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Resumen

Abstract

Las plaquetas poseen mds de 20 factores de creci-
miento en sus granulos. Su secrecién promueve la repa-
racion de heridas. La cicatrizacién es un intrincado
proceso en el cual intervienen no solo los factores pla-
quetarios proangiogénicos sino también factores antian-
giogénicos. La preservacion por congelacion de las
plaquetas empleada para su preservacion, desestabiliza y
activa la membrana plaquetaria alterando sus propieda-
des. En el campo del tratamiento de heridas recalcitran-
tes en pacientes debilitados o con enfermedades crénicas,
el uso de preparaciones plaquetarias en forma de plasma
fresco congelado, las preparaciones plaquetarias sonica-
das, las preparaciones congeladas y deshidratadas y el
uso de fragmentos de dermis alogénica, confiere efectos
beneficiosos, logrando mejores tiempos de cierre en las
heridas y menor alteracion de la morfologia de la cica-
triz final.

En el presente articulo, describiremos los estudios que
han demostrado estos efectos, asi como las encrucijadas
actuales y los estudios que debemos esperar en un futuro
no lejano.

Platelets store more than 20 growth factors in their
granules. Their secretion promotes wound healing and
repair. The intricate wound healing process involves not
only the angiogenic platelet factors but also de anti-an-
giogenic ones. The process of platelet preservation, such
as freezing, disrupt the platelet membrane structure and
their angiogenic properties causing platelet activation. In
the field of wound healing and the management of recal-
citrant wounds in debilitated and chronically ill patients,
there have been several studies. These studies have fo-
cused on the use of the different platelet preparations
such as fresh frozen plasma, frozen-dried platelet rich
plasma, sonicated platelet rich plasma and the use of alo-
genic acelular dermis. Platelet preparations posses posi-
tive effects on wound healing with little alterations of the
final scar tissue.

In this article we will describe and discuss the studies
that have involved the use of these platelet rich prepara-
tions in the filed of wound healing and we will also state
the road blocks and the studies that will come in the near
future regarding the use of platelets products in the field
wound healing.
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Introduccion

La agregacion plaquetaria, que es el proceso inicial
de la hemostasia, estimula la liberacién de factores de
crecimiento que regulan la reparacién de heridas (Tabla
I), entre los que se encuentran el factor de crecimiento
derivado de plaquetas - BB (PDGF-BB, Platelet Derived
Growth Factor), el factor de crecimiento epidérmico
(EGF, Epidermal Growth Factor), el factor de creci-
miento de transformacién - B (TGF-B,Transforming
Growth Factor B) y el factor de crecimiento del endote-
lio vascular (VEGF, Vascular Endotelial Growth Factor).
Diversos grupos han estudiado el papel de estos factores
plaquetarios de crecimiento en la reparacion de las heri-
das y el efecto perjudicial que conlleva su ausencia en
los pacientes diabéticos con heridas de dificil manejo.

Los cambios temporales en la concentracion de facto-
res de crecimiento en el lecho vascular de las heridas, aun-
que no en su contraparte plasmatica, indican la importancia
de su papel en la reparacion de las mismas. El uso sinér-
gico de diferentes factores de crecimiento ha mostrado me-
jorfas significativas en la reparacion de las heridas. El
mecanismo por el cual las plaquetas inducen la prolifera-
cion vascular en las heridas es, en gran medida, incierto.

Los factores de crecimiento plaquetarios se almace-
nan en los granulos & de las plaquetas. Estos de dividen
en compartimentos pro y antiangiogénicos respectiva-
mente, dependiendo de la naturaleza de los factores que
almacenen. La degranulacién selectiva y temporal de es-
timuladores y / o inhibidores de la angiogénesis, regu-
lada por factores de crecimiento terciarios, culmina en la
adecuada reparacion de las heridas.

En modelos animales de plaquetas disfuncionales, la
angiogénesis de novo se ve disminuida y la funcionali-
dad y madurez de los nuevos vasos sanguineos es menor
(1). Estudios in vitro muestran que las plaquetas también
contribuyen a la reparacion de las heridas estableciendo
una red de soporte del proceso de granulacién y epiteli-
zacion. Ademds, se observan fragmentos plaquetarios en
las extensiones de células endoteliales de los lechos vas-
culares de heridas de 5 a 9 dias de evolucidn, que actian
como una férula sobre la cual se produce la neovascula-
rizacion.

El trabajo en nuestros Departamentos de Cirugia
Plastica y Medicina Vascular, se ha enfocado hacia la
investigacion del papel y de las propiedades de los fac-
tores antiangiogénicos, como el factor derivado del epi-
telio pigmentario (PEDF, Pigment Endothelium
Derived Factor) en la fisiopatologia de la retinopatia
diabética y en la cicatrizacion defectuosa de heridas en
pacientes diabéticos. También, en colaboraciéon con
otros centros hospitalarios, hemos logrado establecer
el papel de los diferentes factores de crecimiento, como
la Endogleina, en la fisiopatologia de la preclampsia en
pacientes diabéticas (2). Actualmente, nuestros Depar-
tamentos estdn trabajando en protocolos para el uso de
preparaciones ricas plaquetas en la cicatrizacion de-
fectuosa de heridas en pacientes diabéticos, centran-
dose en la diferencias en la concentracién tisular de
factores antiangiogénicos y en el posible mecanismo
proangiogénico del uso de estas preparaciones ricas en
plaquetas, a través de la inhibicién de dichos factores
antiangiogénicos.

Glicoproteinas . Factores Mitogenos Inhibidores .
9z Proteoglicanos Cofactores Miscelanea
de Adhesion L Celulares de Proteasas
Hemostaticos
Fibronectina PF4 Fibrinégeno PDGF o2- 1gG, IgA, IgM
Macroglobulina
Vitronectina BTG Factores V, TGF-B o2- Albimina
VII, XTI, XII Antitripsina
Trombospondina | Serglicina ECGF PDCI GPIa
vWF HRGP EGF o2-Antiplasmina
VEGF/VPF PAIl
IGF TFPI
Interlucina - B o2-PI
PIXI
PN2/APP
Inhibidor de C1

Tabla I. Contenido de los granulos alfa plaquetarios y su papel en la reparacion de las heridas
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Encrucijadas en el uso clinico de las
preparaciones plaquetarias

El uso sinérgico de los diferentes factores de creci-
miento constituye una dificultad prictica en el disefio de
los protocolos de investigacion y su uso clinico. Se ha ci-
tado el uso de gel de plaquetas autlogas, sin embargo, es
dificil lograr predecir la proporcién adecuada entre los
diferentes factores involucrados en el proceso de repara-
cion de las heridas, asi como el momento adecuado para
su administracion.

Un abordaje alternativo seria el tratamiento con pre-
paraciones de plasma rico en plaquetas (PRP). Estas pue-
den concentrar plaquetas y sus factores de crecimiento
hasta 8 veces su concentracion basal sin inducir la activa-
cién plaquetaria. El PRP se utiliza en la actualidad en
combinacidn con injertos de hueso esponjoso para el tra-
tamiento de defectos 6seos en diferentes dreas de la Ciru-
gia Pléstica y Craneofacial, asi como para el tratamiento
de heridas recalcitrantes y del pie diabético (3).

El uso potencial de PRP aut6logo elimina el riesgo de
inmunogenicidad, de reacciones alérgicas y de transmi-
sién de enfermedades infecciosas asociadas a riesgo
transfusional. Sin embargo, estas preparaciones y el gel
de plaquetas aut6logas, han mostrado inconsistencias de-
bidas a las caracteristicas plaquetarias individuales de los
pacientes que frecuentemente poseen comorbilidades de-
bilitantes. Esto ha ocasionado resultados mixtos e incon-
clusos con respecto a la reparacion de heridas (3).

El uso de plaquetas alogénicas sanas, permitiria la ho-
mogenizacion de las preparaciones de PRP; sin embargo,
las reglas internacionales para el almacenaje de hemode-
rivados requieren que las plaquetas sean almacenadas a
temperatura ambiente y desechadas 5 dias después de su
toma. Las plaquetas, retienen su actividad proliferativa
hasta 21 dias después de ser obtenidas y almacenadas a
temperatura ambiente, pero esto acarrea un mayor riesgo
de proliferacion bacteriana y acumulacién de citosinas
pirdgenas, limitando su uso en el campo de la reparacién
de heridas. Como resultado de estas regulaciones e im-
pedimentos, se desperdician grandes volimenes plaque-
tarios catalogados como caducos o no apropiados, lo que
hace que los productos derivados de plaquetas sean cos-
tosos y posean una disponibilidad limitada, a pesar de
que se obtienen cantidades mayores de las necesarias.

Existen varias estrategias disefiadas para prolongar la vida
util de las plaquetas, como el uso de PRP amortiguado con
carbohidratos protectores como la sucrosa y la trehalosa.

La refrigeracion (4°C) y la criopreservacion plaqueta-
ria (-80 a -196°C) reducen el riesgo de colonizacién bac-
teriana, pero ocasionan activacion plaquetaria irreversible.
Se han propuesto métodos de estabilizaciéon modulando
las vias intracelulares de la activacion plaquetaria que se
logran con bajas temperaturas, asi como el uso de segun-
dos mensajeros especificos como son el amiloride, la ade-
nosina y el nitroprusiato de sodio (4).

Otro obsticulo con el que nos enfrentamos en el
campo del tratamiento de las heridas recalcitrantes con
preparaciones ricas en plaquetas es lo poco practico que
resulta el almacenaje de las plaquetas crioconservadas a
—196°C, lo que ha dado lugar a la produccion de prepa-
raciones plaquetarias congeladas en seco (FD-PRP, Free-
ze Dried Platelet Rich Plasma).

A continuacion revisaremos los protocolos reciente-
mente disefiados para combuatir los dilemas y encrucija-
das actuales sobre el manejo de los diferentes productos
derivados de las plaquetas, las mas novedosas combina-
ciones y sus efectos positivos sobre la reparacion de he-
ridas, su almacenaje y manejo.

Estabilizacion plaquetaria con Trehalosa

Se ha observado que algunas plantas producen carbo-
hidratos protectores en respuesta a temperaturas extre-
mas y a la deshidratacién celular sostenida. Estos
carbohidratos conforman un enlace directo entre sus gru-
pos hidroxilo y las superficies biomoleculares, despla-
zando las moléculas de agua, estabilizando el
metabolismo celular y preservando la estructura y la fun-
cién bioquimica de la célula. Estos compuestos retardan
la difusion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno, res-
ponsables de parte de la lesion celular. Al asociarse con
dichos carbohidratos, las plaquetas pueden ser sometidas
a congelacion y deshidratacion, preservando sus funcio-
nes enddgenas de degranulacion en respuesta al contacto
con los estimulos in vivo (5).

La disponibilidad de un método de preservacion pla-
quetaria podria disminuir los costos y aumentar la disponi-
bilidad de estos hemoderivados, facilitando su almacenaje
a temperatura ambiente (RT-PLT, Room Temperture Fresh
Platelets), 1o que minimiza la colonizacién bacteriana y
viral de estas preparaciones, favoreciendo su manipulacion.

En el afio 2007, un grupo multihospitalario,finaciado
por el Departamento de Estado y el Departamento de la
Marina de los Estados Unidos de América, investigé los
efectos del uso de preparaciones congeladas y deshidra-
tas (FD, Freeze Dried) de plaquetas (FD-PLT) de edad
menor a 5 dias (FDPI, Stabilized Indated Freeze-Dried
Platelets) o mayor a 5 dias caducas (FDPO, Freid-Dried
Platelets Prepared From Outdated Platelets), compa-
rando los efectos de estas preparaciones sobre la repara-
cion de heridas y la biodisponibilidad de los factores de
crecimiento plaquetarios utilizados como marcadores de
la preservacion de su funcion.

Las FDPI fueron preparadas con PRP de menos de 5
dias desde su toma y las FDPO con PRP de 6 y 15 dias.
El PRP se mezcld con una solucién compuesta por 85
mM/L de citrato de sodio, 65 mM/L de acido citrico y
111mM/L de glucosa, balanceada a un pH de 6.6. El PRP
se centrifugo durante 15 minutos para convertirlo en un
tapon plaquetario. Después de eliminar el sobrenadante,
este tapon se suspendié en una solucién amortiguadora
libre de cationes tipo Tyrode, con 9.5mM/L. de HEPES,

(274
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100mM/L de NaCl, 4.8mM/L de KCI, 12mM/L de
NaHCO3 y 50mM/L de trehalosa balanceada a un pH de
6.8 y con un recuento plaquetario de 1.3x10%/ml liofili-
zado con albumina humana al 5%. La suspension se con-
geld durante una hora y se deshidraté a temperatura
ambiente bajo presion negativa, alcanzando los 25°C du-
rante 12 horas y una humedad del 2 al 5% (6).

Se eligieron 8 ratones genéticamente diabéticos, de 8
semanas de edad, Lep/r-db/db para cada grupo experimen-
tal, a los que se les produjo una herida de 1x1cm en piel y
paniculo carnoso. Los sujetos fueron asignados aleatoria-
mente a uno de los dos grupos y se les aplicé una dosis
Unica de una de las dos preparaciones estudiadas sobre la
herida. En el andlisis in vitro, las FDPO de hasta 9 dias
mantuvieron su capacidad de promover el crecimiento, la
proliferacion celular y la angiogénesis, mostrando una ac-
tividad estimuladora similar a la de las preparaciones RT-
PLT y FDPI. Las FDPO también mostraron
concentraciones de PDGF-BB y de TGF-B1 similares a las
preparaciones de FDPI y RT-PLT. En el andlisis in vivo, se
observé que una sola aplicacion de FDPI o FDPO causaba
un cierre del 90% a los 17 dias postrauma, en comparacion
con un 90% de cierre al dia 21 en las heridas no tratadas. La
aplicacion de muiltiples dosis de FDPO, proporcioné una
reparacion de la herida mds eficiente que la aplicacién de
dosis tdnicas de estas preparaciones. También se observo
un cierre de la herida del 90% en el dia 12 con la adminis-
tracion de dosis multiples, en comparacién con un 90% de
cierre en el dia 17 en los grupos tratados con una dosis tinica
y en el dia 21 en el grupo no tratado.

En el dia 9 del estudio se realizaron biopsias incisio-
nales y andlisis de las heridas no tratadas, asi como de
aquellas tratadas con dosis unicas y mdltiples de FDPI y
FDPO. En el grupo no tratado no hubo reepitelizacion,
mientras que en los grupos tratados se observé una reac-
cion reepitelizadora robusta. La administracion de dosis
multiples de FDPO caus6 mayor drea de reepitelizacién,
asi como hiperplasia en los bordes de la herida.

Este estudio demostré que las preparaciones congela-
das y deshidratadas de plaquetas son efectivas en la esti-
mulacién in vivo e in vitro de la angiogénesis, la
reepitelizacion y el cierre secundario de las heridas, man-
teniendo una concentracion de factores de crecimiento
plaquetarios adecuada hasta 5 dias después de la fecha
de caducidad establecida, lo que promete abrir la puerta
a una reforma en las normas de tratamiento y amortigua-
cion de las preparaciones plaquetarias y a un uso mds efi-
ciente de estos hemoderivados.

Efectos del FD-PRP y comparacion con FFP y PRP
sonicado

El grupo del Laboratorio de Ingenierfa Tisular de la
Universidad de Harvard, se ha enfocado en los dltimos
afios a la comparacién del FFP, FD-PRP, PRP sonicado
(PRPs) y al uso de dermis alogénica en combinacién con
FD-PRP.
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Las preparaciones de plaquetas que utiliza este grupo,
se realizaron dividiendo un volumen plaquetario no ca-
duco, en tres presentaciones de 1.2x10° plaquetas/pL. El
PRPs se prepar6 ajustando la concentracion plaquetaria
de una de las presentaciones con Buffer B. Este amorti-
guador, se compone de 135 mM de NaCl, 11.9 mM de
NaHCO3, 5.6mM de glucosa, 5SmM de HEPES, 2.7 mM
de KCI,2.0mM de MgCl12 y 0.42 mM de NaH2PO4 ajus-
tado a un pH de 7.4. La preparacién fue sonicada durante
10 segundos y congelada a -80°C hasta su uso. El FD-
PRP se prepar6 ajustando la segunda presentacion, con el
Buffer B, y sometiendo la preparacion a un congelador-
deshidratador.

El FD-PRPp se preparé ajustando la tercera presen-
tacion con el Buffer B y una solucion estabilizadora. Esta
solucién se compone de 250 UM de amiloride, 100 yM
de adenosina, 50 UM de nitroprusiato de sodio, 1%(v/v)
de sulfoxido dimetilo, 4% (v/v) de polivinilo de pirroli-
dona y 50 mM de manitol. La preparacién se congeld y
deshidrat6 obteniendo FD-PRP preservado (FD-PRPp)
(7). Las tres preparaciones se almacenaron en nitrégeno
a temperatura de -80°C.

Se realizaron andlisis in vitro de las concentraciones de
PDGF-AB, TGF-B, VEGF y EGF en el PRPs y su sobre-
nadante libre de plaquetas, con el propésito de determinar
la carga de factores de crecimiento, sus niveles plasmati-
cos, su distribucion relativa entre los compartimentos intra
y extracelular en la muestra sonicada y su redistribucion
después del procesamiento. También se determind la ha-
bilidad plaquetaria para liberar factores de crecimiento,
cuantificando la concentracion plasmética de los mismos
antes y después de la activacion plaquetaria.

El modelo experimental fue un modelo de ratones dia-
béticos homocigotos para Lep/r-db/db, masculinos, de
8 semanas de edad, tipo C57BL/KsJ-Leprdb. La herida
se realizé de la misma manera que en los experimentos
descritos previamente. El PRPs se recalent6 en agua tibia
y las preparaciones de FD-PRP y FD-PRPp se rehidrata-
ron hasta conseguir el volumen original predeshidrata-
cidén; se separaron en dosis de 250pL, cada una de las
cuales se mezcl6 con 1U/ml de Trombina justo antes de
su aplicacidén, induciendo la agregacién plaquetaria in
situ. Las heridas se cubrieron con vendajes semioclusivos
de poliuretano. Los animales fueron sacrificados a los
9 dias de postoperatorio (POD); las heridas se fotogra-
fiaron y se resecaron para ser fijadas posteriormente en
solucion de formalina neutral al 10%.

Se analizaron las fotografias de las heridas utilizando
planimetria digital para cuantificar el 4rea del tejido de
granulacion, el didmetro de la herida, el didmetro de epi-
telizacion y el didmetro de contraccidn de la herida con
respectd a los sujetos no tratados. De estas observacio-
nes se establecieron medidas criterio como la brecha epi-
telial (EP) y la brecha dérmica (DG) al POD 9 y se
compararon con las del POD 0. La medida designada
como cierre de herida es la suma de la contraccion y re-
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epitelizacion y la brecha de herida (BH), es una funcién
del porcentaje que queda por cicatrizar.

Los cortes de las heridas resecadas fueron incubados
con anticuerpos dirigidos contra el marcador nuclear de
células panendoteliales MECA-32, el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA), la molécula de adhesion pla-
queta-endotelio 1 (PECAM-1), y el antigeno CD34. Pos-
teriormente, estos anticuerpos se utilizaron para demostrar
los patrones de crecimiento angiogénico, de neovasculari-
zacion, proliferacion celular y densidad vascular.

Efectos del FD-PRP y de los extractos de dermis mi-
cronizada acelular sobre la reparacion de heridas

Hemos establecido que el plasma rico en plaquetas con-
gelado y deshidratado (FD-PRP) estimula la angiogénesis
temprana y la proliferacion celular en modelos de cicatri-
zacion retardada y deficiente, tal y como la que muestran
los modelos animales de ratones genéticamente diabéticos.
Estas preparaciones ofrecen un método viable para exten-
der la vida media de las preparaciones plaquetarias alogé-
nicas a su uso en clinicas de tratamiento de heridas. En este
punto nos encontramos con la dificultad para la aplicacién
de estas preapariciones plaquetarias, asociada con la acti-
vacion de la trombina que estimula la liberacion de facto-
res plaquetarios, angiogénicos y antiangiogénicos en bolo.

Orgill y colaboradores realizaron un estudio en el mo-
delo animal previamente descrito, evaluando los efectos
bioldgicos e histoldgicos del uso de dermis micronizada
alogénica en combinacién con FD-PRP en comparaciéon
con el uso de estos productos por separado (8). Las pre-
paraciones plaquetarias tipo FD-PRP se realizaron con-
forme a lo previamente descrito. La dermis micronizada
alogénica se prepar6 a partir de muestras de dermis de
ratones negros C57, siguiendo los pardmetros metodol6-
gicos tomados como base para realizar las preparaciones
comerciales de dermis micronizada (9). Se utilizaron 187
mg de fragmentos de dermis de 200 Pm de didmetro y
posteriormente se rehidrataron en 500 PL de solucion fi-
sioldgica (grupo 1) o de Buffer B (grupo 2). Las prepara-
ciones de dermis obtenidas se congelaron y
deshidrataron, obteniendo una proporcién de matriz - so-
lucién hidratante de 2:1.

La dermis micronizada se incub6 con PRP sonicado y
el plasma residual se aisld posteriormente. La concentra-
cion de factores de crecimiento libre fue analizada y com-
parada con la concentracién original de factores de
crecimiento en la preparaciéon de PRP, mostrando que la
matriz de dermis micronizada retiene aproximadamente
el 50% del contenido inicial de factores de crecimiento
del PRP, exceptuando al factor de crecimiento derivado
de la insulina (IGF, Insulin Like Growth Factor). Las pre-
paraciones de FD-PRP estabilizado mostraron una res-
puesta proliferativa y un mantenimiento de los factores
de crecimiento en el lecho vascular de la herida similares
a los del PRP, mientras que el uso de dermis micronizada
sola no mostro respuesta proliferativa.

Por otro lado, la adicién de PRP no estabilizado no
causé un cambio significativo en la cinética de la repara-
cion tisular, en comparacién con la cicatrizacién espon-
tdnea de los controles a los 9 dias de la lesién. Durante los
primeros 9 dias del estudio, se observé que el uso de der-
mis micronizada en combinacién con FD-PRP estabili-
zado o FD-PRP no estabilizado, disminuyé los niveles
de cierre de la herida; esto fue secundario a la disminu-
cion de la contraccidn de la herida en comparacién con
los controles. Los sujetos mostraron una disminucion de
3 veces en el nivel de contraccién de la herida cuando
solo fueron tratados con dermis micronizada y una dis-
minucién de 1.5 veces cuando fueron tratados con der-
mis micronizada y FD-PRP estabilizado.

Se analizaron las heridas para establecer el area total
de tejido nuevo, definido como tejido vascularizado y ce-
lularizado. El uso de dermis micronizada sola o con FD-
PRP aumenté el drea de tejido nuevo en 2.8 y 3.8 veces
respectivamente, en comparacion con los sujetos control.

En el dia 21 del estudio se observé que los tres grupos
de tratamiento, FD-PRP, dermis micronizada y FD-PRP
(‘estabilizado o no ) més dermis micronizada, mostraron
una mayor proporcion de cierre de la herida y un resul-
tado final favorable. Con respecto al area de tejido nuevo,
se observé que todos los grupos tratados y los sujetos
controles mostraron resultados similares. Sin embargo,
la calidad de la herida cambio drasticamente.

Para estudiar la calidad del tejido cicatrizal neofor-
mado y la distribucién y densidad del coldgeno nuevo,
se tomaron biopsias de las heridas (en el dia 21) y se ti-
fieron con tincién de Masson. Aquellas heridas tratadas
con FD-PRP mostraron un patrén de inmadurez tisular
con carencia de uniformidad y densidad de las fibras de
colageno. Por otro lado, las heridas tratadas con dermis
micronizada, con o sin FD-PRP, mostraron fibras de co-
ldgeno menos densas, con mayor densidad celular, en
comparacion con los sujetos con FD-PRP y los sujetos
controles.

También se analizaron las heridas para cuantificar el
nivel de vascularizacion a través de la determinacién del
numero de vasos sanguineo por campo de alto poder (hpf,
high power field) a los 9 y a los 21 dias. Durante estos
dos periodos de tiempo, hubo tendencia hacia el aumento
del numero de vasos sanguineos por hpf en las heridas
tratadas con FD-PRP solo o en combinacién con dermis
micronizada. En el dia 9, el grupo tratado con FD-PRP
mostrd 12 vasos sanguineos / hpf, mientras que el grupo
tratado con FD-PRP y dermis micronizada mostré
11 vasos sanguineos / hpf en comparacién con 7 vasos
sanguineos / hpf en el grupo control no tratado. El nu-
mero de células en estado de proliferacion presentes en el
tejido neoformado, aumentd a niveles similares en los
grupos tratados con FD-PRP y FD-PRP mds dermis mi-
cronizada, alcanzando niveles de hasta un 22% en con-
traste con el 9% de los sujetos no tratados. Las heridas
tratadas con FD-PRP mostraron una disminucién sustan-
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cial del indice mitético del tejido neoformado en el dia 21
y solo aquellas heridas tratadas con dermis micronizada,
sola o en combinacién con FD-PRP, mostraron prolife-
racion celular de hasta el 9.5%.

El estudio concluye que a los 9 dias de tratamiento,
las heridas tratadas con FD-PRP, FD-PRP mds dermis
micronizada o dermis micronizada sola, muestran un au-
mento de la vascularizacién y de la proliferacion celular
en comparacion con los controles no tratados. A los
21 dias de tratamiento, aquellas heridas tratadas con FD-
PRP, FD-PRP mas dermis micronizada o dermis micro-
nizada sola muestran un aumento en su vascularizacion.
Sin embargo, solo el uso de FD-PRP mds dermis micro-
nizada aumenta la proliferacion celular en el lecho de la
herida a los 21 dias. Se propone que la deficiencia en la
retencion del factor de crecimiento IGF se debe a una dis-
minucién de la proteina de anclaje del IGF (IGF-BP IGF
Binding Protein) o de los sitios de anclaje de sus cofac-
tores. Esto se basa en la observacion de que las IGF-BP
forman enlaces con el coldgeno tipo IV pero no con el
tipo I, que es el que abunda en las preparaciones de der-
mis micronizada (10).

Es importante considerar que no todos los expanso-
res tisulares basados en el coldgeno tienen los efectos po-
sitivos que se observan con el uso de dermis micronizada.
La dermis acelular micronizada se integra en el lecho de
la herida y acelera y modula su reparacion. Sin embargo,
otros expansores tisulares como las cuentas de gelatina,
no se integran en el tejido de la herida, sino que son ro-
deadas por una reaccidn tisular que conlleva la forma-
cién de una cdpsula de tejido fibroso sin estimular la
proliferacion celular o la angiogénesis. La diferencia
principal entre estas preparaciones a base de coldgeno es
que las estructuras bioquimicas terciaria y cuaternaria de
las proteinas nativas de la matriz extracelular se preser-
van en la preparacion de dermis micronizada acelular re-
teniendo sus efectos proangiogénicos, mientras que las
cuentas de gelatina se conforman de coldgena desnatura-
lizada en la que las estructuras terciaria y cuaternaria han
sido distorsionadas por el propio proceso de creacion.
Ademds, el uso de dermis micronizada en conjunto con
FD-PRP promueve una més rdpida y densa neovascula-
rizacidn y proliferacién celular durante los primeros
9 dias, disminuyendo el drea expuesta y el riesgo de in-
feccién que contintdan siendo impedimentos importantes
para el uso de rellenadotes tisulares y de otros productos
avasculares. La presencia de un incremento de la proli-
feracion celular con el uso de dermis micronizada, de-
muestra que las células nativas del lecho de la herida son
capaces de migrar en el tejido alogénico y proliferar uti-
lizdndolo como matriz. Estos efectos tampoco se han
visto con el uso de cuentas de gelatina, debido a la au-
sencia de puntos de unién efectivos. Los factores de cre-
cimiento requieren su unién a las proteinas de la
membrana extracelular para asi ejercer sus propiedades
angiogénicas, lo que se acentta con el uso de dermis mi-
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cronizada en combinacién con FD-PRP. También se ha
visto que la combinacién de grasa antdloga con PRP
alarga la vida de los implantes de grasa usados para /ipo-
lifting de la region malar en procedimientos cosméticos
(11).

Otro punto interesante es que el depdsito excesivo de
matriz extracelular en el lecho de la herida que se ve en
los primeros 9 dias desaparece posteriormente, previ-
niendo la proliferacion celular, el crecimiento de tejido o
la hipertrofia tardias (dia 21).

El uso de dermis micronizada en el estudio que ana-
lizamos, mostré una reduccion en la contraccién de la he-
rida en el periodo temprano, a los 9 dias, lo que puede
ser util en el tratamiento de heridas en dreas funcionales
y en la preparacion del lecho quirtrgico para algunos pro-
cedimientos quirtrgicos especificos.

Todos estos hallazgos dan pie para la realizacion de
nuevos estudios enfocados a definir los efectos sinérgicos
de los factores de crecimiento frente a su uso individual,
asi como su utilizacién en conjunto con diferentes con-
centraciones de preparaciones de dermis micronizada
alogénica acelular. Serdn pues necesarios estudios adi-
cionales para determinar el volumen 6ptimo de dermis
micronizada en el tratamiento de las heridas de dificil ma-
nejo y su efecto sobre los pardmetros funcionales de la
reparacion de heridas tales como la fuerza tensil y las pro-
piedades mecdnicas del tejido neoformado.

Condicionamiento plaquetario in vivo en un modelo
tumoral

Se ha visto que la concentracién de factores angiogé-
nicos tales como el VEGF, el factor basico de fibroblas-
tos, el PDGF y el factor plaquetario 4, aumentan en las
plaquetas de pacientes con neoplasias activas, pero no en
su plasma (12). La integridad de la membrana plaqueta-
ria y su sistema canalicular sirven como puertas para el
control y regulacion de la angiogénesis en las heridas de
dificil reparacién. En el estudio del proceso del estable-
cimiento de las metdstasis tumorales, se ha visto que las
plaquetas son un factor importante para el desarrollo de
nuevos vasos sanguineos y propician por tanto el desa-
rrollo de metastasis (13) a través de la secrecion de sus
productos y la adhesion al factor de Von Willebrand y a
la fibronectina (14). El grupo de la Universidad de Har-
vard, realizé un estudio en el que se demuestra que las
plaquetas condicionadas in vivo por la presencia de una
neoplasia, muestran una mejor habilidad de degranula-
cion de sus factores de crecimiento angiogénicos y me-
joran la cicatrizacion de la heridas en comparacién con
preparaciones de plaquetas no condicionadas (15). En
este estudio, ratones masculinos C57BL/6 sanos, fueron
sometidos a un proceso de tumorogénesis a través de in-
yeccion de células de Lewis de carcinoma pulmonar.
Tras valoracion de la neoplasia y establecimiento del ta-
mafio adecuado de la misma, los sujetos fueron exangui-
nados y se recolect6 su volumen sanguineo. Siguiendo
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los protocolos mencionados previamente, se realizaron
preparaciones de PRP de los sujetos sometidos a tumo-
rogénesis (TPRP) y del mismo numero de sujetos sanos
(PRP). Se almacend una muestra de cada preparacion y
el resto se utiliz6 para el manejo de dos grupos de suje-
tos con heridas en modelos similares a los descritos pre-
viamente. Se establecieron varios grupos: el grupo uno
recibié6 PRP, mientras que el grupo dos recibié TPRP,
ambos en la herida y en dosis inica como hemos descrito
previamente, mientras que el grupo tres no recibid trata-
miento y actué como grupo control.

El 33 % de los sujetos de cada grupo fue seleccionado
aleatoriamente y sacrificado a los 10 y 21 dias respecti-
vamente. Otro 33% fue seguido hasta el cierre total de
las heridas, que fueron evaluadas segun los pardmetros
mencionados previamente.

Las heridas que fueron tratadas con inyeccion tnica de
TPRP presentaron un cierre superior al 50% al cuarto dia
de la lesion, en comparacion con un cierre del 20% en las
heridas tratadas con PRP y un 5% en los controles. Las he-
ridas tratadas con TPRP mostraron un cierre del 90% a los
11 dias de observacion, con una reduccion del tiempo de
cierre del 90% en 6 dias y 10 dias en comparacién con las
tratadas con PRP y los controles respectivamente.

Las heridas fueron examinadas histopatoldgica e immu-
nohistoquimicamente con anticuerpos para PECAM-1, si-
guiendo los modelos descritos. Las heridas tratadas con TPRP
mostraron una densidad de vasos sanguineos neoformados de
61 vasos por hpf, mientras que las tratadas con PRP mostra-
ron 44 vasos por hpf y los controles 15 vasos por hpf.

Para determinar el grado de angiogénesis activada por
plaquetas, se evalud el estado de fosforilacion del recep-
tor de VEGF (VEGFR-2/3) que es uno de los mayores
reguladores de la angiogénesis. El tratamiento con TPRP
y con PRP incrementd la fosforilacion temprana de
VEGFR-2/3 en los lechos vasculares de las heridas tra-
tadas, en comparacion con los controles.

La observacién durante el dia 21 mostrd que las heri-
das tratadas con TPRP y PRP presentaban una disminu-
cién del numero y densidad de vasos sanguineos en
comparacion con la mostrada a los 10 dias, mientras que
los controles mostraron el efecto opuesto.

Las células estromales del tejido de granulacién de las
heridas tratadas con TPRP mostraron el nivel mds alto de
proliferacion, con un 46% de las células en estados acti-
vos. Esto se estableci6 a través de tincidn para el marca-
dor de proliferaciéon nuclear Ki-67. Aquellas heridas
tratadas con PRP mostraron un menor grado de prolife-
racion celular que las tratadas con TPRP.

Durante la fase tardia de la cicatrizacion, el coldgeno
se deposita y organiza para formar una cicatriz estable. El
tratamiento de las heridas con TPRP y PRP increment? la
formacion y el deposito de colageno en comparacién con
los controles. Sin embargo, el patrén de depésito del co-
lageno difirid entre estos dos tipos de tratamiento. El uso
de TPRP ocasiond no solo un aumento en el deposito de

coldgeno, sino una secrecion de fibras mas gruesas alter-
nando con areas de alta celularidad. En contraste, el uso
de PRP ocasioné el depdsito de un coldgeno con fibras
delgadas y relativamente celular, caracteristico de las ci-
catrices en esta etapa de su formacién.

Los autores mostraron que la congelacién de PRP y de
TPRP ocasiona la pérdida de sus propiedades angiogéni-
cas pero no de las proliferativas. Esta observacion se atri-
buye a la activacion irreversible de las plaquetas al ser
congeladas y recalentadas.

Este grupo de estudio concluye que el condiciona-
miento tumoral plaquetario estimula la angiogénesis en el
10° dia, lo que se sigue de una pobre regulacion a la baja
del crecimiento vascular en las fases tardias de la cicatri-
zacion. Esto concuerda con el hecho de que, en las heridas
benignas, el aumento de la trombina y el contenido de co-
lageno causen activacion del receptor activado por Prote-
asa 4 que estimula la liberacion de mediadores
antiangiogénicos de las células estromales y las plaquetas
(15). En contraste, la proliferacion y la expresion continua
de factores proangiogénicos en las células tumorales pre-
viene la regulacion a la baja de la angiogénesis y de la pro-
liferacion celular en los tejidos malignos. La arquitectura
distintiva de la matriz extracelular de los lechos vasculares
de las heridas tratadas con TPRP sugiere que existe una
estimulacion directa ejercida por las plaquetas sobre la pro-
liferacién estromal. No queda claro si la activacién estro-
mal es secundaria o si es la causa de la angiogénesis.

El estudio también mostré que aunque no existe una
diferencia cuantitativa en la concentracion de factores de
crecimiento como el VEGF, el factor de crecimiento ba-
sico de fibroblastos o el PDGF, las heridas tratadas con
TPRP mostraron una mayor angiogénesis, lo que sugiere
una presentacion mds efectiva de estos factores de creci-
miento por las plaquetas condicionadas. Esto se apoya al
observar que la angiogénesis fue inducida solo por el uso
de plaquetas intactas, pero no por las preparaciones con-
geladas ni por la exposicion aislada a factores del creci-
miento. Todos estos hallazgos sugieren que el estudio
tumoral y su interaccion con las vias angiogénicas puede
llevar al desarrollo de métodos clinicos eficaces para el
tratamiento de las heridas de dificil tratamiento.

Conclusiones

El uso de preparaciones plaquetarias estimula la an-
giogénesis, la neovascularizacion y la reparacién de las
heridas. Las plaquetas actiian como un molde sobre el cual
se depositan las células endoteliales de los nuevos vasos
sanguineos. Actiian también como secretagogos bioqui-
micos de factores de crecimiento pro y antiangiogénicos
que orquestan la reaccion tisular a la inflamacién y el re-
clutamiento de células progenitoras del tejido conectivo.

El uso y manejo de las plaquetas presenta dificulta-
des debido a su proceso de preservacion y la potencial
transmision de enfermedades infecciosas. El almacenaje
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de las preparaciones plaquetarias en criopreservacion, su-
pone un problema que limita su uso a hospitales con la in-
fraestructura adecuada para llevar a cabo dicho proceso.
Frente a esta encrucijada se han desarrollado diferentes
estrategias como la congelacion y deshidratacion de las
preparaciones plaquetarias y el uso de plaquetas catalo-
gadas como caducas, por su edad, siguiendo las normas
y directrices internacionales de transfusién de hemoderi-
vados. Estd probado que el uso de plasma rico en pla-
quetas (PRP), asi como de sus diferentes presentaciones
congeladas, congeladas y deshidratadas, sonicadas y es-
tabilizadas, confiere importantes beneficios al trata-
miento de las heridas recalcitrantes.

Por tltimo, proponemos el seguimiento de los estu-
dios actuales que relacionan la tumorogénesis y el pro-
ceso metastatico y sus efectos sobre las plaquetas in vivo
e in vitro, con un condicionamiento y un efecto favorable
sobre la cicatrizacién de heridas en sujetos que no poseen
dichos tumores. Es importante que como cirujanos plas-
ticos nos mantengamos en constante actualizacion sobre
estos temas que se encuentran actualmente en evolucién
y revolucion.
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