plaquetario de PDGF. El
andlisis se hizo de un total de 80 individuos de los cuales 38 no hacia deporte, 18 hacian

deporte con frecuencia y 24 ocasionalmente. (Fig 26).

PDIGF
ng/ml
2500

1 &

NO OCASIONAL FRECUENTE

Fig 26. Analisis del contenido de factor PDGF en las plaguetas respecto de la practica de deporte.

El analisis estadistico demostré que no habia diferencias significativas entre aquellos

individuos que no practicaban deporte y los que lo realizaban ocasional o frecuentemente.
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5.2.9 DEPORTE- GENERO

Se analizd si el contenido de PDGF plaquetario estaba condicionado por el género y la
realizacion de deporte. Se evalud una poblacion de 44 mujeres, de las cuales 16 no
hacian deporte, 15 lo hacian habitualmente y 12 ocasionalmente y una poblacion de 36
hombres de los cuales 21 no hacian deporte, 2 frecuentemente y 13 ocasionalmente. (Fig

27).

PDGF MUJERES
ng/mi
25 II
20,
15
1L — -
NO OCASIONAL FRECUENTE
PDIGF HOMBRES
ng/ml
|
el
30
251
20,
154
10,
—
NO OCASIOMNAL

Fig 27. Andlisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas respecto del género y la

practica de deporte.
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Tampoco en este caso vemos diferencias en el contenido endoégeno de PDGF en las
plaquetas entre la poblacion femenina estratificada segun la realizacion de deporte. El
bajo numero de hombres que practicaban deporte frecuentemente no permite incluir a
esta poblacion en el andlisis estadistico. Las pruebas Post Hoc en la poblacién masculina
no fueron significativas en ninguno de los casos, siendo = 0,901 en los que no hacen
deporte y los que hacen ocasionalmente P = 0,951 en los que no hacen deporte y si lo
hacen frecuentemente, P = 0,807 en los que practican deporte ocasionalmente y los que lo

practican frecuentemente.

En el caso de las mujeres la prueba Las pruebas Post Hoc tampoco fueron significativas,
siendo P = 0,955 en los que no hacen deporte y los que hacen ocasionalmente P = 0,225
en los que no hacen deporte y si lo hacen frecuentemente, P = 0,391 en los que practican

deporte ocasionalmente y los que lo practican frecuentemente.

5.2.10 ANTIDEPRESIVOS

Se estudio si la toma de antidepresivos influia en el contenido de PDGF en las plaquetas.
El analisis se hizo de un total de 80 individuos de los cuales 75 no tomaban

antidepresivos y 5 si. (Fig 28).
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PDGF _
ng/ml 2500 |

NO ANTIDEPRESNOS

Fig 28. Analisis del contenido de factor PDGF en las plaguetas respecto a la toma de

antidepresivos.

No hay diferencia los valores de PDGF plaquetario en los individuos estudiados (P =

0,183) .

5.2.11ANTIDEPRESIVOS - GENERO

Estudiamos si el consumo de antidepresivos afectaba de manera distinta el contenido
enddégeno de PDGF en las plaquetas de individuos de los distintos géneros.En nuestra
cohorte, de las 44 mujeres, 3 tomaban antidepresivos y de los 36 hombres, sélo 2
tomaban esta medicacion. La gréfica 29 se ha realizado con el objeto de mostrar la
distribucion de los niveles de PDGF en nuestra cohorte, pero el bajo nimero de

individuos incluidos imposibilita realizar el analisis estadistico. (Fig.29)
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MLUIERES
PDGF .
ng/ml 2500 |
35
20,00
15,00
£
1000 | T
— ‘l
5.00 LT. |
oo 4
NO AMNTIDEPRESIVOS
POGE HOMBRES
ng/ml
e

[ [
L

T

NO ANTIDEPRESNVOS

Fig 29. Andlisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas respecto del género y la

medicacién con antidepresivos.
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5.2.12 ANTICOMICIALES

Estudiamos si el tratamiento con anticomiciales incidia en el contenido plaquetario de
PDGF. El estudio se hizo en una poblacion de 80 individuos, de los cuales 6 tomaban

anticomiciales y 71 no. (Fig 30).

PDGF
ng/mi

NO ANTICOMICIALES

Fig 30. Analisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas en relacion a la medicacién

con anticomiciales

En la gréafica podemos observar que no existen diferencias entre los grupos (P = 0,642)

5.2.13 ANTICOMICIALES - GENERO

En nuestra cohorte, de las 44 mujeres, 4 tomaban anticomiciales y de los 36 hombres,
solo 2 tomaban esta medicacion. . (Fig 31). Por este motivo, la gréfica 31 se ha realizado

con el objeto de mostrar la distribucion de los niveles de PDGF en nuestra cohorte, pero
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el bajo nimero de individuos incluidos imposibilita realizar el analisis estadistico

(Fig 31).

PDGF HOMBRES
ng/ml
i
30,
254
204
1500 |
.
10,
NO ANTICOMICIALES
PDGF MUJERES
ng/ml
25,00
I
20,4
15,00
10,4
5,00 e —
NO AMNTICOMICIALES

31. Anélisis del contenido de factor PDGF en las plaquetas respecto género y la

medicacién con anticomiciales
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ANALISIS DEL FACTOR TGF g

5.3.1 GENERO

Se estudio un total de 80 casos, de los cuales 44 fueron mujeres y 36 hombres. (Fig 32).

TGF-beta
ng/ml

M H

Fig 32. Andlisis del contenido de factor TGF-p en las plaquetas respecto del género. (P = 0,038).

Las plaquetas de las mujeres contenian mas TGF B que las de los hombres.

5.3.2 EDAD

Para estudiar la influencia de la edad en la cantidad de TGF B plaquetaria la poblacion se

dividio en tres grupos: menores de 35 afios (20 individuos), entre 35 y 55 afios (37

individuos) y mayores de 55 afios (23 individuos). (Fig 33).
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TGF-betw
ng/mi

Fig 33. Analisis del contenido de factor TGF-p en las plaquetas respecto de la edad

La edad no modifica el contenido de TGF  de las plaquetas. (P>0.05)

5.3.3 GENERO - EDAD

Para estudiar si existia relacién entre el género y la edad con el contenido plaguetario de
TGF B, los tres grupos de poblacion divididos segun la edad se separ6 en hombres y
mujeres, teniendo: menores de 35 afios, 13 mujeres y 7 hombres, entre 35 y 55 afios ,20

mujeres y 17 hombres y mayores de 55 afios 11 mujeres y12 hombres. (Fig 34).
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Mayoresde 55 afos
TGF-betm |
ng/mlsn 4

= ——

I H

Fig 34. Andlisis del contenido de factor TGF-f en las plaquetas respecto del genero y la edad.

Las plaquetas de las mujeres menores de 35 afios contenian mas TGF-p que las de los
hombres del mismo rango de edad (P= 0,011). Esta tendencia se mantenia en el grupo
entre 35-55 afos, aunque no fue significativa (P = 0,052). En el grupo de mayores de 55
afios el contenido de TGF-B en las plaquetas fue similar en hombres y mujeres (P =

0,725).
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5.34 TABACO

Se estudiaron 80 individuos de los cuales 65 eran no fumadores y 15 fumadores. (Fig 35).

TGF-beta

.4
ng/ml

1L 1
200 1 _l‘ T

| FUMADOR H

Fig 35. Andlisis del contenido de factor TGF-p en las plaquetas de individuos

fumadores y no fumadores

No existen diferencias en el contenido de TGF- B1 en las plaquetas de individuos

fumadores y no fumadores.
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RESULTADOS

Se analiz6 si la costumbre de fumar condicionaba el contenido plaquetario de TGF B en

las poblaciones femeninas y masculinas. Se analizaron los datos de 44 mujeres (8

fumadoras y 36 no fumadoras) y de 36 hombres (29 no fumadores y 7 fumadores). (Fig

36).

TGF-beta
ng/ml

TGF-beta
ng/ml

MO
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Fig 36. Analisis del contenido de factor TGF-B en las plaquetas respecto del género y el

habito de fumar.

No hubo diferencias en los niveles plaquetarios de TGF B entre fumadores y no

fumadores en la poblacién de mujeres (P = 0,734) y en la de hombres (P = 0,785).

5.3.6 ALCOHOL

Se estudid si el consumo de alcohol tenia incidencia en el contenido de TGF B en las

plaquetas. Para esto se analizaron los resultados de una poblacion en la cual 55 individuos

no bebian alcohol y 25 si lo hacian. (Fig 37).

TGF-beta W
ng/mi |

6.00

Mo ]|

Fig 37. Andlisis del contenido de factor TGF-B en las plaquetas respecto del consumo de alcohol.
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No se observaron diferencias en el contenido de TGF j en las plaquetas de los individuos

que no toman y toman alcohol habitualmente (P = 0,932).

5.3.7 ALCOHOL - GENERO

Se estudio si el consumo de alcohol modificaba de manera diferente el contenido
plaquetario de TGF B en mujeres y en varones. Se analizaron los datos de una poblacion
de 44 mujeres de las cuales 10 ingerian alcohol y 34 no, y 36 hombres de los cuales 16

eran bebedores habituales y 20 no (Fig 38).

MUJERES
TGF-beta §]
ng/ml
| T
a0 L1
3,0
: ’ T
1.0
Mo ALCOHOL 5l
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HOMBRES

TGF-beta
ng/ml

MO ALCOROL sl

Fig 38. Andlisis del contenido de factor TGF- en las plaquetas respecto del género y

el consumo de alcohol.

El consumo de alcohol no modifica el contenido de TGF  en mujeres (P = 0,723) y en

hombres (P = 0,884). Otra vez mas el grafico nos muestra que la cantidad de TGF f es

mayor en las plaquetas de las mujeres que en las de los hombres, consuman o no alcohol.
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5.3.8 DEPORTE

Se analizaron 80 individuos de los cuales 38 no hacian deporte, 18 lo hacian con

frecuencia y 24 ocasionalmente. (Fig 39).

TGF-bewm 9!
ng/ml

NO OCASIONALMENTE FRECUENTEMENTE

DEPORTE

Fig 39. Andlisis del contenido de factor TGF-f en las plaquetas respecto de la practica de deporte

No hubo diferencias en el contenido plaquetario de TGF B entre aquellos individuos que

realizan deporte y los que no lo hacian.

5.3.9 DEPORTE- GENERO

Se analizo si la realizacion de deporte modificaba de forma distinta el contenido de TGF-

B plaquetario en la poblacion femenina y en la masculina. Se estudio una poblacion de 44
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mujeres, de las cuales 16 no hacian deporte, 15 lo hacian habitualmente y 12
ocasionalmente, y una poblacion de 36 hombres de los cuales 21 no hacian deporte, 2

practicaban deporte frecuentemente y 13 ocasionalmente. (Fig 40).

HOMBRES
TGF-bets |
ng/ml T
4,00
3,00
200
100 — o
NO OCASIONALMENTE FRECUENTEMENTE
DEPORTE
MUJERES
TGF-beta
ng/ml 1
=
400 J
3,00 4 —
2,00 4 —
100 1
MO OCASIONALMENTE FRECUENTEMENTE
DEPORTE

Fig 40. Analisis del contenido de factor TGF-f en las plaquetas respecto del género y la practica

de deporte.
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Si bien la realizacion de deportes no modificaba de forma significativa el contenido
plaquetario de TGF-B en hombres y en mujeres, el bajo numero de hombres que
practicaban deporte frecuentemente no permite incluir a esta poblacion en el andlisis

estadistico.

5.3.10 ANTIDEPRESIVOS

Se analizo si el consumo de antidepresivos modificaba el contenido plaquetario de TGF-

B. Se analizaron los datos de 80 individuos de los cuales 75 no tomaban antidepresivos y

5 si los toman. (Fig 41).

TGF-betwm
ng/ml

MO ANTIDEFRESNOS

Fig 41. Andlisis del contenido de factor TGF-f en las plaquetas respecto a la medicacion

con antidepresivos
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Si bien el consumo de antidepresivos no modificaba de forma significativa el contenido
plaquetario de TGF B, se observd una tendencia al aumento del contenido del factor (P=

0,094) en los pacientes medicados.

5.3.11 ANTIDEPRESIVOS - EDAD

Se analizo si la edad y la toma de antidepresivos influia en el contenido de TGF-p en una
poblacion de 80 personas. Del grupo de menores de 35 afios, 1 persona tomaba
antidepresivos y 19 no. En el grupo de 35 a 55 afios, 34 personas no toman esta
medicacion y 2 si lo hacian y en el grupo de mayores de 55 afios, 21 no toman
medicacion y 2 si la toman. La grafica 42 se ha realizado con el objeto de mostrar la
distribucion de los niveles de PDGF en nuestra cohorte, pero el bajo numero de

individuos incluidos imposibilita realizar el analisis estadistico.

, 35-55 AROS
TGF-beta
ng/ml
2 l
NO ANTIDEPRESIVO
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MAYORES 55 AROS
TGF-beta |
ng/ml
—
4,100
2 1
T T
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Fig 42. Andlisis del contenido de factor TGF-p en las plaquetas respecto de la edad y la

medicacién con antidepresivos

5.3.12 ANTIDEPRESIVOS - GENERO

Se analizaron 80 casos, 44 de ellos mujeres, de las cuales 3 tomaban antidepresivos y 36

hombres, de los cuales 2 tomaban esta medicacion. (Fig 43).

HOMBRES

TGF-beta -
ng/ml

=]
(=]
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MUJERES
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A T I
400 7 —]—
2,00 l
MO ANTIDEPRESNVOS

Fig 43. Analisis del contenido de factor TGF-B en las plaquetas respecto del género y la

medicacién con antidepresivos.

Una vez maés, los graficos se han realizado con el objeto de describir la distribucion de las
poblaciones pero el bajo nimero de individuos incluidos imposibilita realizar el analisis

estadistico.
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5.3.13 ANTICOMICIALES

El estudio se hizo en una poblacion de 80 individuos, de los cuales 6 tomaban

anticomiciales y 74 no. (Fig 44).

TGF-beta
ng/ml

4,00 B “V
o

NO ANTICOMICIALES

Fig 44. Andlisis del contenido de factor TGF-p en las plaquetas respecto y la medicacion con

anticomiciales.

El consumo de anticomiciales tiende a disminuir el contenido de TGFp de las plaquetas

(P = 0,086)
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5.3.14 ANTICOMICIALES - EDAD

Se estudio si el consumo de anticomiciales modificaba el contenido plaquetario de TGF
de forma distinta segln la edad del individuo. De nuevo se hicieron tres grupos: 20
menores de 35 afios de los cuales 19 no toman anticomiciales, 37 individuos entre 35y 55
afios de los cuales 34 no toman anticomiciales y 23 individuos mayores de 55 afios de los
cuales 21 no toman anticomiciales. La Fig 45 se ha realizado con el objeto de describir la
distribucion de las poblaciones pero el bajo nimero de individuos incluidos imposibilita

realizar el analisis estadistico

MENORES DE 35 AROS

TGF-beta
ng/ml s
Sy
2,00
NO ANTICOMICIALES
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35-55 ARlOS
TGF-bet
ng/ml
600 )
4,00 o
2,00 o
a0 7
NO ANTICOMICIALES
MAYORES 55 ANOS
TGF-beta
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a00 |
o 1
00
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Fig 45. Analisis del contenido de factor TGF-B en las plaquetas respecto de la edad y la

medicacion con anticomiciales.
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5.3.15 ANTICOMICIALES - GENERO
Se analizaron 80 casos, 44 de ellos mujeres, de las cuales 4 tomaban anticomiciales y 36

hombres, de los cuales 2 tomaban esta medicaciéon. (Fig 46)

HOMERES
TGF-beta
ng/ml |
4.0
2 J‘ |—
NO ANTICOMICIALES
MUJERES
TGF-beta )
ng/mil ]
|
4,
2 l
NO AMNTICOMICIALES

Fig 46. Analisis del contenido de factor TGF-B en las plaquetas respecto del género y la

medicacion con anticomiciales.

El tratamiento con anticomiciales no modificé el contenido de TGF B en las plaquetas de

hombres y mujeres.
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5.4 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO PTI

Las caracteristicas demograficas de los pacientes se muestran en la Tabla 6.

Tiempo
EDAD Tratamientos
Ne Género | desdeel Tratamientos concomitantes
(afios) diagnostico
(afios)
1 24 F 7.3 Cortic,lg Tardyferon
2 92 F 3.0 Cortic,lg Plavix, Minitran, Dilutol, Coropres
3 53 F 16.1 Cortic,lg no
. Adalat, capoten, ameride, adiro, omeprazol,
4 70 F 6.4 Cortic,lg ) .
metformina, diamicron
5 51 F 11.4 Cortic,lg alprazolam
6 74 M 11.6 No motilium, omeprazol, rivotril, astonim, adalterel
7 52 F 14.3 Cortic,lg no
8 82 F 4.2 Cortic,lg lexatin, nexium, omeprazol, simvastatina
9 77 M 3.5 Cortic,lg AntiHTA/tromalyt
10 54 F 6.6 Cortic,lg Cortic,lgno
11 77 F 11.9 Cortic,lg Indapamida,Perodril, Teva
12 79 F 10.5 Cortic,Ig tamoxifeno
13 46 F 14.7 Cortic,lg no
14 39 F 8.1 Cortic,lg no
15 80 M 12.5 Revolade 25 mg/dia Arimidex, Enalapril
16 39 F 11.1 Revolade 50 mg/dia NO
X . ameride, cipralex, gelocatil, ixia, omeprazol,
17 80 F 1.9 Romiplostin 3mcg/kg R .
tramadol, triptyzol, plusvent, fibraguar
18 73 F 7.0 Romiplostin 8mcg/kg NO
19 38 M 22.0 Revolade 25 mg/dia NO
20 41 M 4.1 Revolade 50 mg/dia NO
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21 29 F 4.2 Revolade 50 mg/dia NO
22 82 F 36.0 Romiplostim 8 mcg/kg candesartan, omeprazol, atorvastatina
23 29 F 4.2 Revolade 50 mg/dia NO
24
60 F 23.0 Revolade 50 mg/dia NO
25 74 F 2.7 Romiplostim 2mcg/ kg simvastatina, alopurinol, omeprazol, metformina

Tabla.6 Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con PTI

PLAQUETAS
(x10%/L)

p<0.001
|
o
OO nl
00 o
c?:?o"o
o
o“-
seee?®
CONTROL PTI

Figura 47. Recuento de plaquetas. Las plaquetas de los individuos de los distintos grupos se

determin6 con un contador de células Coulter Ac Tdiff . Cada simbolo representa a un sujeto.

Comparacion entre grupos realizada por el test de Mann-Whitney.

Estudio de la funcionalidad plaquetaria.

La capacidad de activacién de plaquetas por agonistas se determind evaluando la

habilidad del receptor de fibrindgeno de unir PAC1 (mAb que reconoce la conformacion
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activa del receptor de fibrindgeno) y la exposicion de P-selectina y de CD63 en la
superficie de las plaquetas tras la activacion con TRAP. Las plaguetas de pacientes con
PTI unieron menos PACL1 (Figura48), indicando una menor capacidad de activacién del

receptor de fibrindgeno.

20- p<0.05 = 150+ p<0.05
o | o
= o &5
o 15 o F
= F 100
i . 3% csogmsc  eggtigee
e 10 o
2 o o 45 ° o5
ot z3 T
: - S :
3 .':' %E .
: Sput w o r r
CONTROL PTI CONTROL PT

Figura 48. Union de PAC1 a la superficie de las plaquetas. Se determiné la union de PACL a
las plaquetas en condiciones basales (panel de la izquierda) o tras la estimulacién con 100 uM
TRAP (panel de la derecha) por citometria de flujo. Cada simbolo representa a un sujeto.

Comparacion entre grupos realizada por el test de Mann-Whitney.

Una de las causas que podrian explicar la menor union de PAC1 es que las plaquetas de
pacientes con PTI presentaran menos receptores para el Fg. Por este motivo evaluamos la
presencia de las subunidades alfa Il1b y beta3 que forman el receptor de Fg y observamos
que la expresion de ambas subunidades en las plaquetas de los pacientes con PTI no

diferia de la del grupo control (Figura 49).
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Figura 49. Expresion del receptor del fibrindgeno en la superficie de las plaquetas. Las
plaquetas de los individuos de los distintos grupos en estudio se incubaron con mAb especificos
contra la subunidad alfa I1b (panel de la izquierda) o beta3 (panel de la derecha). La unién de los
anticuerpos se determind por citometria de flujo. Cada simbolo representa a un sujeto.

Comparacion entre grupos realizada por el test de Mann-Whitney.

Estudio de la capacidad de liberar granulos de las plaguetas de los pacientes con

PTI

A pesar de la menor capacidad de activacion de las plaguetas de los pacientes con PTI,
estas expusieron los mismos niveles de P-selectina y de CD63 que los controles tras la

activacion con TRAP (Figura 50).
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Figura 50. Expresion de P-selectina y de CD63 en la superficie de las plaquetas. Se
determind la expresion de ambas en condiciones basales (paneles de la izquierda) o tras la
estimulacion con 100 uM TRAP (paneles de la derecha) por citometria de flujo. Cada simbolo

representa a un sujeto. Comparacion entre grupos realizada por el test de Mann-Whitney.

En correspondencia con esta observacion, las plaquetas de los pacientes con PTI

contenian igual cantidad de TGF-B y mas PDGF- a que las plaquetas del grupo control.

4000- 0<0.05 1.5+ o
| i+
3000 . .
t.i = - — 1.01 o
w £
& £ 2000- o %S soubdyes
E £ 4] . .. = 505 og LAY L
1000 % _-_.-.5_ '
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0 : . 0.0 ; .
CONTROL PTI CONTROL PTI

Figura 51. Contenido de PDGF y de TGF-p de las plaquetas. Se determind el contenido
enddgeno de estas dos sustancias en las plaquetas de individuos controles y de pacientes con

PTI. Cada simbolo representa a un sujeto. Comparacion entre grupos realizada por el test de

Mann-Whitney

e Mann-Whitney.
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DISCUSION.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar si ciertas situaciones fisioldgicas
(edad, genero), farmacoldgicas (consumo de antidepresivos y anticomiciales), habitos
(consumo de alcohol, practica de deportes) y una patologia que cursa con
trombocitopenia (PTI), modificaban los niveles plaquetarios de los factores de

crecimiento PDGF y TGF-.

La importancia de determinar qué condiciones modifican el contenido de los factores de
crecimiento en el contenido de los granulos plaquetarios radica en el hecho de que son
sustancias con una alta actividad metabélica que pueden condicionar el estado fisio-
patoldgico de un individuo [123] y la eficacia de su uso en la cicatrizacion y la

regeneracion tisular [124].

Estudios previos han demostrado una gran variabilidad en el contenido de los factores de
crecimiento en los granulos plaquetarios de los individuos lo cual podria deberse a los

hébitos, dieta y consumo de farmacos [125,126].

Teoricamente, los niveles de factores de crecimiento derivados de las plaquetas deberian
depender del recuento de plaquetas, sin embargo, no existen estadisticamente diferencias
significativas que relacionen el nimero de plaquetas y la cantidad de factores de
crecimiento.

Por ejemplo, existe una asociacion significativa entre el niumero de plaquetas y la
concentracion de TGF-B, pero esta asociacion no es significativa para el PDGF, por lo
que el nimero de plaquetas no puede utilizarse para predecir la cantidad de factores de

crecimiento que serén producidos [127].
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La falta de correlacion entre el recuento de plaquetas y los niveles de factores de
crecimiento, puede ser explicado por una variaciéon individual en cuanto a la
produccion y almacenamiento de citoquinas, lo que significa que diferentes individuos
necesitaran diferente nimero de plaquetas para conseguir un mismo efecto biolégico
[128, 129, 130].

No obstante, en este trabajo hemos evitado que este hecho pudiese alterar las
conclusiones del analisis realizado ya que hemos expresado el contenido de los

factores de crecimiento por plaqueta.

Los concentrados plaquetarios humanos constituyen una fuente abundante y
econdmica de factores de crecimiento. En nuestro trabajo hemos aplicado ciclos de
congelacion/descongelacion para obtener estos factores, tal y como recomiendan

algunos autores [131, 132, 133, 134, 135, 136].

Sin embargo existen grandes diferencias en cuanto a las técnicas de obtencion del
concentrado de plaquetas. La sangre es sometida a centrifugaciones sucesivas y en
este proceso existen una serie de variables, no bien definidas en la actualidad, que
pueden influir en la calidad del proceso y modificar la concentracion de factores y el
grado de activacion de las plaquetas [137]. Una activacion prematura de las plaquetas
conlleva una pérdida de factores de crecimiento que se eliminan o se degradan antes
de alcanzar el lugar donde deben actuar [137].

Asi mismo tampoco se observan criterios homogéneos en la definicion de la dosis
terapéutica de las plaquetas [138].

Dado que el potencial regenerativo del PRP radica precisamente en los factores de

crecimiento que contiene, el conocimiento de los niveles de estos factores en las
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muestras de PRP que se utilizan en la clinica aseguraria un resultado fiable en los

tratamientos.

Influencia de la Edad y el género en los niveles de PDGF y TGF-§.

Aun cuando pueden darse diferencias en el numero de plaquetas entre hombres y
mujeres, no se han encontrado diferencias significativas en los niveles de factores de

crecimiento en funcién del género o de la edad [139].

Algunos trabajos describen diferencias de género en la capacidad de activacion de las
plaquetas [139] sin embargo no hemos encontrado referencias al contenido de factores de

crecimiento de los granulos.

Otros estudios muestran diferencias que dependen de la edad en la respuesta celular
frente a los factores de crecimiento. Estas diferencias radican en la expresion de los
receptores de los factores de crecimiento, entre ellos los receptores para el PDGF y para
el TGF B. En animales jovenes y adolescentes no hay diferencias significativas en la
expresion de RNA-m para los receptores de estos factores de crecimiento, pero a medida
que aumenta la edad, la expresion de dichos genes va disminuyendo y, por tanto, el

numero de receptores [140,141].

Leung et al [141], reportaron diferencias en los niveles circulantes de PDGF, siendo estos
bastante superiores en mujeres en edades cercanas a la menopausia que en hombres de
mediana edad. Los mismos autores reportaron que en animales sometidos a una
ovarioectomia también se observaba dicho aumento en los niveles de secrecion de PDGF,

efecto que era revertido al suministrar un tratamiento estrogénico, sugiriendo una posible
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regulacion por testosterona. Sin embargo, nuestros resultados no mostraron diferencias en
el contenido de PDGF en las plaguetas de hombres y mujeres independientemente de su
edad. Leung et al, midieron los niveles de este factor en el suero, mientras que nosotros

lo hicimos en lisado de plaquetas.

Otros autores han comprobado que los niveles de PDGF en mujeres con menopausia y en
hombres de similar edad son comparables [142]. Esta observacion coincide con nuestros

resultados.

Este aumento observado en PDGF no es observado por Kawasumi et al. en el caso de
TGF-pB [142], aunque existen referencias que indican que la dihidrotestosterona eleva los
niveles de TGF- B , y el éxido nitrico los contrarresta [142]. En oposicion a estos
resultados, el presente trabajo mostré que las plaquetas de las mujeres contenian mas

TGF-B que las de los hombres.

También es posible observar diferencias en funcion del género y la edad respecto a TGF-
B. En los hombres a medida que la edad aumenta, se observa un aumento de factor TGF-
B, mientras que en mujeres observamos el efecto contrario, una disminucién del factor

TGF-f a medida que la edad aumenta.

Estudios radiograficos realizados en pacientes tratados con PRP para la regeneracion del
hueso alveolar tras una cirugia del tercer molar mostraron que los hombres presentaban
una mayor formacién de hueso que las mujeres lo cual se atribuia a PDGF y TGF-f

[143].
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Influencia del Tabaco en los Niveles de PDGF y TGF-p.

En nuestro estudio no observamos variaciones significativas en los niveles de PDGF
ni de TGF- B en individuos fumadores. Es importante tener presente que ninguno de
estos individuos son enfermos crénicos ni presentan patologias cardiovasculares o
cerebrovasculares ni son pacientes con EPOC.

El tabaquismo es uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de la
enfermedad cardiovascular. La mortalidad atribuible al tabaquismo se produce
principalmente por cancer, enfermedades respiratorias cronicas y enfermedades
vasculares. Este riesgo es proporcional al niamero de cigarrillos diarios consumidos y
al tiempo de duracion de la adiccion o exposicion (en el caso de los pasivos).

Tanto el mondxido de carbono como la nicotina, son los dos componentes
responsables de la aparicion de complicaciones circulatorias.

Los componentes del tabaco y del humo del tabaco actlan a distintos niveles del
organismo, dando lugar a alteraciones fisiopatologicas que explican la aceleracién del
proceso aterosclerdtico, las alteraciones vasculares y alteraciones endoteliales
observadas en el fumador [144], entre ellas la elevacion de la presion arterial, las
alteraciones hemorreologicas y del sistema de coagulacion y diversas alteraciones
enddcrinas y hemodindmicas. Todas ellas implicadas en el desencadenamiento de la
enfermedad coronaria y cerebrovascular.

Cuando las plaquetas se adhieren alrededor de la lesion endotelial se libera el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas PDGF que actuan reparando el dafio causado
[144,145]. Si el habito de fumar hubiese modificado los niveles de PDGF de las

plaquetas podriamos inferir que la reparacion no se podria efectuar de forma adecuada,
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sin embargo nosotros no observamos diferencias en los niveles de dicho factor de

crecimiento entre individuos fumadores y no fumadores.

El factor TGF-B, que actia regulando la respuesta inflamatoria, estd también
relacionado con estos hechos ya que soporta importantes implicaciones en la génesis
de la fibrosis que acompafia a la inflamacion vascular y de otros o6rganos del proceso
patolégico cardiovascular, ya que la nicotina estimula la produccion y secrecion de

dicho factor [146].

Si bien TGF-p es la citoquina profibrotica mas importante [146] se ha demostrado que

PDGF -B también tiene el mismo efecto ya que induce la produccion de TGF-f [147]

Pero también hay que tener en cuenta que otros factores de crecimiento secretados por
células activadas estan implicados, como el factor de crecimiento de los fibroblastos
(FGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), o el PDGF antes
mencionado, con acciones también sobre la proliferacion de las células musculares
lisas [148].

Diversas células del sistema inmune producen TGF- B, linfocitos, macrofagos y
células dendriticas, ejerciendo un papel muy importante en la modulacion de la
expresion de moléculas de adhesion y en la quimiotaxis de células que participan en el
proceso inflamatorio. Los estudios sobre TGF-B en pacientes con EPOC (Enfermedad
pulmonar obstructiva cronica) son contradictorios ya que se han descrito valores altos
de esta citoquina en el epitelio bronquial y también niveles de produccién

disminuidos en cultivos de macro6fagos alveolares [148].
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Chuanirum y Wesson [149] refirieron que los fumadores presentan niveles

aumentados de TGF-B y de productos de glicosilacion avanzada.

Influencia del alcohol en los niveles de PDGF y TGF- B.

En nuestro estudio se observd que en aquellas personas que toman alcohol, ya sea de
forma ocasional o de forma habitual los niveles del factor TGF-  fueron similares a la de
los individuos que no lo consumian. Ademas se da la circunstancia de que en este trabajo,
la mayor parte de los individuos que consumian alcohol eran también fumadores. Para
poder hacer el analisis individual de cada uno de estos factores se deberian incluir mas
pacientes en el estudio.

El consumo de alcohol, que afecta a gran namero de los tejidos del organismo, es una de
las mayores causas de morbimortalidad prevenible. La Organizacién Mundial de la Salud
considera que el alcohol y su consumo es el segundo factor de riesgo de mortalidad en los

paises desarrollados.

El estudio del efecto de la ingesta de alcohol en el contenido de los factores plaguetarios
TGF-B y PDGF se basd en el hecho de que estos dos factores participan en la
degeneracion del tejido hepatico [150] y en que las plaquetas son la fuente mas abundante

de los mismos.

El abuso del alcohol es una de las principales razones del desarrollo de la fibrosis

hepética, la cual se caracteriza por una acumulacion excesiva de proteinas de matriz

extracelular [151].
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Por lo general, los efectos del alcohol en los tejidos dependen de la cantidad y la
duracion a lo largo del tiempo de su consumo. Incluso una ingestién de alcohol en
unos dias puede producir esteatosis, higado graso, y pueden encontrarse en el érgano
hepatocitos con macrovesiculas de triglicéridos [152]. La esteatosis incide en el
individuo que bebe periédicamente predisponiéndole a la fibrosis hepética y cirrosis.
Una ingesta de 30 o mas gramos de alcohol al dia incrementa el grado de cirrosis [153,
154, 155, 156].

Factores que inciden sobre el riesgo alcoholico son la edad, el género y el tabaquismo
son factores de riesgo en la Hipertension arterial (HTA) adicionales al inducido por el

consumo de alcohol [156].

Al tiempo que hay desarrollo de dafio hepatico crénico, los hepatocitos y las células
del epitelio biliar entran en un proceso de muerte por apoptosis. EXiste una asociacion
directa entre la apoptosis de hepatocitos y la fibrogénesis hepatica. Diversos estudios
han sugerido la asociacidn de esta respuesta hipertréfica con la activacién y aumento
en los niveles plasmaticos de TGF-f [157]. El TGF-B actta sobre las células renales
causando su hipertrofia y produciendo un exceso de matriz extracelular en las células

glomerulares, tubulares y en los fibroblastos intersticiales [157].

El TGF-B se ha relacionado con el desarrollo de diversos procesos patologicos en los
cuales existe una fibrosis aumentada, como en el caso de la cirrosis hepatica y la

glomerulonefritis cronica [157].

Numerosas referencias indican un aumento de PDGF y el TGF-f en personas que

consumen bebidas alcohdlicas, pero dichos factores provendrian fundamentalmente de las
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células de Kupffer y de las células estrelladas hepaticas y no de las plaguetas [151, 152,

154].

INFLUENCIA DE LOS ANTIDEPRESIVOS EN LOS NIVELES DE PDGF Y

TGF- B.

En nuestro trabajo se estudio el efecto de los antidepresivos en los niveles de TGF-B, y
PDGF. Se compararon los niveles de dichos factores de crecimiento en individuos que no
tomaban antidepresivos y en aquellos que si lo hacian. También se evalud si hay la edad o
el género influian en dichos niveles.

En este estudio apreciamos que la medicacién con antidepresivos no modificaba el
contenido enddgeno de PDGF y de TGF-B. No obstante, una debilidad de este trabajo es
no haber podido incluir méas pacientes en el grupo de medicados con antidepresivos. El
disefio adecuado de este estudio hubiera sido contar con una poblacion de pacientes con
depresion a los que les tome una muestra de sangre antes de comenzar el tratamiento con
los antidepresivos y después de alcanzar una respuesta satisfactoria a los mismos.

No se encontraron referencias sobre el efecto de los antidepresivos y los niveles de
PDGF.

La depresion mayor es uno de los desordenes del &nimo mas comunes, y aunque no se
conoce la etiologia de la depresién, se ha establecido que la depresion podria producirse
como consecuencia de la interaccién de los genes y el ambiente. Ademas se ha visto que
pacientes con episodios depresivos presentan una deficiencia de la neurotransmisién
serotoninérgica y/o noradrenérgica en el sistema nervioso central [158].

En base a esto, los tratamientos farmacoldgicos para esta patologia actian aumentando la
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biodisponibilidad de serotonina (5-HT) o noradrenalina (NA) bloqueando la recaptacion
de dichos neurotransmisores por los terminales nerviosos en distintas estructuras,
(farmacos inhibidores de la trecaptacidn de serotonina. IRSR) o inhibiendo la recaptacién

de monoaminas (antidepresivos triciclicos).

Las plaquetas acumulan cerca del 99% del total de serotonina en sangre [159]. El sistema
de transporte de la serotonina hacia los lugares de almacenamiento, ya sean las plaquetas
o0 los terminales nerviosos es muy similar, aunque se ha reportado en la depresion una
disminucion en la union al transportador plaguetario [160]. Si el paciente estd medicado,
dicho transportador es el principal lugar de accién de los inhibidores de la recaptacion de
serotonina [161]. Ademas, la serotonina participa de la agregacion plaquetaria al liberarse
a la sangre y activarse los receptores 5-HTa, localizados en la membrana de las

plaquetas, mejorandose asi el proceso de agregacion [162].

Por estos motivos, desde hace muchos afos, las plaquetas se han utilizado como modelo
para el estudio de los antidepresivos y la disfuncion serotoninergica en pacientes con

depresion.

Por otra parte, los eventos estresantes a lo largo de la vida inician una serie de respuestas
fisioldgicas que subsecuentemente pueden transformarse en patoldgicas, lo cual sugiere la
participacion de mecanismos de respuesta al estrés en los desordenes depresivos. Los
mecanismos de respuesta al estrés se encuentran bajo el control del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Suprarrenal (HHS), el cual regula la secrecion de Glucocorticoides (GCs).
Alrededor del 50% de los pacientes depresivos poseen niveles elevados de GCs, ya que
diversas estructuras cerebrales modulan la actividad del eje Hipotalamo-Hipofisis-

Suprarrenal.
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El estrés disminuye los niveles del ARNm de TGF-p en todas las subareas hipocampales,
efecto que es completamente prevenido por el tratamiento con antidepresivos triciclicos.
Estos datos sugieren que dentro de las acciones de los antidepresivos se podria incluir la
induccion de TGF-P para promover cambios que favorezcan la resiliencia celular, o para
mejorar la neurotransmision de NA en el hipocampo [162].

Sin embargo, existe muy poca evidencia que indique la participacion de TGF-$ en la
depresion.

En un estudio postmortem de pacientes con depresion bipolar, se encontrd una reduccion
del ARNm de TGF-B en muestras de la corteza prefrontal [163]. Este antecedente
nuevamente sugiere que el TGF-p es una proteina inmunomodulatoria importante
presente en el hipocampo [163]. Esta citoquina ha sido encontrada en altas
concentraciones en biopsias de pacientes con enfermedad de Parkinson [164], enfermedad
de Alzheimer [165] e infarto cerebral [166]. También, la expresion de TGF-f se induce en
el hipocampo después hipoxia, isquemia y también tras traumas cerebrales e infecciones,
todas condiciones relacionadas con muerte celular [167]. Estas observaciones han llevado
a postular que la expresién aumentada deTGF- en respuesta a dafio en el SNC es una
caracteristica comun con los factores neurotroficos clasicos. En acuerdo con esto, se ha
demostrado in vivo que TGF-p previene la degeneracion neuronal.

Estudios recientes muestran que los pacientes depresivos tienen niveles séricos de TGF-3
mas bajos que los individuos sanos. Estos niveles reducidos de TGF-B se recuperan luego

de 8 semanas de tratamiento con distintos antidepresivos [167].
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INFLUENCIA DE LOS ANTICOMICIALES EN LOS NIVELES DE PDGF Y

TGF- B.

En este trabajo se estudio si la toma de anticomiciales incidia en los niveles del factor de
crecimiento PDGF en las plaquetas.

Los niveles de PDGF no se ven afectados por el tratamiento con anticomiciales. Sin
embargo, dado que la muestra de individuos sometidos a tratamiento es pequefia, seria
interesante un estudio con mayor nimero de pacientes.

Los farmacos anticomiciales son farmacos desarrollados para el tratamiento del dolor
neuropatico, de ahi que se propusiera denominarlos junto a los antidepresivos farmacos
neuromoduladores. En su clasificacion diferenciamos antiepilépticos clasicos o de
primera generacion (carbamazepina, difenilhidantoina, acido valproico, clonazepam) y
los de segunda generacion, la mayoria de los cuales se han desarrollado especificamente
para el tratamiento del dolor neuropatico [168].

Los antiepilépticos también llamados anticonvulsivos o F.A.E., acronimo de "farmaco
anti-epiléptico” hacen referencia a un farmaco u otra substancia destinada a combatir,
prevenir o interrumpir las convulsiones o los ataques epilépticos.

Dentro de los farmacos antiepilépticos uno de los mas utilizados es el valproato o acido
valproico. El uso de valproato generalmente esta asociado con alteraciones hematologicas
entre las que podemos incluir la supresion medular, alteracion de la cascada de la
coagulacion, disminucion del factor VIII y del factor Von Willebrand, y alteracion del
numero y funcion de las plaquetas, que en el contexto del paciente llevado a cirugia
mayor representa un aumento del riesgo de sangrado perioperatorio y mayor

requerimiento de transfusion en el postoperatorio [168]. La trombocitopenia ha sido
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reportada entre el 6% y el 33% de pacientes adultos con epilepsia con antecedentes de
consumo de valproato [169].

Aunque la mayoria de los farmacos anticomiciales llevan afios en el mercado y su
desarrollo ha sido sometido a estrictas medidas de seguridad y eficacia, aun falta mucho
por saber sobre su mecanismo de accion. Esto es debido a que algunos farmacos
anticomiciales se han descubierto de forma fortuita o bien a través de modelos animales,
modelos experimentales que posteriormente son dificiles de reproducir en humanos. El
desarrollo de farmacos anticomiciales disefiados en base a un “diana” predeterminada ha
sido hasta el momento infructuoso. Por este motivo muchos de los farmacos
anticomiciales actuales no tienen un mecanismo de accién bien definido y si varios,
sobre los cuales puede destacar o ser mas evidente uno de ellos [170].

La eficacia de los distintos farmacos anticomiciales actuales reside en la capacidad de
modular la hiperexcitabilidad neuronal patoldgica que caracteriza a la epilepsia. Esta
hiperexcitabilidad neuronal es modificada en base a cuatro mecanismos principales sobre
los que la mayoria de los farmacos anticomiciales acttan: 1) aumentando de la inhibicion
neuronal mediada por el sistema gabaérgico. 2) bloqueando los canales de sodio voltaje-
dependientes. 3) reduciendo las corrientes de calcio involucradas en los circuitos
talamico-corticales 4) aunque no tan establecido como los anteriores, se especula que hay
farmacos anticomiciales cuya propiedad antiepiléptica podria estar en relacion con la
capacidad de disminuir la excitabilidad neuronal sindptica dependiente de glutamato.

Por otro lado, el mecanismo de accion de los farmacos anticomiciales no es selectivo,
puesto que actdan sobre redes o grupos neuronales “normales”, motivo por el cual la
mayoria de los farmacos anticomiciales actuales despliegan toxicidad neuronal como

efecto secundario comun [170].
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No se encontraron estudios que relacionen la toma de farmacos anticomiciales con los

factores de crecimiento.

INFLUENCIA DEL DEPORTE EN LOS NIVELES DE PDGF Y TGF- .

Analizamos si la realizacion de deporte tenia incidencia en los niveles plaquetarios de
factor PDGF. Los niveles de ambos factores en las plaguetas no se modificaban en
aquellos individuos que practicaban deporte. Aparecen tres individuos que no entran en
las cajas y con niveles mas altos de PDGF, probablemente debido a la medicacion,
anticomiciales en dos de los casos y hormonas tiroideas en el tercero. La realizacion de
deporte tampoco modificaba de forma selectiva los niveles del factor PDGF en hombres

0 en mujeres.

Los efectos que el ejercicio fisico tiene sobre la hemostasia dependen de las
caracteristicas del sujeto (edad, sexo, patologia de base, estado de entrenamiento,...) y

del tipo de ejercicio fisico (calidad, intensidad, duracién,...).

Cuando comparamos sujetos sedentarios con individuos que realizan deporte
habitualmente, observamos una disminucion de los cambios relacionados con la edad,
tales como deterioro de musculos, huesos, articulaciones, pérdida de masa muscular,
pérdida de la elasticidad de las arterias y de la funcion endotelial. La reduccion del estrés

oxidativo puede estar relacionado con estos hallazgos.

La intensidad del ejercicio y estos cambios no esta tan clara, aunque parece que a una

intensidad del 80% del consumo maximo de oxigeno (VO2 max) se producen aumentos
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de la reactividad plaquetaria, del recuento celular sanguineo y del hematocrito, mientras
que a intensidades por debajo del 60% del VO2 max, no se observan cambios, lo cual
significaria que el ejercicio de alta intensidad puede provocar un estado de
hiperreactividad plaquetaria e hipercoagulabilidad que podria incrementar los eventos
cardiovasculares [171]. Parece que cuando el ejercicio es extenuante la liberacion de los
depdsitos de la medula d6sea, bazo y pulmon serian responsables de este aumento del
recuento plaquetario, aunque dependiendo del trabajo que analicemos, la magnitud de
este cambio oscila entre el 18% y el 80% [172]. No existe consenso sobre la influencia
del ejercicio en el recuento plaquetario y su activacion [172], pero si parece aceptado que
el numero de plaquetas se eleva inmediatamente después del ejercicio (o al menos, de
algunos tipos de ejercicio) y se mantiene asi los 30 minutos posteriores [173]. Ademas se
observa un aumento de la agregacion plaquetaria un pequefio incremento en el tamafio de

las mismas [173].

Un metabolismo anaerdébico y un aumento en la produccion de catecolaminas durante el
ejercicio serian responsables de la activacion plaquetaria y su agregacion, ademas de

factores mecanicos y microlesiones endoteliales con exposicion de colageno [174].

Ademas Durante el ejercicio se producen una serie de respuestas y adaptaciones
hematoldgicas y en general podria decirse que los deportistas que realizan una actividad
fisica inténsa y de larga duracion (ciclistas, nadadores, corredores etc.) presentan
aumentos del volumen plasmatico, aumento del hematocrito y del recuento eritrocitario y

concentraciones bajas de hemoglobina, hierro y ferritina.

Estudios experimentales indican un efecto antiinflamatorio derivado de una actividad

fisica regular [175]. Sujetos que realizan una media de 2,5 h semanales de ejercicio fisico
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presentan un incremento de citocinas antiinflamatorias, como la interleucina (IL) 4, la IL-
10 y el TGF-B cuando la pared de la célula muscular es danada por la tension, asi como
un descenso de la proteina C reactiva (PCR) y de algunas citocinas proinflamatorias,
como la IL-6 y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a). Ademas se ha demostrado un

aumento de factores de crecimiento VEGFC; bCFC y BDNF [175].

Actualmente el plasma rico en factores de crecimiento es una técnica innovadora para
tratar lesiones deportivas bien como complemento del tratamiento quirdrgico o como
aplicacion independiente. En los Gltimos tiempos se ha ido ampliando el conocimiento de
que el tratamiento local con plaquetas tiene la capacidad de acelerar la cicatrizacion de

los tejidos dafiados [176].

No se encontraron referencias bibliograficas reportando variaciones en los niveles de
PDGF o TGF B plaquetario debido a la préctica deportiva. Sin embargo existe numerosa
bibliografia que habla de un aumento de ambos factores de crecimiento en los procesos

de regeneracion muscular y/o 6sea tras una lesion [176].

INFLUENCIA DE LA PTI EN LOS NIVELES DE PDGF Y TGF- B.

Distintos trabajos refieren que pacientes con PTI cronica en remision presentan niveles
plasméticos significativamente mas altos de TGF-B que los pacientes con la enfermedad
activa y que los controles sanos [177,178]. Los Ultimos adelantos en el conocimiento de
la patogénesis de la trombocitopenia inmune parecen indicar una desregulacién de la
respuesta inmunitaria en las células T, la cual jugaria un papel primario en la

trombocitopenia inmune primaria y posiblemente en otras enfermedades inflamatorias y
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autoinmunes [179]. El o los eventos que inician el descontrol inmunitario sigue sin ser
aclarado y es posible que participen factores genéticos en combinacion con factores

adquiridos.

Las células Tregs son un pequefio subgrupo de células T CD4+ con un papel principal
estableciendo y manteniendo la autotolerancia. Se piensa que el desarrollo aberrante o
disfuncion de estas células es el principal defecto subyacente en la mayor parte de las
enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas y se sabe que esos defectos ocurren en los

pacientes con trombocitopenia inmunitaria primaria.

El factor TGF-B activa las células Tregs y ademas tiene la capacidad potencial de
suprimir la proliferacion de las células B y la produccién de anticuerpos. Se ha visto que
existe una asociacion entre la concentracion aumentada de TGF-B con la remision de la
trombocitopenia inmunitaria primaria. Esto sugiere que la activacion y la cantidad de las
celulas Tregs son moduladas por la existencia del TGF-p [180]. El hecho de que nosotros
no hayamos observado diferencias en los niveles de TGF-f puede deberse a que su

origen no sea plaquetario.

Se sabe que los polimorfismos del gen de TGF-B pueden alterar las concentraciones
plasmaticas de TGF-B; entre estos polimorfismos se encuentran el codon 509 (C — T),

codon 25 (Arg — Pro), y el codon 10 (Leu — Pro) [181].

Nuestro trabajo mostré que los niveles de PDGF plaquetarios en los pacientes con PTI

eran mayores que los del grupo control.

En este trabajo hemos estudiado de forma aislada como factores tales como el género,

medicacion y determinados habitos pueden modificar los niveles de PDGF y TGF- B. Sin
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embargo, generalmente encontramos que dos 0 mas de estos factores se presentan juntos
y los niveles de factores de crecimiento que hemos evaluado son fruto del balance entre

ellos.

Aunque se sabe poco acerca de como habitos y medicacién afectan al contenido de los
factores de crecimiento, dicho contenido puede resultar de potencial relevancia a la hora
de aplicar tratamientos médicos personalizados ya que los factores de crecimiento
provenientes de plaquetas son utilizados de forma extendida en medicina regenerativa y
sus niveles plaquetarios podrian condicionar los resultados de dichas terapias. Si bien el
bajo numero de pacientes de nuestro estudio no permite asegurar que los niveles de
expresion en plaquetas de PDGF y de TGF- B estén regulados por héabitos y ciertas
medicaciones, creemos recomendable estudios con una poblacion mas amplia ademas de

evaluar el contenido de estos factores antes de su uso en terapia regenerativa.
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Conclusiones

7.1- La edad y el género no influyen en el contenido plaquetario de PDGF.

7.2- EI TGF-B plaguetario era mayor en mujeres jovenes que en hombres del mismo rango

de edad. Segun aumenta la edad en las mujeres estos valores tienden a disminuir.

7.3- No se obsevaron diferencias en los niveles plaquetarios de PDGF y de TGF-B entre

individuos fumadores y no fumadores.

7.4- El consumo de alcohol de hombres y de mujeres, ya fuese de forma habitual u ocasional,

no modifico el contenido plaquetario de TGF-p y de PDGF

7.5- La préctica de deporte no modifico los niveles de TGF-  plaquetarios y PDGF.

7.6-El tratamiento con antidepresivos no modifico los niveles de TGF-B y de PDGF. Para
poder estratificar la poblacion segun género y edad, deberian incluirse mas pacientes en el

estudio.

7.7- Los anticomiciales no modificaron los niveles plaquetarios de PDGF ni deTGF- en los

individuos que toman dicha medicacion.

7.8- Los pacientes con PTI no presentaron variaciones en los niveles de de TGF-B pero si

presentaron un aumento en los niveles de PDGF.

7.9 Si bien nuestros resultados no muestran que los niveles de expresion en plaquetas de
PDGF y de TGF-p estén fuertemente regulados por habitos y ciertas medicaciones, creemos
recomendable realizar un estudio en una cohorte mas numerosa, debido a la importancia de

estos factores en medicina regenerativa y de reparacion.
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