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RESUMEN

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRFC) es un volumen de plasma autdlogo,
se obtiene de un ciclo de centrifugado Unico, con parametros de tiempo y velocidad
establecidos, tiene como finalidad la liberacion de factores de crecimiento sostenida en
el tiempo. El objetivo fue analizar mediante estudios histoldgicos los efectos del PRFC
durante la cicatrizacion de heridas provocadas por colgajos de piel en conejos.Disefo
de tipo experimental. Se realizaron dos colgajos cutaneos en conejos (n: 12), en el
derecho se aplicdé PRFC, activado con ClCa y en el izquierdo CINa 0,9%, como control.
Se realizé estudio histopatoldgico de biopsias de piel a 3, 5, 7, 15 y 30 dias para
evaluar el proceso cicatrizal. Los hallazgos del ensayo para las variables estudiadas:
mononucleares, proliferacion vascular, fibroblastos, coldgeno y reepitelizaciéon fueron
significativos (p < 0,05). No hubo diferencias significativas en relacién a la variable
polimorfonucleares entre tratados y control. En el modelo evaluado el PFRC presentd
mejores registros histoldgicos que el control, lo que coincide con hallazgos de autores
gue proponen a este concentrado plaquetario como una alternativa bioterapéutica para
favorecer la cicatrizacién de piel en conejos.
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INTRODUCCION

La curacién de una herida cutanea es un fendmeno fisiolégico que se inicia a partir de
la pérdida de la integridad de la piel y comienza con la formacién de codgulos y
desgranulacion plaquetaria, conduciendo a la liberacion de factores de coagulacién vy
multiples citoquinas que modulan la respuesta inflamatoria'?. La cicatrizacién en los
tejidos estd dirigida por la combinacién de complejos mecanismos celulares,
moleculares, fisioldgicos y bioquimicos, que por medio de la quimiotaxis, proliferacion,
depdsito y reorganizacion de la matriz extracelular conducen a la reparacién o incluso a
la regeneracidn de los tejidos lesionados.>*

Durante la cicatrizacion de la herida suceden varios procesos que ocurren de manera
superpuesta y que para su estudio se ha dividido en distintas fases: hemostasia,
inflamacién, proliferacién (sintesis de matriz, neovascularizacidon y reepitelizacién) y
maduracion.>®

La fase proliferativa del proceso de cicatrizacion comienza 24 horas después de
ocurrida la lesién. Histolédgicamente en esta fase se contemplan, al menos, tres
procesos; fibroplasia, angiogénesis y reepitelizacion. En el primero, a partir de los
fibroblastos de la dermis ocurre la sintesis de fibras colagenas que van ocupando el
espacio correspondiente a la nueva dermis. Durante el segundo, se forman nuevos
capilares a partir de células endoteliales que migran hacia el tejido cicatricial,
estimulados por una combinacion de diversas moléculas endoégenas (heparina,
fibronectina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP), factor de crecimiento
del endotelio vascular (FCEV), factor de crecimiento epidérmico (FCE), y condiciones de
baja tensidon de oxigeno y concentracion de acido lactico). En la Ultima fase de
reepitelizacion, los queratinocitos basales de los bordes de la herida se aplanan y
migran para cubrir de granulaciones el tejido que estd en formacién®. En particular, las
plaguetas representan elementos claves en la cicatrizacidon de las heridas. Estos
fragmentos citoplasmaticos ademas de tener propiedades hemostaticas, también
poseen propiedades proinflamatorias, reguladoras y regenerativas, mediando la
interaccion con neutrofilos y células endoteliales y fundamentalmente, por la liberacion
de factores de crecimiento y citoquinas’®. De esta manera, desempefian un papel

significativo en la regeneracion y reparacion de tejidos.
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Desde hace ya algunos anos, en diversos campos de la medicina ha resurgido el interés
por sustancias o materiales que favorezcan la regeneracion tisular. En algunos trabajos
cientificos se propuso oportunamente el uso de factores de crecimiento sintéticos. Sin
embargo, la obtencion, procesamiento, sintesis y aplicacion de estos, posee un elevado
costo econémico y se requieren dosis repetidas para conseguir un efecto terapéutico
clinicamente evidente.!® Por este motivo, el desarrollo de concentrados plasmaticos
bioldgicos derivados de las plaquetas resultan en un producto con mayor concentracion
de plaguetas y los niveles de los factores de crecimiento aumentarian en relacion lineal
con el numero de plaquetas sostenida en el tiempo, relacionados con la aceleracion del
proceso curativo de lesiones variadas.®

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRFC) es un volumen de plasma autdlogo
gue tiene una concentracidn de plaquetas al menos el doble de la concentracion
fisioldgica (200.000 plaguetas/uL).Se obtiene de un ciclo de centrifugado Unico, con
parametros de tiempo y velocidad establecidos, a partir de una muestra de sangre
periférica'’ y se activa con Cloruro Calcico.*

Los datos clinicos revelan que el uso de PRFC actuaria como una matriz favorable para
el desarrollo de la curacién sin procesos inflamatorios excesivos generando la liberacién
de citoquinas'?, en tanto estudios histoldgicos revelan que favorece la proliferacién de

1'%, estimula la angiogénesis, mitogénesis, la

fibroblastos'®, la sintesis de Colageno tipo
permeabilidad e induce el crecimiento del tejido epitelial.'>*®

En este contexto, iniciar el estudio y desarrollo de concentrados plasmaticos autdlogos
derivados de plaquetas resulta alentador y el PRFC podria constituir un nuevo paso en

el concepto del uso del gel plaquetario como terapéutica para la cirugia reconstructiva.

OBJETIVO
El objetivo de este estudio fue analizar mediante estudios histoldgicos los efectos del
Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRFC) durante el proceso de cicatrizacion en

heridas provocadas por los colgajos de piel en conejos.

MATERIALES Y METODOS

1- Modelo animal y toma de muestra



Las experiencias in vivo se realizaron en un lote de 12 conejos albinos neozelandeses
(Oryctolagus cuniculi) machos y hembras, clinicamente sanos, de peso y tamano
uniforme (4,5 Kg). Todos los procedimientos de manipulacion del modelo animal
seleccionado fueron previamente aprobados por el Comité de Etica de la UNRC. En cada
conejo se tomd muestras de sangre venosa con anticoagulante (Citrato de Sodio 3,8%)
y se centrifugaron a 1800 rpm durante 8 min. En los tubos se obtuvieron 3 fracciones
de separaciéon, una serie inferior roja, una media blanca y una superior,
correspondiente al plasma. El sobrenadante plasmatico proximo a la serie blanca es el
gue se extrajo asépticamente mediante el empleo de una pipeta Pasteur estéril y se
colocé en un nuevo tubo estéril conteniendo los volimenes de PFRC.¢

2- Diseino experimental in vivo

2.1- Procedimiento quirdrgico, inoculacion y evaluacion histoldgica

Todos los conejos se sometieron a procedimiento quirdrgico con anestesia general en el
Hospital de Clinica Animal perteneciente a la Facultad de Agronomia y Veterinaria
UNRC.

En cada animal se realizaron dos colgajos cutaneos de patron al azar por deslizamiento
de avance en cada lado del dorso (derecho e izquierdo), de forma rectangular (1x3
cm), en sentido longitudinal y paralelo a la columna vertebral, se resecd un defecto de
1x1 cm de piel y se colocd el material de estudio de la investigacién. En el lecho del
colgajo derecho se aplicd un volumen de PRFC, previamente activado con CICa y en el
izquierdo, se administr6 un volumen de CINa (0,9%), representando el control sin
tratamiento. La administracién se realizd por Unica vez. Posteriormente, se suturd la
piel con patron de puntos simples. Durante un periodo de 30 dias en todo el lote de
animales se tomaron biopsias de piel de los bordes de las heridas alos 3, 5, 7, 15y 30
dias (poscirugia). Las mismas se procesaron para su evaluacion histoldgica. Se fijaron
en solucion acuosa de formaldehido (10%) y se incluyé en parafina. Se realizaron
cortes histoldgicos de 4 um de espesor y se tifleron con hematoxilina y eosina. El
analisis histolégico de los cortes se realizd por observacion directa en microscopio
Optico (40x) en cinco campos aleatorios de cada preparado.

Para estimar la evolucién en el proceso de cicatrizaciéon del tejido se midieron las
siguientes variables: células mononucleares y PMNs, proliferacion vascular,

fibroblastos, colageno y reepitelizacion. Se empled una escala semicuantitativa en cada
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biopsia (0: ausente; 1: discreto; 2: moderado; 3: acentuado) para determinar la
evolucion gradual de los cambios en los colgajos.

3- Analisis Estadistico

Se realizaron comparaciones entre los colgajos tratados y control en relaciéon a las
variables. Las experiencias se realizaron por triplicado. Los datos obtenidos a partir de
las variables (PMNs, mononucleares, proliferaciéon vascular, fibroblastos, coldageno y
reepitelizacidn) se sometieron a test de Student. Para las diferencias entre las medias

de los grupos se establecidé una significancia estadistica con un valor p<0,05.

RESULTADOS

En la evaluacidén histolégica para la reaccion inflamatoria de la herida se evalud la
presencia de células mononucleares y PMNs y no hubo diferencias estadisticamente
significativas en relacion a PMNs entre los colgajos tratados y control (p = 0,82)
durante todo el periodo de estudio (30 dias). En relacidn a la presencia de células
mononucleares en los colgajos con PRFC se observé un aumento a partir del dia 3
poscirugia y un incremento significativamente mayor a los 7 dias en comparacién al
control.

De manera similar, al evaluar la proliferacién de fibroblastos se observd diferencias
estadisticamente significativas, fue significativamente mayor en los tratamientos con
PRFC durante toda la experiencia, alcanzando valores promedios maximos a los 15 y 30
dias del ensayo. En la Figura 1, se observa histoldgicamente en una muestra de la
dermis papilar de piel de conejo una elevada proliferacion de fibroblastos a los 15 dias
de tratamiento con PRFC. A partir del dia 5 se hallé un importante nivel de proliferacién
vascular temprana y un aumento vascular estadisticamente mas significativo al finalizar
la experiencia en los colgajos tratados en comparacion a los controles (Figura 2). Los
valores medios para colageno y reepitelizacion cuando se emplea PRFC en las heridas
de piel fueron significativamente mayores que los controles a partir del dia 7. En la
figura 3 se observa una muestra de piel tratada con PRFC a menor aumento
microscopico (10x), donde claramente se evidencia un engrosamiento del epitelio plano
estratificado con una abundante capa de queratina. Al finalizar la experiencia, el

analisis histoldgico de las biopsias de piel tratadas con PRFC mostré una abundancia de



fibroblastos y fibras colagenas en la dermis papilar y una reorganizacién del material

fibroso en la dermis reticular (Figura 4).

DISCUSION

Los examenes histopatolégicos de cortes de tejidos son herramientas valiosas para
estimar la evolucién en la reparacidon de los tejidos en diversos modelos animales de
experimentacion. Tal lo mencionado en la bibliografia ** la cicatrizacidn de la piel es un
proceso de complejos mecanismos celulares, moleculares, fisiolégicos y bioquimicos,
gue por medio de la quimiotaxis, proliferaciéon, depdsito y reorganizacion de la matriz
extracelular conducen al cierre de los tejidos lesionados

Los hallazgos del ensayo para la inflamacion fueron significativos para las células los
mononucleares y no asi para los polimorfonucleares, estos Ultimos se sabe!? son
reclutados después de la aparicion de la lesidon para realizar la fagocitosis de las
bacterias, la descomposicion del tejido necrético y promover la limpieza de la herida, a
continuacion, por factores quimiotacticos reclutar macréfagos que trabajan en la
remodelacién de la matriz extracelular y también la liberacion de sustancias
vasoactivas y factores crecimiento para ayudar en las fases posteriores de la
inflamacion que modulan la respuesta inflamatoria.'™*

Los resultados al evaluar la intensidad de la proliferacion de fibroblastos demostraron
durante todo el estudio los mas altos valores medios, los fibroblastos tienen por
principal funcion el mantenimiento de la integridad de tejido, mediante sintesis de
componentes de la matriz extracelular y participan de la composicion del tejido

granulacidn.” Este hallazgo acuerda con reportes >

gue consideran al PRFC como un
material bioldégico que actla mediante una matriz polimerizada de fibrina rica en
plaquetas y citoquinas que favorecen la proliferacidon de fibroblastos.

La intensa vascularizacion observada en este estudio después del tratamiento con el

15> que demostraron la eficacia de los diferentes

PRFC, fue similar a los hallazgos
factores de crecimiento del plasma sobre heridas en tejidos blandos con una acelerada
evolucién y correlacionan este hecho con los factores de crecimiento que se encuentran
en las plaquetas, responsables de actuar en las primeras etapas de curacidon. Ademas
los fibroblastos tienen efectos en la proliferacion y diferenciacién de los queratinocitos,

esencial en la reepitelizacién y en la deposicion de colageno, que se relaciona con los
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hallazgos de este trabajo® y conduce a la comprensidon que el uso de PRFC en los
colgajos cutaneos contribuyd el proceso de curacion.

La rapida reepitelizacion y depdsito de fibras de colagenas debida a la
abundancia de fibroblastos en las biopsias de piel tratadas, demuestran el
efecto regenerativo del PRFC en los tejidos del modelo animal estudiado. Estos
hallazgos coinciden parcialmente con estudios'® que demostraron un efecto
semejante sobre el aumento significativo de fibras coladgenas en la reparacion
de heridas quirurgicas de piel en un similar modelo animal con empleo de
concentrado plaquetario.

Hay reportes '”'® de los estimulos inducidos por los factores de crecimiento como

método para mejorar la sobrevida tisular que acuerdan con nuestro estudio.

CONCLUSIONES

En conclusién, el empleo de PRFC sobre la cicatrizacién de heridas en este modelo
animal podria constituir no solo una alternativa terapéutica para promover la
regeneracion de tejidos, sino también, un potencial bioproducto con futura aplicacion

tecnoldgica, a muy bajo costo.
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ANEXOS

Figura 1. Corte histoldgico de piel de conejo. Se observa en la dermis papilar una
abundancia significativa de fibroblastos a los 15 dias en los colgajos tratados con PRFC

(microfotografia 40x).



Figura 2. Abundante neo-vascularizacion en corte histolégico de piel de conejo. A los 30
dias de tratamiento con PRFC, en la zona de dermis papilar, los colgajos presentaron

mayor cantidad de vasos sanguineos (Microfotografia 40x).

Figura 3. Corte de piel de conejo tratada durante 15 dias con PRFC. Se visualiza el
engrosamiento de la epidermis (epitelio plano estratificado) y una gruesa capa de

gueratina (microfotografia 10x)
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Figura 4. Corte histologico de piel de conejo a los 30 dias postratamiento con PRFC. Se
observa incremento de fibras colagenas y abundante presencia de fibroblastos en la

dermis papilar. Existe reorganizacion del material fibroso en la dermis reticular

(microfotografia 40x).
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