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Estudio preliminar experimental en ratas: uso de plasma
rico en plaguetas en el tratamiento de lesiones agudas
de nervios periféricos

Experimental preliminary study in rats: use of platelet rich plasma
in the treatment of acute injuries of peripheral nerves
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Resumen

Antecedentes y Objetivos. Si consideramos la importancia so-
cial y laboral que han adquirido las lesiones de los nervios periféricos
por las graves y permanentes secuelas motoras, sensitivas y vegetati-
vas a que dan lugar, cualquier esfuerzo terapéutico para mejorar los re-
sultados de la reparacion nerviosa representa un paso positivo dentro
del abordaje general de esta afeccion. A pesar de realizar una sutura
técnicamente perfecta, nunca se logra repoblar el segmento distal con
la misma cantidad de axones. Esto hace que se busquen alternativas
para potenciar la regeneracion nerviosa. Dentro de las terapias emer-
gentes, la utilizacién de plasma rico en plaquetas (PRP) tiene un efecto
beneficioso en la reparacion nerviosa. Hasta este momento los estu-
dios se han centrado en la utilizacién del PRP dentro de injertos o tu-
tores interpuestos entre los cabos y no se ha prestado atencién a la
aplicacién del mismo en la sutura directa.

Material y Métodos. Estudiamos 8 ratas Wistar a las que se les
seccionaron ambos nervios cidticos; a una de las suturas se le aplicé
PRPy el otro nervio suturado se tom¢é como caso control. En una se-
gunda etapa realizamos la biopsia de ambos nervios a diferentes tiem-
pos y fijamos con un fluoréforo lipofilico que tifie las fibras rege-
neradas. Tomamos 2 grupos: a los 40 dias y a los 60 dias. Calculamos
el indice de funcién del nervio cidtico.

Resultados. Los nervios seccionados y tratados con PRP presen-
taron un adelanto en la recuperacién de la funcién nerviosa medida
por pruebas funcionales; confirmamos anatémicamente mediante el
estudio histolégico del nervio.

Conclusiones. Los resultados obtenidos en el estudio indican una
estimulacién del proceso fisioldgico de reparacidn nerviosa usando
PRP.
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Abstract

Background and Objectives. Considering the social and laboral
importance acquired by peripheral nerve injuries and the serious and
permanent motor, sensory and vegetative damage leading to sequels,
any therapeutic effort to improve the results of nerve repair represents
a positive step in the overall management of this condition. Although
a technically perfect suture was made, we never achieved repopulate
the distal segment with the same amount of axons. This makes seeking
alternatives to enhance nerve regeneration. Among the emerging the-
rapies, the use of platelet rich plasma (PRP) has a beneficial effect on
nerve repair. Until now, studies have focused on the use of PRP in
grafts or guardians interposed between the ends and have not paid at-
tention in its application in direct suture.

Methods. We studied 8 Wistar rats with severed damage of both
sciatic nerves: in one nerve suture was applied PRP and the other su-
tured nerve was taken as case control. In a second stage, both nerve
biopsy was performed at different times and fixed with a lipophilic
fluorophore which stains regenerated fibers. Controls were taken in 2
groups: 40 days and 60 days. Index sciatic nerve was calculated.

Results. The nerves treated with PRP presented a break through
in the recovery of nerve function as measured by functional tests and
confirmed by histological study of the nerve.

Conclusions. The results indicate a physiological process stimu-
lating nerve repair using PRP.
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Introduccion

Las lesiones de los nervios periféricos son muy fre-
cuentes en nuestro medio y son las responsables de un gran
nimero de secuelas, muchas veces permanentes y con un
alto costo social, por lo que su tratamiento se convierte en
un constante desafio. En los casos de lesiones de tipo neu-
rotmesis, la ausencia de reinervacion espontdnea hace que
la intervencion quirdrgica sea imprescindible para lograr la
restauracion de las funciones perdidas por denervacion. La
técnica de eleccion para realizar la reparacion nerviosa de-
penderd de la distancia entre ambos cabos nerviosos, pu-
diendo ir desde la neurorrafia directa sin tension, a la
interposicion de un injerto nervioso o la colocacién de un
tutor tipo injerto venoso o tubo de silicona. Afortunada-
mente en la mayoria de los casos es posible realizar la neu-
rorrafia directa mediante sutura epiperineural, lo que
ofrece los mejores resultados funcionales y el menor
tiempo de recuperacion. El objetivo de la sutura epiperi-
neural es la restauracion del patron de inervacion original,
ya que suturando cabo a cabo los fasciculos, se reduce la
posibilidad de escape o distorsion de los axones nacientes
(1). Esto implica llevar a cabo una correcta alineacién axial
de los fasciculos por aposicién directa.

El principio de reparacién quirtirgica de los nervios
periféricos tras su seccidn fue establecido por Laugier
(1864) y Hueter (1873), quienes sugirieron la sutura di-
recta mediante puntos epineurales (1,2). A pesar de los
avances tecnolégicos y el gran desarrollo de las técnicas
microquiridrgicas, como ya adelantamos, la recuperacién
funcional completa nunca es posible (1,3). El grado o
nivel de éxito de la misma dependera de varios factores,
como la distancia entre el sitio de la lesion y el efector, el
mecanismo lesional, el tiempo transcurrido entre la le-
sién y su reparacion, la edad, la presencia de comorbili-
dades, y la técnica quirdrgica utilizada. Se sabe que la
reparacién de los tejidos requiere de una compleja inter-
accion entre las células y los factores de la matriz extra-
celular, estos tdltimos son importantes para el proceso de
regeneracion nerviosa (4). En consecuencia, la terapia ba-
sada en ingenieria molecular y celular ha centrado toda la
atencion en las dltimas décadas. Se han estudiado varias
sustancias adyuvantes y factores de crecimiento con el
fin de mejorar el proceso de reinervacion. En este con-
texto, la terapia celular, utilizando plasma rico en pla-
quetas (PRP), permite promover la modulacién del
medio, estimulando la quimiotaxis y la activacién de di-
ferentes rutas metabodlicas para el beneficio de la obten-
cion de un actividad regenerativa temprana (2-4).

La aplicacion de PRP en reparaciones nerviosas
usando tutores puede optimizar la migracion y prolifera-
cién de células que acelerarian el proceso de reparacion
nerviosa (3). El uso de PRP, ademas de su accion en la li-
beracion de factores de crecimiento importantes en la re-
paracion nerviosa, sirve como vehiculo para factores que
estimulan la proliferacion exdgena de células especificas
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en el proceso de reinervacion (2). La presencia local de
factores de crecimiento liberados por los granulos alfa de
las plaquetas es importante para regular la proliferacion,
la migracién y la diferenciacion de diversas estirpes ce-
lulares que participan en el proceso de reparacién ner-
viosa (3).

El PRP se utiliza en la actualidad por diversas dreas,
como la Cirugia Oral y Maxilofacial, y es de gran interés
en el campo de la Cirugfa Pléstica y de la Cirugfa Orto-
pédica. Existen estudios experimentales que demuestran
que la aplicacion del PRP tiene un efecto neurotréfico y
que estimula la proliferacion de las células de Schwann
y por tanto la mielinizacidn, elementos importantes para
la reparacion de los nervios periféricos (5,6).

El PRP se define como un volumen de plasma auto-
logo con concentraciones de plaquetas por encima de los
niveles fisioldgicos. Los estudios sobre PRP datan de hace
30 afios y desde entonces se han utilizado para promover
la regeneracion de los tejidos (2). Su accion se debe al au-
mento local en las concentraciones de varios factores de
crecimiento y proteinas secretadas por ellas. Estas molé-
culas que se encuentran en los granulos alfa y en el cito-
plasma, se liberan en el momento en el que las plaquetas
se activan. Las moléculas que se liberan son proteinas
como: el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), el beta transformador (BTGF), el factor de cre-
cimiento vascular (VGF), el de los fibroblastos (FGF), y
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (7-10).

El prondstico de reinervacion depende directamente
del tiempo. Esto se debe a que el mantenimiento del tro-
fismo del musculo es directamente dependiente de su
inervacion. Por esta razon si se puede acortar el tiempo de
recuperacion nerviosa en una lesién de tipo neurotmesis,
el prondstico final de reinervacién seria mejor. Si eva-
luamos los beneficios ya conocidos en el proceso de ci-
catrizacion y reparacion mediante el uso de PRP, pode-
mos inferir que éste puede mejorar el proceso de repara-
cion nerviosa tras la realizacién de una neurorrafia en pa-
cientes con lesiones de tipo neurotmesis. Los beneficios
del PRP que se explican para reparacion nerviosa estdn
descritos para la aplicacion con injerto o tutores, no exis-
tiendo en la literatura analizada datos sobre su uso en los
procedimientos de reparacién mediante neurorrafia di-
recta. Nuestra hipétesis de trabajo serd evaluar los bene-
ficios del PRP en la mejora de los tiempos de recupe-
racion nerviosa. De confirmarse, podria ser una herra-
mienta terapéutica ttil para potenciar la recuperacion ner-
viosa en lesiones agudas de nervios periféricos.

El objetivo general de este trabajo es por tanto de-
mostrar que el PRP es un recurso ttil para la reparacion
nerviosa en lesiones de tipo seccidon nerviosa que se re-
paran con sutura directa entre los cabos. Como objetivo
especifico nos planteamos demostrar histolégicamente
que la utilizacién del PRP aumenta la relacion entre el
nimero de fibras nerviosas regenerantes/tiempo de recu-
peracion. Por otra parte, los mecanismos de regeneracion
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nerviosa en ambientes enriquecidos con factores de cre-
cimiento son pocos conocidos in vivo, lo cual afiade una
faceta de investigacion bésica a este trabajo.

Material y método

Llevamos a cabo la investigacién en dos etapas. La
primera etapa la realizamos en el Laboratorio de Micro-
cirugia del Servicio de Cirugia Plastica del Hospital Pas-
teur (Montevideo, Uruguay), en colaboracién con el
Servicio de Laboratorio, Secciéon de Hematologia, para
la obtencion del PRP, en el periodo comprendido entre
enero y febrero de 2013. La segunda etapa la realizamos
en el Departamento de Neurofisiologia Celular y Mole-
cular del Instituto de Investigaciones Bioldgicas “Cle-
mente Estable” (Montevideo, Uruguay) en el periodo
comprendido entre marzo y mayo también de 2013.

Se trata de un trabajo prospectivo, longitudinal y ob-
servacional, en el que estudiamos 8 ratas Wistar machos,
adultas, de entre 300 y 400 gr. de peso, agrupadas en 2
grupos de 4 ratas cada uno.

Los animales fueron tratados de acuerdo a los estdnda-
res internacionales de manejo de animales de laboratorio y
a las normas nacionales actualmente vigentes. El procedi-
miento fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de
Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina.

Etapa 1. Realizamos prueba funcional de ambos nervios
cidticos de cada rata normal para medir los pardmetros de in-
dice de funcién (IFC) previos al acto quirtrgico. Practica-
mos diseccién de los nervios cidticos de las ratas, reparacion
mediante sutura directa inmediata y aplicacion del PRP.

Como protocolo aplicamos el PRP en el nervio cia-
tico izquierdo, y como caso control realizamos la sutura
nerviosa sin PRP en el nervio cidtico derecho. Cabe des-
tacar que en el caso control no utilizamos solucién de
plasma pobre en plaquetas debido a que existen estudios
que confirman un efecto opuesto al obtenido con PRP, lo
que podria falsear nuestros resultados (1).

Etapa 2. Procedimos a calcular el indice de funcién
de ambos nervios cidticos (IFC) mediante prueba de mar-
cha De Medinaceli modificada (12-14). A continuacion,
abordamos los nervios cidticos y realizamos la biopsia de
éstos para estudio histoldgico. Fijamos los preparados de
nervio cidtico biopsiados por inmersion con parafor-
maldheido al 4% en buffer fosfato y luego se les aplico
1.1°, dioctadecyl 1-3.3.3".3"-tetramethyl carbocyanine
perchlorate (Dil, Invitrogen) en el cabo proximal. Es im-
portante aclarar que el Dil es un fluoréforo que sirve
como marcador lipofilico con espectro de emisién en
color rojo. Las muestras se incubaron a 37° C. A los 15
dias realizamos cortes histolégicos finos, de 15 micras,
unos en el plano trasversal y otros en el longitudinal, uti-
lizando un criostato y posterior visualizacién en un mi-
croscopio con focal (Olympus® FV300). Evaluamos
cualitativamente el perfil de los axones que cruzaban la
lesién y cuantificamos los mismos.

BY NG ND
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Cabe destacar que dividimos los animales de estudio
en 2 grupos:

— Grupo 1 (4 ratas): en las que realizamos el paso 2 a
los 40 dias.

— Grupo 2 (4 ratas): en las que realizamos el paso 2 a
los 60 dias

Etapa 1. Procesamiento del PRP y aplicacién del
mismo. Diseccion de los nervios ciaticos. Seccion de
los nervios ciaticos y sutura nerviosa

Indice Funcional del Nervio Cidtico mediante prueba
de marcha (IFC) (Fig. 1)

Antes de comenzar con el procedimiento quirtrgico,
realizamos la prueba de marcha para evaluar el indice de
funcién del nervio cidtico en cada animal y en cada ner-
vio cidtico. Este se obtuvo por el anlisis de las huellas de
las patas traseras de la rata de acuerdo con el método De
Medinaceli, si bien nosotros realizaremos una modifica-
cién del mismo usando tinta negra como tintura y un co-
rredor con papel absorbente. En esta primera etapa
tomamos sélo las medidas iniciales, calculando en la se-
gunda etapa el grado de disfuncién mediante el IFC.

El mismo consiste en:

1. Se pintan las patas traseras con tinta negra y la rata

se coloca de pie sobre una plataforma de madera
(43 x 10 cm) que contiene tiras de papel blanco ab-
sorbente. Esta pasarela estd cerrada por un lado y
proporciona un refugio para la rata al final de la
misma.

2. Las tiras de papel contienen las huellas del animal.
Tomamos las siguientes medidas para cada pata
trasera:

a) Longitud total de la huella (LP): desde el talén
al dedo mads largo, que por convencidn, es el
tercer dedo.

b) Apertura total de los dedos de los pies (DT):
se mide la distancia transversal entre el primer
y el quinto dedo.
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Fig. 1. indice de funcién del nervio ciatico (IFC) por prueba de marcha.
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c) Apertura de los dedos medios (DM): distancia
trasversal entre el segundo y el cuarto dedos.

Obtencion de sangre y procesamiento del PRP

Los animales fueron anestesiados por via intraperito-
neal con ketamina (80mg/Kg.) y xilazina (8 mg/kg).
Realizamos un abordaje abierto de la arteria carétida pri-
mitiva y la cateterizamos utilizando un abbocat 24G pre-
vio clampado de la misma a nivel proximal y distal.
Liberamos el cabo proximal y procedimos a la toma de
sangre utilizando una jeringa de 1 cc., extrayendo un total
de 1 ml de sangre. Luego de la toma, procedimos rapi-
damente a la colocacién de la misma en un tubo con ci-
trato de sodio al 2.4% (anticoagulante) y lo mezclamos
mediante suaves movimientos del tubo para evitar la ac-
tivacion plaquetaria. Una vez obtenida la muestra san-
guinea, procedimos a la obtencién del PRP mediante
centrifugacion (Centrifuge® Modelo 5702 Eppendorf)
(Fig. 2).

Existen diferentes protocolos para la obtencién del
concentrado plaquetario de acuerdo a cada sistema e in-
cluso a cada autor. Asi, algunos presentan 2 centrifuga-
dos, otros simplemente 1, y existe una amplia variacién
en cuanto a los tiempos de centrifugado. Nosotros utili-
zamos un protocolo calculado de 1.300 rpm en 8 minu-
tos (Fig. 3).

Fig. 3. Protocolo de centrifugacién: 1.300 rpm durante 8 minutos.
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Cuando se centrifuga la sangre anticoagulada se for-
man 3 capas en funcién de la densidad: la capa inferior
compuesta por glébulos rojos; la capa media compuesta
por glébulos blancos y plaquetas, y la capa superior com-
puesta por plasma. La fase plasmadtica, a su vez, puede
subdividirse en 3 fracciones en funcién de la cantidad de
plaquetas presentes, que de superior a inferior son: una
fraccion pobre en plaquetas, la fraccion intermedia con
una concentracién media de plaquetas, y la fraccion rica
en plaquetas (PRP). Aspiramos el PRP mediante micro-
pipeta (Fig. 4 y 5) (En la figura 5 se esquematiza todo el
procedimiento de obtencién de la sangre y el procesa-
miento del PRP).

Procedimiento quirirgico

Preparamos en todos los animales mediante rasurado
la superficie lateral de ambos muslos. Expusimos ambos
nervios cidticos mediante una incisién postero-lateral y
longitudinal, orientada desde el trocdnter mayor al cén-
dilo lateral del fémur, seguida de una diseccién roma entre
los musculos extensores. Disecamos el nervio mediante
técnica microquirdrgica atraumaética, utilizando un mi-
croscopio quirdrgico con aumento de 40x para manejar el
nervio cidtico durante cada paso del procedimiento qui-
rurgico. Una vez abordado el nervio cidtico, realizamos
la seccién neta del mismo proximal a sus ramas (a 10 mm
de su origen por debajo del trocdnter) (Fig.6).

Posteriormente realizamos la sutura directa epiperi-
neural con nylon monofilamento 10-0 (cédigo 2850) con
2 puntos cardinales en las comisuras, segtin nuestro pro-
tocolo. Finalizadas las neurorrafias, aplicamos el PRP ac-
tivado en el nervio cidtico izquierdo. Suturamos la piel de
ambos abordajes con nylon monofilamento 5-0 (Fig. 7).

Fraccién pobre en plaquetas

Fraccién con concentracion
intermedia de plaquetas

Fraccién rica en plaquetas '

plaguetas

Células rojas

Fig. 4. Estratos de densidad.
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1. Obtencion de sangre de la rata.
Se extrae 1 ml, se coloca anticoagulante

3. Separacion del Plasma.

{ Plasma Pobre

{ PRP
Capa Leucocitaria:

r Glébulos Blancos

Glébulos Rojos

5. Inyectamos PRP activado en neurorrafia.
Nervio Cidtico izquierdo

2. Centrifugacion de la muestra.
Se centrifuga a 1300 rpm durante 8 minu-
tos para separar el PRP

fl / ’\T J

4. Proceso de Pipeteado y activacion

Fig. 5. Etapa 1. Procesamiento del PRP y aplicacion.

Activacion y aplicacion del PRP

Activamos el PRP mezcldandolo con cloruro de calcio
al 10% a raz6n de 0.10 ml de CICa por ml de plasma ob-
tenido con micropipeta. El tiempo de activacion del PRP
oscil6 entre los 5 y los 10 minutos. Propusimos que la
mezcla del PRP y la solucién activadora se realizara in
situ sobre la neurorrafia. La activacion se produjo al mez-

| www.ciplaslatin.com

clarse ambas soluciones inmediatamente antes de dis-
pensarlas sobre la lesion, es decir, las plaquetas ya se apli-
caron activadas. Esta activacion produce agregacion y
degranulacion plaquetaria, liberandose las proteinas con
factores de crecimiento contenidas en los granulos alfa

(Fig. 8y 9).
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Fig. 6. Diseccion del nervio ciatico. Secciéon a 10 mm por debajo del trocanter.

1. Disecciéon de
Nervios Ciaticos

2. Seccion de
nervios ciaticos

3. Sutura de
nervios ciaticos

4. Aplicacion de P

en neurorrafia de
nervio ciatico
izquierdo

Fig. 7. Etapa 1. Diseccién de nervios ciaticos, seccion, y sutura inmediata.
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Fig. 8. Toma de CICa con micropipeta.

Fig. 9. Aplicacion de CICa al PRP (activacion).

Etapa 2. Calculo del IFC. Estudio Histologico

Cdlculo del IFC (Fig. 1)

Tomando los valores normales (N) previos a la cirugia
y los valores después de la cirugia (C), calculamos el IFC,
recordando que LP es longitud méxima de la pata, DT es
la distancia transversal mayor, y DM es la distancia trans-
versal media de la pata. La férmula utilizada en los célcu-
los de la CFI fue propuesto por Bain'® como sigue:

IFC =-38.3 X CLP-NLP +109.5 X CDT-NDT + 13.3 X CDM - NDM - 8 8
NLP NDT NDM

Inicialmente los animales no se apoyaban en la pata
operada y se presentaban con caida del pie y dedo en
aduccion completa a consecuencia de una grave disfun-
cion del nervio ciatico. Poco a poco fueron recuperando
la capacidad de apoyo del miembro operado y la exten-
sién de los dedos.

Andlisis histologico del nervio con PRPy sin PRP

Visualizamos los cortes de los nervios con los fluro-
rofos y posteriormente visualizamos con microscopio
confocal. El procedimiento realizado se detalla a conti-
nuacion:

www.ciplaslatin.com
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1. Abordaje de ambos nervios cidticos. 7. Visualizacion con microscopio confocal.
2. Fijacién in situ por inmersién con paraformal- Separamos 2 grupos de acuerdo al tiempo de regene-
dheido al 4% en buffer fosfato. racion: grupo 1 (4 ratas) en el que realizamos el estudio

3. Retirada de los nervios cidticos, marcaje del cabo  histoldgico a los 40 dfas; y grupo 2 (4 ratas) en el que lo
distal con hilo de sutura y mantenimiento en fija-  hicimos a los 60 dias (Fig. 10y 11).
cién con la misma solucién de paraformaldheido

durante 24 horas. RESULTADOS
4. Aplicacion de Dil en el cabo proximal. Dividimos los datos analizados de la siguiente manera:
5. Incubacidn en estufa a 37° C durante 15 dias 1) La recuperacién funcional, basandonos en el cdl-
6. Cortes de 15 micras de espesor en el plano trans- culo de indice de funcién del nervio ciatico por el

versal con criostato vibratorio. Evaluacién de los test de marcha.

cortes a dos alturas estandarizadas: la primera in- 2) El estudio de los cortes histolégicos.

mediatamente en la neurorrafia, y la segunda a 500
micras distal a la primera.

Fig. 10. Cortes histoldgicos longitudinales tefiidos con Dil A: corte oblicuo
de un nervio ciatico seccionado, suturado y tratado con PRP. Este panel

muestra un grupo de axones finos (rodeados por la elipse) cruzando el nivel Fig. 11. Cortes histolégicos transversales para recuento axonal. A: corte
de la sutura (uno de los puntos de la misma estéa senalado por una flecha). transversal de un nervio ciatico seccionado, suturado y tratado con PRP.
También se pueden ver otros axones de mayor calibre transitando muy Material teiido con el fluoréforo lipofilico Dil que emite en rojo. Seccién
cerca del perineuro (puntas de flecha). Material teiido con el fluoréforo li- 6ptica obtenida con un microscopio confocal. En esta imagen se pueden
pofilico Dil que emite en rojo. Seccién 6ptica obtenida con un microscopio observar los grupos de axones finos distales a la sutura nerviosa a los 40
confocal. B: muestra la misma region a mayor aumento. dias (uno de ellos esta seialado por una flecha).

g1
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1) Resultados del calculo del indice de Funcion del Grafica 1. indice de funcién del ciatico a los 40 dias
nervio ciatico (IFC) IFC A LOS 40 DIAS
Los datos de IFC calculados segtin la formula son los
siguientes:

IFC=-383 X CLP-NLP +109.5 X CDT - NDT + 13.3 X CDM - NDM - 8.8
NLP NDT NDM

En la interpretacion de los valores, aquellos negativos
cerca de cien (-100) indicardn una disfuncién severa del
nervio y los negativos cerca de cero (0) seran interpreta-
dos como funcién normal o disfuncion leve (Tabla I).

De los resultados en el cdlculo del IFC tenemos que
tanto a los 40 como a los 60 dias existe una recuperacion Grafica 2. Media del indice de funcién del ciatico a los 40 dias
clinica parcial segun el célculo de IFC. Esta mejoria es
francamente mayor en los casos en lo que aplicamos PRP
en comparacién con los casos control. A los 40 dias la
media del IFC fue de -43.58 en comparacién con el caso - R
sin PRP en el que fue de -62.86.

Alos 60 dias observamos una mejoria tanto en los tra-
tados con PRP como en los casos control; pero en los pri-
meros existia una mejoria estadisticamente significativa,
siendo el célculo de la media de IFC =-27.01 en los casos
tratados con PRP en comparacion a -47.62 en los casos
control.

Si analizamos los resultados en cuanto a recuperacion
funcional del ciatico en el periodo entre los 40 y 60 dias,
la funcién nerviosa mejoro en ese periodo un 17% en los Gréfica 8. indice de funcién del ciatico a los 60 dias
tratados con PRP y un 15% en los no tratados. Esto per- IEC A LOS 60 DIAS
mite afirmar que los beneficios del PRP en cuanto a me-

jora en los tiempos de recuperacion nerviosa se eviden- i i i T
cian en los primeros dias, y que tras esta etapa, las velo- _
cidades de crecimiento son similares.
En la Grafica 1 agrupamos las ratas biopsiadas a los
40 dias y comparamos las tratadas con PRP con las no 9 =
tratadas con PRP.
En la Gréfica 3 realizamos el mismo andlisis con las ,

MEDIA IFC A LOS 40 DIiAS

ratas biopsiadas a los 60 dfas. Vemos que en ambos gru-
pos, las tratadas con PRP tienen una mejoria en términos
de recuperacion clinica en comparacién con los casos
control.

Grafica 4. Media del indice de funcion del ciatico a los 60 dias

Tabla I. Calculo de IFC %
MEDIA IFC A LOS 60 DIAS

Rata PRP + PRP - Dias
1 3831 64775 40 i = .
2 -48,53 -69,09 40
3 4324 -56.,60 40
4 4424 6101 40
5 2539 -48,69 60
6 26,15 -50,82 60
7 2732 43,69 60
8 22920 4727 60
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Grafica 5. Sitio de evaluacion. Promedio de fibras a los 40 dias

Promedio de Fibras a los 40 dias

Grafica 6. Sitio de evaluacion. Promedio de fibras a los 60 dias

Promedio de Fibras a los 60 dias

En las Gréficas 2 y 4 analizamos las medias a los 40
y 60 dias respectivamente de los nervios tratados con
PRPy los casos control.

2) Resultado de los cortes histologicos con Dil

Realizamos los estudios histoldgicos a 2 niveles: uno
a nivel de la neurorrafia y otro 500 micras distal a la
misma. Cuantificamos las fibras y calculamos valores
promedios de fibras a los 40 y 60 dias, comparando los
casos tratados con PRP con los casos control sin PRP.
Como mencionamos anteriormente, la tincion con Dil co-
lorea las fibras regeneradas (Fig. 10y 11).

Al realizar el recuento axonal en cada caso en los pre-
parados histoldgicos, evidenciamos que a los 40 dias los
nervios tratados con PRP tenfan 205 axones regenerantes,
en comparacion con 148 en los no tratados con PRP. A los
60 dias, los tratados con PRP tenian 287 fibras regene-
rantes y los casos control sin PRP tenian 217. Estos datos
evidencian que el promedio de fibras es mayor en los
casos tratados con PRP que en los casos control, tanto a
los 40 como a los 60 dias (Graficas 5y 6).

Discusion

Cuando se realiza una neurorrafia directa, el objetivo
principal es la restauracion del patrén de inervacion ori-
ginal reduciendo la posibilidad de escape o distorsion de

www.ciplaslatin.com

los axones nacientes (1). La regeneracion funcional des-
pués de una seccidn nerviosa es un proceso complejo
que depende de factores centrales, locales y periféricos.
Numerosos factores influyen en la regeneracion de los
nervios periféricos y contribuyen al éxito o al fracaso de
la reparacién. Los mecanismos bésicos del control de la
mielinizacion de las fibras regeneradoras estdn parcial-
mente determinados, pero contindan siendo poco cono-
cidos los procesos del crecimiento y orientacion de las
fibras. Cabe destacar que a pesar de los avances en las
técnicas de reparacién microquirdrgicas, nunca es posi-
ble la restitucion ad integrum en la funcion nerviosa des-
pués de una seccién del mismo (1,3). Es por eso que se
buscan terapias emergentes que estimulen o aceleren el
proceso de reparacion, como podria ser la utilizacién de
PRP.

La bioestimulacion con factores de crecimiento auto-
genos es la parte fundamental de la propuesta del presente
trabajo. La cicatrizacion de los tejidos es un intrincado pro-
ceso en el cual intervienen no solo los factores plaquetarios
proangiogénicos, sino también factores antiangiogénicos
(15). Ya en publicaciones previas se han vistos los efectos
beneficiosos de la terapia con PRP para diferentes tejidos,
como en quemaduras (16), cierre de ulceras (17,18), in-
cluso asocidndolos a técnicas quirtrgicas de lipoinjerto
para disminuir el proceso inflamatorio y la reabsorcion de
los injertos (19). De hecho, el empleo de PRP en procesos
terapéuticos relacionados con la Cirugia Pléstica y Repa-
radora es una realidad de uso frecuente en diferentes cen-
tros hospitalarios del mundo (17).

Existen estudios experimentales que demuestran que
la aplicacion del PRP tiene un efecto neurotréfico, y es-
timula la proliferacién de las células de Schwann, y por
tanto la mielinizacion, elementos importantes para la re-
paracion de los nervios periféricos (5,6). Estos estudios
permiten reafirmar los excelentes resultados que obtuvi-
mos en nuestro trabajo en cuanto a los beneficios de la
mejora en la recuperacion funcional del nervio cidtico en
los casos tratados con PRP. Si bien en los puntos de cor-
tes que tomamos a los 40 y 60 dias existe una recupera-
cion clinica parcial en todos los casos segtn el célculo
de IFC, la recuperacion es francamente mayor en los
casos en los que aplicamos PRP, siendo los datos esta-
disticamente significativos.

En cuanto a la correlacidn histoldgica de los mismos,
en todos los casos de neurorrafias tratadas con PRP, los
cortes transversales mostraron un recuento axonal mayor
con diferencias comparadas a los casos control (PRP ne-
gativos), que también mostraron diferencias estadistica-
mente significativas. Por lo que coincidimos con estudios
previos sobre los beneficios de utilizar tutores enriqueci-
dos con factores de crecimiento y PRP en la recuperacién
nerviosa, estimulando asf la accion de los axones rege-
nerantes (6,11).

6E1
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Conclusiones

Podemos concluir que el PRP aplicado sobre lesiones
traumaticas de nervios periféricos con reparacién prima-
ria mediante neurorrafia directa mejora los tiempos de
recuperacion nerviosa evidenciados clinicamente me-
diante el indice de funcién del nervio ciatico, y anatomi-
camente mediante el recuento de fibras regenerantes que
atraviesan la sutura a diferentes tiempos de ocasionada
la injuria. Este estudio experimental abre el campo para
futuros estudios clinicos a fin de evaluar con posteriori-
dad su aplicacién en humanos.

La confirmacién de nuestra hipétesis nos permite am-
pliar el campo de este trabajo de investigacién buscando
conocer mejor las bases anatomicas y funcionales de esta
mejor recuperacion utilizando PRP, proyectdndose a una
aproximacién multitécnica que abarque la exploraciéon
inmunohistoquimica de las moléculas en juego, el anali-
sis ultraestructural de los cabos nerviosos seccionados, y
estudios electrofisiolégicos que indiquen el restableci-
miento en la conduccion neural al igual que la velocidad
de la misma.
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