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RESUMEN

Con el objeto de evaluar la utilizacién del suero rico en plaguetas (PRP),
solo o combinado con otros activadores celulares, como son el cloruro
de calcio y/o latrombina, sobre el proceso de cicatrizacion de la piel en
conejos con heridas inducidas artificamente, se llevo un experimento
en la cual se utilizaron 10 unidades experimentales, a los cuales se les
realizaron 3 heridas (incisiones quirtrgicas de 5 cm), una en la zona
de la espalda entre T4y T8, y dos en los omoplatos, las que fueron
posteriormente tratadas con PRP como inductor de la cicatrizacion
(T1), PRP + PRP con CaCl,(T2)y PRP con Trombina(T3). Los efectos
cicatrizantes de los 3 tratamientos fueron evaluados los dias (d) 7
post-operacion, mediante la evaluacion macroscopica de la herida
y, en el d 15 se realiz6 la evaluacion del tejido, con la metodologia
de tincion tricromia de Masson. Los resultados consistieron en
conseguir: tejido conectivo fibroso, presencia de fibroblasto,
presencia de elementos mediadores de la inflamacion, tales como
neutrdéfilos, linfocitos e histocitos, presencia de neovascularizacion
y la cicatrizacion completa; todo ellos codificados en una escala
semicuantitativa donde se colocé 1si el hallazgo fue leve, 2 de forma
moderaday 3 completo. Los resultados obtenidos indicaron la no
existencia de diferencia estadistica(P<0,05) entre los 3 tratamientos
aplicados, no obstante, todos ellos demostraron un avance efectivo
en el proceso de cicatrizacion en la piel de los conejos, al demostrar
un claroindicio de aceleracion de los procesos de vascularizacion y
laabundanciay proliferacion de los fibroblastos desde el d 7, lo cual
acorta el tiempo de sanacion de las heridas, consolidando al PRP
como una alternativa terapéutica en la reparacion de tejidos.
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ABSTRACT

In order to evaluate the use of platelets-rich serum (PRP), alone or
combined with other cellular activators, such as calcium chloride and
/ or thrombin, on the skin healing process in rabbits with artificially
induced wounds. To do this, 10 experimental units were used to
which 3 surgical incision wounds of 5 cm were made, an area of the
back between T4 and T8 and two in the shoulder blades, which will
be treated with PRP as a healer (T1), PRP + PRP with CaCl,(T2) and
PRP with Thrombin (T3). The healing effects of the 3 treatments
were evaluated on days (d) 7 post-operation action, by microscopic
evaluation of the wound and on d 15 the tissue evaluation will be
carried out, with Masson'’s trichromy staining methodology. The
results consisted of obtaining: fibrous connective tissue, presence
of fibroblast, presence of elements that mediate inflammation
such as neutrophils, lymphocytes and histocytes, presence of
neovascularization and complete healing; all of them coded on a
semi-quantitative scale where 1is placed if the finding was mild,
2 moderately and 3 complete. The results obtained indicated the
non-existence of statistical difference (P<0.05) between the 3
treatments applied, however, all of them demonstrated an effective
advance in the healing process in the skin of rabbits, by demonstrating
a clear indication of acceleration of the vascularization processes
and the abundance and proliferation of fibroblasts from d 7, which
shortens the healing time of wounds, consolidating PRP as a
therapeutic alternative in tissue repair.

Key words: Oryctolagus cuniculus; healing; plasma; thrombin;
calcium chloride
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INTRODUCCION

Las heridas quirurgicas constituyen una de las citas mas habituales
de consulta en cirugia veterinaria. El desconocimiento de los principios
basicos del abordaje sobre el tratamiento de este tipo de herida podria
desencadenarse en peores complicaciones, con secuelas permanentes,
ya sea en la funcion anatémica o la estética del animal [17].

Una herida es una interrupcién de la integridad anatomica,
fisiologicay funcional del tegumento, piel y mucosas. Se considera
que la etiologia es un agente fisico de tipo mecanico. Los signos
y sintomas son dolor, hemorragia, separacion de los bordes e
inflamacién y su cicatrizacion requiere un complejo balance entre
elementos de la matriz y factores de crecimiento (FC)[7].

Como es sabido, la piel es el érgano mas grande, tanto en el ser
humano como en los animales, tiene un alto grado de importancia
debido a que ésta cumple con varias funciones en el cuerpo entre
las que se destacan la termorregulacion, la sensibilidad, proteccion,
funciones metabolicas, entre otros[23]. Se encuentra formada por
tres diferentes capas: epidermis, dermis e hipodermis. Estas tres
capas forman parte de la mayoria de los mamiferos, sin embargo,
en el caso de los conejos (Oryctolagus cuniculus), existe una capa
denominada pelicula, conformada por un musculo esquelético
subcutaneo, esta capa tiene mas importancia cuando se trata de
comercializar su piel ya que en el proceso de curado y su remocién
es diferente a la habitual [20].

De alli que sea de suma importancia entender los mecanismos
etioldgicos que producen las heridas para establecer el alcance
de la lesion, en cuanto a cantidad de tejido necrotico y grado de
contaminacion presente en la misma; ya que estos mecanismos son
factores clave a la hora de orientar el tratamiento mas idoneo y el
tipo de cierre o cicatrizacion que hay que emplear[5].

La cicatrizacion es un proceso dindmico que combina eventos
fisicos, quimicos y celulares para regenerar el tejido lesionado o
sustituirlos por colageno [5]. También una herida se refiere a una
complejidad que caracteriza el balance entre elementos que jueganun
papel importante en el proceso de larestauraciony que depende de
una serie de elementos, tales como: la base o matriz, FC, eritrocitos,
tamano, tension, movilidad, infeccion y tejido subyacente[7,19].

En el proceso normal de cicatrizacién en los animales en general,
se diferencian 4 etapas: una primera fase denominada inflamatoria,
que ocurre entre el primer y segundo dia (d) y que se caracteriza por
una respuesta vasculary otro celular, manifestadas por vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad vascular y aparicién de leucocitos,
formandose una costra que sella la herida. Durante este periodo,
el tejido no recupera una fuerza de tension apreciable y depende
unicamente del material de sutura para mantener su posicion. Una
segunda fase llamada proliferativa, que se da entre el tercery décimo
cuarto d. En este periodo, aparecen los fibroblastos(células germinales
del tejido fibroso) que van a formar el tejido de granulacion, compuesto
por sustancia fundamental y colageno. Ademas, ocurre recanalizacion
de los vasos linfaticos y se forman capilares sanguineos.

Fase de remodelacion: Se extiende entre el décimo quinto d hasta
que se logra la cicatrizacion completa (seis meses a un ano). El
principal evento fisiolégico es la epitelizacion y el aumento progresivo
de la fuerza tensil de la piel (del 70 al 90 % de la fuerza de tension
original). Posteriormente, ocurre la remodelacién del coldgenoy la
regresion endotelial, traducida clinicamente por una disminucion
del color de la cicatriz[25].
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Las cirugias abiertas en animales comprenden una practicainvasiva
pero esencial que, a diferencia de otros métodos, permiten al veterinario
observar con mayor claridad lazona enla que se requiere intervencion,
aunado a esto es posible la palpacion lo que representa un gran plus
alahora de identificar el &rea afectada[22]. La recuperacion post-
cirugia es una etapa con igual importancia que la operacion, ya que
requiere de cuidados especiales para evitar que la herida sufra alguna
complicacion, favoreciendo asi una cicatrizacion mas acelerada[28].

Laforma en la que se tratan las heridas ha ido evolucionando con
el pasar del tiempo y lainvencion de la asepsia, ya que antiguamente
se usaba incluso heces de animales para tratar las heridas de los
humanos, por lo que las infecciones no solo se hacian presentes, sino
que se creia que era parte del proceso de curaciony cicatrizacion[22].

El uso del plasma rico en plaquetas (PRP), aunque relativamente
nuevo, presenta varias ventajas que permiten, que los procesos de
curacion mejoren, tanto en el tiempo como en la efectividad de los
mismos, a esto hay que agregar que sus efectos secundarios son minimos
[14]. Laregeneracion acelerada que brinda este método, es debida
especificamente a las plaquetas en si, ya que su funcion primordial
es la de reparacion de tejidos contribuyendo con la cicatrizacion [11].

Eluso de PRP, que no es mas que el liquido previamente procesado
de sangre extraida del paciente a tratar, cuya principal caracteristica
es poseer una cantidad de plaquetas por encima de la media, es la que
ayuda principalmente a la regeneracion de la piel y tejido 6seo [10].

La efectividad del PRP en Medicina Humana ya ha sido probada
y su aplicacion se ha dirigido principalmente en la recuperacion de
huesos fracturados; este método se esta aplicando de la misma forma
en animales, teniendo excelentes resultados con la combinacién de
terapia fisica[6, 26].

La cicatrizacion es un proceso que lleva a su vez varias etapas,
en las cuales no solo se requiere de cuidado especiales, sino que
el tiempo es un factor importante, por lo tanto, el uso de PRP
favoreceria una rapida recuperacién 6sea, regeneracion de tejidos
y la disminucién del sangrado[1].

EnlaPRP, lafuente del tratamiento la constituye el mismo paciente
(su propio plasma), por lo que el rechazo llega a ser minimo, sugiriéndolo,
por lo tanto, como una opcion viable y seqgura en muchos procesos
postquirurgicos, aunado a lo que ya se ha mencionado, en que tanto
en el equipo como el entrenamiento, requerido para la obtencion del
PRP es minimo, y el costo del tratamiento es relativamente econémico
en comparacion con otros procesos terapéuticos de eleccion[9].

Comoya se indict con anterioridad, el uso de la PRP ha sido enfocado
principalmente enla Medicina Humana, sin embargo, su utilidad puede
serigual de evidente en la Medicina Veterinaria[13], aunque los estudios
en esta Ultima son menos, los mismos, presentan resultados positivos
de restauracion, como lo indica Gonzalezy col.[11], cuyos resultados en
tratamientos para enfermedades degenerativas de las articulaciones
en equinos (Equus caballus) son alentadores; sin embargo, requiere
de mucha mas investigacion; de igual manera Mickleson y col. [18]
exponen que el uso de PRP al tratar heridas en una gran cantidad de
animales silvestres, se obtiene una recuperacién mas eficiente en
cuanto a tiempos se refiere.

Otras de las aplicaciones experimentales del uso de PRP en
Medicina Veterinaria la constituye los citado por Ozgursoy y col.[21],
quienes demostraron en sus estudios que es posible tratar heridas a
nivel de las cuerdas vocales, mediante la administracion de 6 dosis de



PRP inyectadas localmente, logrando con ello, tanto una mejoraen el
estado de las mismas, asi como la ausencia de efectos secundarios
severos. Mientras que Bonillay col.[2] sefalan que, la mejora en
heridas epidérmicas posterior a la aplicacion de PRP comparado,
con el control en piel de conejos fue evidente colaborando en gran
medida en la relacion del tejido danado.

El proceso de curacion de una herida requiere de diversos
componentes que permitiran que la misma recorra las diferentes
etapas por las que ésta atraviesa sin complicaciones, ya que debido
ala complejidad de este proceso el tiempo es un factor importante,
dando al cuerpo la libertad de soportar estas fases sin dificultades
[16]. Cabe recalcar, que, sinimportar el tamafio de la incision, el riesgo
sigue estando presente al tratarse de la interrupcion del tejido de la
piel, por lo que, tanto la asepsia como el cuidado son importantes en
este proceso[4].

Teniendo en cuenta estos estudios previos, se puede afirmar que el
uso de PRP es bastante fiable, aunque el uso en animales no ha sido
de manera rutinaria, por esas razones se planteo esta investigacion,
cuyo objetivo fue la evaluar el uso de PRP, solo o con la ayuda de otros
activadores celulares(cloruro de calcio y trombina) sobre el proceso
de cicatrizacion de heridas quirurgicas en pequenos mamiferos,
especificamente en conejos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de las unidades experimentales

El experimento se llevé a cabo sobre 10 pacientes experimentales
(UP) de la especie cunicola, que debian cumplir con los siguientes
criterios: de aproximadamente 3 a 6 meses de edad, sexo hembra,
raza mestizay con un peso corporal promedio de 2,5 kilogramos (kg).
Dichos pacientes fueron sometidos a tres tratamientos:

. T1: PRP solo
. T2: PRP + cloruro de calcio
. T3: PRP + Trombina.

Para minimizar la variacién individual, referido a posible respuesta
cicatricial individual, a cada UP(coneja), se le realizaron 3 incisiones
sobre la piel a nivel del dorso de los pacientes, en donde se le aplico
cada uno de los tratamientos sefalados para la cicatrizacion.

Protocolo de realizacion de heridas

Para provocar las heridas en las 10 conejas, se le coloc6 en decubito
esternal, a fin de exponer el dorso del paciente y realizar la tricotomia en
esta zona. De forma posterior se realizo la asepsia de lazona aincidir.

A cadauno de los pacientes se les realizo 3 incisiones quirdrgicas
de forma horizontal y vertical, es decir, cuando se realizaron las
disecciones se obtuvo: herida dorsal derecha, herida dorsal izquierda
y herida dorsal media, siguiendo la linea de los omoplatosy T4-T8
(FIG. 1). Por este método se obtuvieron las heridas con una distancia
aproximada de 5 centimetros (cm), diseccionando las 3 capas de la
piel (epidermis, dermis e hipodermis). Previo a la realizacion de las
incisiones quirurgicas en los conejos, ellos fueron tranquilizados
con diazepam a dosis de 1 miligramo-kg'(mg-kg™), y mezcla de
clorhidrato de xilazina a dosis de 5 mg-kg™ con clorhidrato de ketamina
a dosis de 35 mg-kg™, administrada por via intramuscular [29], el
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FIGURA 1. Zonas de referencia donde se realiz6 la diseccién para
la toma de muestra

mantenimiento se realiz6 con isoflurano al 3 % con un flujo de oxigeno
de 2 litros-minutos™(L-min™') a través de mascarilla facial [ 27].

Una vez culminada las disecciones, le fueron aplicando los
tratamientos (PRP) y se procedié a suturar la herida, quedando
distribuido de la siguiente forma en cada animal: en la herida derecha
se introdujo solo plasma(T1), en la herida media; PRP + cloruro de
sodio(T2)y enla herida izquierda; PRP +trombina(T3). Después de un
rango de 7 d se realizé la extraccion de una muestra de las 3 heridas
de cada conejo para ejecutar los respectivos analisis histolégicos
para ver su evolucion.

Plasmarico en plaquetas

ElI PRP se obtuvo de la sangre del mismo paciente; para ello se
extrajo del mismo ejemplar una muestra de sangre 2 mililitros (mL),
anadido a un tubo conteniendo citrato de sodio como anticoagulante,
la sangre fue extraida de la vena yugular. Esta muestra, luego se
sometid a un proceso de centrifugado (Bionote, modelo Mini 10, Corea)
durante un tiempo de 5 min a una velocidad de 1200 G, con el objetivo
de separar los globulos rojos (GR)y el resto de elementos celulares.

La capa superior contentiva de los GR fue extraida, lo cual permitié
obtener un material con un alto contenido de plaquetas, que ademas
cuenta con proteinas estabilizadoras, factores de crecimiento,
nutrientes, entre otros. Este producto presenta el contenido de
plaquetas de tres a siete veces superior a una muestra normal, una
vez concluido con el proceso de centrifugado [26].

Respuesta al tratamiento

Para la comprobacion de la efectividad de los tratamientos se
utilizé la técnica de Tricromia de Masson (TTM)[2], la cual muestra
el avance del proceso de cicatrizacion, tanto alos 7, como los 15
d post-cirugia. Esta técnica constituye una técnica de coloracién
especial, donde se emplean tres colorantes para diferenciar el nicleo
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celular, el citoplasmay las fibras de colageno, estas ultimas son las
indicadoras de cicatrizacién, y se aprecian bajo el microscopio como
unas fibras gruesas o haces.

Andlisis estadistico

Las variables respuestas evaluadas como proceso de cicatrizacion
en el paciente consistieron en conseguir: presencia de tejido conectivo
fibroso, de fibroblasto, de elementos mediadores de la inflamacién,
tales como neutrdfilos, linfocitos e histocitos, de neovascularizacion
y la cicatrizacion completa; todo ellos codificados en una escala
semicuantitativa donde se coloca 1si el hallazgo fue leve, 2 de forma
moderaday 3 completa.

El analisis de los datos se realizo mediante la prueba de Kruskal-
Wallis[24], para comparar los tres tratamientos(T1, T2y T3), en cada
una de las fases del proceso de cicatrizacion medidosalos7y15d
post cirugia mediante el paquete estadistico (SAS)[24].

RESULTADOS Y DISCUSION

La cicatrizacién es el proceso que se da para reparar los tejidos
danados. Cuando un individuo presenta una lesion o se le realiza de
forma experimental una herida, como este caso, se desencadena una
serie de eventos fisioldgicos que culminaran con la reparacion del tejido,
llegando incluso a sobreponerse temporalmente entre si[ 3, 8, 15].

La cicatrizacién, comienza inmediatamente después de una
lesion o incision y consiste en una perfectay coordinada cascada de
eventos celulares y moleculares que interactuan para que ocurra la
reconstitucion del tejido[17]. El proceso se divide en fases: inflamatoria,
proliferativay de remodelacion. La etapa inflamatoria se caracteriza por
el reclutamiento de leucocitos (neutrofilos y macréfagos) hacia el lugar
de lalesion. Enlafase proliferativa, que presenta un tiempo estimado
de5a20d, ocurre lamigracion de queratinocitos, fibroblastosy células
endoteliales, resultando en la nueva epitelizacién, con formacion
de tejido de granulacién y neovascularizacion. Por ultimo, en la
maduracion, el exceso de colageno es degradado y varias enzimas
proteoliticas conducen a la reparacion del tejido [ 21]. Estos procesos,
etapas o fases se pueden apreciarenla FIG. 2.

Enla TABLA | se muestran los hallazgos detectados alos 7 d
post cirugia, de acuerdo al tratamiento aplicado sobre la herida del
paciente. En el mismo se puede apreciar las cinco etapas o fases de
cicatrizacién estudiadas, por tratamiento y el grado de resolucion.

Enlamisma, se observan las respuestas totales por tratamiento, que
al plasmar los valores a través de la FIG. 3, se aprecia de forma visual
que los tratamientos T1y T3 son bastantes similares, mientras que el

FIGURA 2. Caracteristicas histologicas de la reparacion de la piel en
conejos tratados con PRP. Secciones histoldgicas representativas de la
piel tefiidas con H&E. | a. Fibrosis y fibroblastos, zonas de hemorragia
e inflamacién heterofilica. | b. Inflamacién linfoplasmocitica asociada
a fragmentos de pelo (furunculosis). | c. Inflamacién y fibrosis
rodeando a fragmento de sutura. Aumento de 40X. | d. Tejido epitelial
con escaso tejido de granulacion y Epitelizacion completa

T2 esligeramente diferente, al presentar mayor numero de incidencias
de cicatrizaciéon moderada y menor cantidad de cicatrizaciones leve.
Sin embargo, al comparar los tratamientos de esta manera global,
siguiendo el procedimiento de Kruskal-Wallis [24], este resulto no
significativo (P = 0,286), por lo tanto, después de transcurridos 7 d, a
nivel general, no se puede establecer diferencias entre tratamientos.

Enla TABLA Il se muestran los resultados de la prueba de manera
particular para cada uno de los factores que senalan indicios de
cicatrizacion al d 15 post incision experimental. En la misma se
evidencia que no se presentaron diferencias estadisticas (P>0,05).

De manerasimilaralo ocurridoalos 7d, se plasman los valores totales
derespuestaalos15denlaFIG. 4. En ese momento, los tratamientos T1
y T2 se comportan bastante similaresy T3 un poco diferente en cuanto
al numero de cicatrizaciones moderadas y completas. La prueba de
Kruskal-Wallis para contrastar estos resultados generales resulta ser
no significativa(P=0,845). Aunque en T3 se podria indicar la presencia
de mayores casos resueltos de manera completa, la prueba no coincide
con la apreciacion visual; en general, en el lapso de 15 d después de

TABLA I
Grado de respuesta a la cicatrizacion, de acuerdo al tratamiento a los 7 dias

T1 Solo Plasma (%)

T2 Plasma + CaCl; T3 plasma + Trombina

Variable Leve Moderado Completo Leve Moderado Completo Leve Moderado Completo
Presencia de Inflamacién 60 20 20 20 80 0 70 20 10
Tejido Conectivo Fibroso 20 60 20 0 70 30 10 60 30
Presencia de Fibroblastos 40 40 20 10 60 30 20 60 20
Presencia de Neovascularizacién 50 50 0 20 70 10 40 60 0
Presencia de Epitelizacion 0 30 70 0 60 40 10 30 60
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FIGURA 3. Totales de respuesta por tratamiento a los 7 dias posterior
a las incisiones

FIGURA 4. Totales de respuesta por tratamiento a los 15 dias
posterior a las incisiones

TABLA IT
Grado de respuesta a la cicatrizacion, de acuerdo al tratamiento a los 15 dias

T1 Solo Plasma (%)

T2 Plasma + CaCl, T3 plasma + Trombina

Variable Leve Moderado Completo Leve Moderado Completo Leve Moderado Completo
Presencia de Inflamacién 60 20 20 20 80 0 70 20 10
Tejido Conectivo Fibroso 20 60 20 0 70 30 10 60 30
Presencia de Fibroblastos 40 40 20 10 60 30 20 60 20
Presencia de Neovascularizacién 50 50 0 20 70 10 40 60 0
Presencia de Epitelizacién 0 30 70 0 60 40 10 30 60

la incisién, no hay suficientes evidencias que indiquen la diferencia
entre tratamientos.

A la luz de los hallazgos en este estudio, indica que, el uso del
PRP, solo o combinado, mostré siempre un comportamiento similar.
Destacando eso si, que el proceso de cicatrizacion se inicio pronto,
debido al uso de la base activa PRP, el cual se fundamenta en la
modulaciony aceleracion de los procesos cicatrizales a partir de los
factores de crecimientos presentes en las plaquetas, los cuales son
iniciadores de los procesos de regeneracién[2].

Trabajos previos en animales plantean el uso del PRP como una
alternativa terapéutica en la reparacion de tejidos (cicatrizacion), ya que
aligual que en este ensayo, se aceleran los procesos de vascularizacion
y laabundanciay proliferacion de los fibroblastos desde el d 7, lo cual
acorta el tiempo de sanacién de las heridas[2]. Similares resultados
se obtuvieron en experimentos comparando PRP autélogo, heteroélogo
y homologo en procesos experimentales de cicatrizacion[12,19].

CONCLUSIONES

El uso de PRP, solo o combinados con otros activadores celulares,
como el caso de CaCl, o Trombina, mejoran significativamente el
proceso de cicatrizacién, dado el alto porcentaje obtenido, los procesos
de vascularizacion y la abundancia y proliferacion de los fibroblastos

desde el d 7en adelante. Esto indica que la sola base del PRP demuestra
un potencial uso terapéutico de esta metodologia en los procesos de
regeneracion de la piel. El uso del PRP, solo 0 combinado, no mostro
diferenciaen la cicatrizacion de la piel en conejos en ensayo experimental.

Conflicto de interés

Los autores confirman que no existen conflictos de interés en el
presente estudio.
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