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Efecto de un concentrado autdlogo de plaquetas en colgajos
cutaneos en conejos

Effect of platelet-rich plasma on skin flaps in rabbits

Catherine Aragon-Urrego', Irma Ximena Barbosa?, Omar Leonardo Aristizabal’?

RESUMEN

El concentrado aut6logo de plaquetas (CAP) ha sido utilizado como acelerador de la
cicatrizacion cutanea en medicina veterinaria. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de un CAP en colgajos cutaneos en conejos (Oryctolagus cuniculus). Se utili-
zaron 10 conejos machos Nueva Zelanda divididos aleatoriamente en un grupo control y
un grupo CAP. Se hizo un colgajo cutaneo de rotacién en la region toraco-dorsal del
miembro toracico derecho de los conejos. La mitad de los conejos recibieron CAP infiltra-
do bajo el colgajo. Se tomaron biopsias de la union del colgajo con el lecho receptor a los
3,7,14 y 21 dias posquirargico. Se hizo el analisis histologico del infiltrado inflamatorio
y se determind la proliferacion de fibroblastos y tipo de coldgeno formado. Se observd
diferencia significativa en el recuento de neutréfilos, macrofagos y fibroblastos. El ana-
lisis histologico demostréd que una tnica aplicacion de CAP no reduce el tiempo de
cicatrizacion en colgajos cutdneos; sin embargo, promueve la formacion de vasos san-
guineos y reduce el infiltrado inflamatorio en conejos a lo largo del tiempo experimental.

Palabras clave: conejo; concentrado autdlogo de plaquetas; colgajo cutaneo; cicatri-
zacion de heridas

Autologous platelet concentrates (APC) has been used as an accelerator of cutaneous
healing in veterinary medicine. The aim of this study was to evaluate the effect of an APC
on skin flaps in rabbits (Oryctolagus cuniculus). Ten New Zealand male rabbits were
randomly divided into a control group and an APC group. A rotating cutaneous flap was
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made in the thoraco-dorsal region of the right thoracic limb of the rabbits. Half of the
rabbits received APC infiltrated under the flap. Biopsies were taken from the union of the
flap with the recipient bed at 3, 7, 14, and 21 days post-surgery. The histological analysis
of the inflammatory infiltrate was made, and the proliferation of fibroblasts and type of
collagen formed was determined. A significant difference was observed in the neutrophil
count, macrophages and fibroblasts. The histological analysis showed that a single
application of CAP does not reduce the healing time in skin flaps; however, it promotes
the formation of blood vessels and reduces the inflammatory infiltrate in rabbits throughout

experimental time.

Key words: rabbit; autologous platelets concentrate; skin flap; wound healing

INTRODUCCION

El proceso de reparacion tisular com-
prende la interaccion de células sanguineas,
factores de crecimiento, citoquinas y compo-
nentes de la matriz extracelular durante las
fases de inflamacion, proliferacion y
remodelacion que culminan con la restaura-
cion del tejido afectado (Jodo De Masi et al.,
2016). La cicatrizacion por primera intencion
es el método de eleccion para reparar una
herida limpia confrontando los bordes del de-
fecto por medio de sutura (Brodland, 1994;
Jensen et al., 2008). Las lesiones contami-
nadas requieren métodos mas complejos de
cierre, como la cicatrizacion por segunda in-
tencion. La herida se contrae por accion de
los miofibroblastos y se reepitaliza desde la
periferia (Sterne y Fatah, 2002). Sin embar-
g0, los defectos de gran tamafio en los que
no es posible reparar adecuadamente por pri-
mera o segunda intencion, han propiciado el
desarrollo de procedimientos quirtrgicos que
permitan devolver la apariencia de la piel de
la forma mas estética posible.

Los colgajos cutancos son bloques de
tejidos conformados por epidermis, dermis y
tejido subcutaneo (Coll, 2016), con un
pediculo, el cual garantiza la irrigacion del
colgajo al presentar una arteria o vena en el
tejido elevado (Schultz et al., 2014). La elec-
cion del tipo de colgajo dependera, entre otros
factores, de la localizacion del defecto, tejido
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disponible adyacente a la lesién y a su irriga-
cion sanguinea (Le Cocq y Stanley, 2011).
Sin embargo, cuando el aporte sanguineo del
pediculo es escaso o la formacion de nuevos
vasos sanguineos es insuficiente, se puede
dar lugar a procesos de necrosis parcial o
total (Trevor et al., 1992; Amsellem, 2011).

El concentrado autdlogo de plaquetas
(CAP), un hemoderivado obtenido a partir de
la centrifugacion de la sangre con
anticoagulante, combina las plaquetas y las
proteinas plasmaticas en cantidades
suprafisioldgicas para favorecer la cicatriza-
cion cutanea y la reparacion de los tejidos en
el lugar de aplicacion (Burnoufet al., 2013).
Las plaquetas contienen mediadores biologi-
cos en sus granulos o conocidos como facto-
res de crecimiento, los cuales tienen la capa-
cidad de mejorar la regeneracion de tejidos
0seos y blandos; ademas de tener efectos
benéficos en el tratamiento de heridas croni-
cas (Eppley et al., 2004; Kim et al., 2007;
Sun et al., 2007; Wang et al., 2016).

El conejo, como modelo experimental,
es preferido por su facil consecucion y man-
tenimiento. Debido a sus caracteristicas
tegumentarias, como por ejemplo, el grosor
de la dermis de la region toracodorsal, pro-
porciona una amplia zona para crear defec-
tos de gran tamaiio (Da Costa Gongalves et
al., 2007). El presente estudio tuvo como
objetivo evaluar el proceso de reparacion de
colgajos cutaneos de rotacion en un modelo
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lagomorfo, tratados con un concentrado
autdlogo de plaquetas, determinando por me-
dio de analisis histologico y morfométrico la
respuesta inflamatoria y la formacion de
colageno.

MATERIALES Y METODOS

Modelo Experimental

Diez conejos (Oryctolagus cuniculus)
machos Nueva Zelanda, con peso vivo entre
2.5y 3.5kg, yde condicion clinica favorable,
fueron utilizados como modelo experimental.
Todos los conejos fueron alojados en un am-
biente libre de patdgenos, alimentados con
concentrado comercial (17% de proteina;
Solla, Colombia) y agua ad libitum. El pre-
sente estudio fue aprobado por el Comité de
Etica para Experimentacién Animal de la
Universidad del Tolima (Acta N.° 2, mayo
de 2017).

Concentrado Autélogo de Plaquetas
(CAP)

Los animales fueron pre-medicados con
cefalexina 25 mg/kg y meloxicam 0.2 mg/kg
via intramuscular 30 min antes del procedi-
miento quirargico. La anestesia fue inducida
con xilacina 2 mg/kg y ketamina 6 mg/kg via
intravenosa. Siguiendo la metodologia descri-
ta en Bonilla et al. (2017), 2 ml de lidocaina
al 2% fueron infiltrados en el tejido subcuta-
neo adyacente a la vena yugular. Se hizo una
incision longitudinal en la piel a nivel del sur-
co yugular, el misculo cutaneo del cuello fue
incidido y desplazado lateralmente, permitien-
do la visualizacion de la vena yugular exter-
na. Se colecto sangre por medio de dos tubos
vacutainer de 3.5 ml cada uno, estériles, con
citrato de sodio al 3.2% como anticoagulante
(VACUETTE® Greiner-Bio-One, Austria)
(Figura 1).

La sangre de uno de los tubos fue utili-

zada para realizar hemograma rutinario (ana-
lizador automatizado de hematologia FC-620
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Figura 1. Venodiseccion y colecta de sangre

Vet, Fuerte Care, Colombia), con la finalidad
de obtener los niveles basales de todas las
lineas celulares. Los dos tubos fueron some-
tidos a un ciclo de centrifugacion (Centrifuga
Z32HK, Hermle® Labortechnik GmbH, Ale-
mania) a 120 g durante 5 min para lograr la
separacion de los tres componentes sangui-
neos. Por medio de un catéter N.° 24 (Safelet,
Nipro, Colombia) fue colectado 1 ml de la
porcion inmediatamente superior a la capa
leucocitaria de cada tubo (plasma). el cual
fue almacenado en un tubo sin anticoagulante
(Vacuette® Greiner-Bio-One, Austria), para
posteriormente ser analizado en el equipo de
hematologia y verificar la concentracion de
plaquetas obtenidas.

Creacion del Colgajo Cutaneo

El area toraco-dorsal del miembro
toracico derecho fue rasurado. El procedi-
miento quirurgico fue realizado bajo condi-
ciones asépticas. Las zonas por incidir fue-
ron infiltradas con 2 ml de lidocaina al 2%.
Se obtuvo un colgajo de rotacion rectangular
de 5x3 cm. El defecto fue visualizado como
un cuadrado de 3 cm ubicado 4 cm caudal al
acromion. Una vez rotado el colgajo sobre la
lesion fue suturado con hilo de polipropileno
(Prolene® Ethicon, Johnson & Johnson) 3/0
en puntos simples separados (Figura 2).

Los conejos fueron divididos al azar en
dos grupos. El grupo control (GC) fue suturado
con polipropileno tnicamente. Al grupo tra-
tado (GCAP) se le infiltré bajo el colgajo 2
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ml de CAP previa activacion con gluconato
de calcio (Vicar Farmacéutica, Colombia) en
proporcion 1:10 (0.2 ml de gluconato de cal-
cio por cada 2 ml de CAP). El tratamiento
posquirargico incluy6 la administracion de
antibidtico (cefalexina 25 mg/kg) durante siete
dias y antiinflamatorio (meloxicam 0.2 mg/kg)
durante tres dias via intramuscular.

Analisis Histologico y Morfométrico

Biopsias de piel de la union del colgajo
al lecho receptor fueron obtenidas por medio
de un punch (BP 80F 8mm, Kai Medical®,
Alemania) de 8 mm a los 3, 7, 14 y 21 dias
después de la cirugia. Las muestras fueron
fijadas en formalina 10% tamponada,
deshidratadas e incluidas en parafina para el
estudio histopatologico. Las secciones de te-
jido fueron coloreadas con hematoxilina-
eosina para evaluar el infiltrado inflamatorio
(neutroéfilos, macrofagos y linfocitos) y proli-
feracion de fibroblastos. El nimero minimo
de campos fue determinado utilizando la me-
todologia descrita en Moro et al. (2004). La
sintesis de colageno fue evaluada en seccio-
nes de tejido tefiidas con tricromico de
Masson. Las fotomicrografias fueron obte-
nidas con camara digital (Olympus XC50) en
microscopio trinocular invertido modular
(IX73P2F, Jap6n) visualizando los tejidos por
medio del programa CellSens Estandar v. 1.12
(Olympus®, Japon). El tipo de colageno fue
determinado en los tejidos coloreados con
PicroSirius rojo observados en microscopio
de luz polarizada (Olympus BX51, Japon).

Analisis Estadistico

Los resultados fueron presentados como
media £+ desviacion estandar. Se realizo la
prueba de normalidad de Kolmogorov
Smirnov a todos los valores de cada varia-
ble. Los recuentos de plaquetas en las mues-
tras sanguineas pre- y pos-centrifugacion
fueron analizados mediante prueba de
Wilcoxon. Las diferencias entre los grupos
fueron evaluadas utilizando la prueba U de
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Mann-Whitney. Se consider? significativo un
valor de p<0.05. Los datos fueron analizados
utilizando el programa GraphPad Prism v. 6
(LaJolla, CA, EEUU).

RESULTADOS

Concentrado Autélogo de Plaquetas
(CAP)

El recuento de plaquetas entre antes
(149.0 £ 68.2 x 10°/L) y después del proceso
de centrifugacion (244.4 + 96.5 x 10°/1) no
presento diferencia significativa (p=0.06). Sin
embargo, se evidencio un ligero aumento en-
tre las medias en el concentrado plaquetario
comparado con la sangre entera.

Analisis Histolégico

En los colgajos de los dos grupos se
observo pérdida de continuidad epitelial y for-
macion de coagulo caracteristico con hilos
de fibrina e infiltrado de células sanguineas
blancas, compuestas principalmente por
polimorfonucleares neutrofilos. Al 3¢ dia de
la cirugia se observo angiogénesis moderada
en la dermis en GC y acentuada en GCAP.
La zona de transicion entre los tejidos donan-
te y receptor se observo claramente en los
dos grupos, siendo evidente una organizacion
mas temprana de reparacion en el GCAP con
aparicion de tejido de granulacion activo,
menor infiltrado celular y presencia modera-
da de fibroblastos siete dias después de la
cirugia. En el dia 14 de la cirugia se observo
tejido conectivo denso con moderada
celularidad de fibroblastos y menor presen-
cia de vasos sanguineos en los animales del
GCAP. Asi mismo, 21 dias después de la ci-
rugia se observd epitelio fino y paralelo, dis-
minucién del infiltrado leucocitario con mejor
integracion del lecho donante y receptor, asi
como fibras coldgenas mas homogéneas y
perpendiculares a la epidermis en el GCAP.
Las papilas dérmicas fueron mas acentua-
das en GC (Figura 3A-B).
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Figura 2. Creacion del colgajo cutaneo A. Creacion del defecto. B. Elevacion del colgajo. C.
Visualizacion del colgajo y defecto. D. Colgajo cutaneo de rotacion (D: dorsal, V:
ventral, CR: craneal, CA: caudal)

Infiltrado Inflamatorio

La reaccion inflamatoria fue determi-
nada por el nimero de leucocitos, especifi-
camente mediante la subpoblaciéon de
macrofagos, neutrofilos y linfocitos presen-
tes en los dias 3, 7, 14 y 21 posquirargico
(Figura4). Se observo diferencia significati-
va en el recuento de macrofagos a los 21
dias (p=0.01) y neutrofilos al dia 7 (p=0.01)
posquirargico. No se observo diferencia sig-
nificativa en el recuento de linfocitos en nin-
guno de los tiempos experimentales.

Proliferacion de Fibroblastos

El recuento de fibroblastos en el dia 14
posquirargico del GCAP (49.84+£12.01) fue
significativamente mayor comparado con GC
(27.84 £ 15.31) (p=0.03) (Figura 5). Al eva-
luarse la proliferacion de fibroblastos entre
GC y GCAP en los dias 3, 7 y 21 posqui-
rurgico, GCAP present6 medianas mayores.
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Tricromico de Masson

Los analisis histologicos mostraron for-
macion de coagulo y vasos sanguineos con
marcado infiltrado inflamatorio en GC al 3¢
dia posquirtrgico. Fibras de colageno colo-
readas intensamente en verde fueron obser-
vadas en el tejido conjuntivo irregular, siendo
evidente la interseccion entre el tejido
preformado y el tejido en formacion en GC y
GCAP siete dias después de la cirugia. Un
proceso de regeneracion en la zona de tran-
sicion del colgajo, con presencia de fibras
colagenas laxas y densas fueron evidentes
en GC y GCAP en el dia 14. Asi mismo, pre-
sencia de anexos cutaneos y tejido conjuntivo
mas organizado con fibras moderadamente
densas fueron observadas en GCAP, mien-
tras que infiltrado inflamatorio subepidérmico
moderado y edema dérmico fueron eviden-
tes en GC (Figura 3 C-D).
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Figura 3. Imagenes representativas de colgajo cutaneo de conejos a los 21 dias de la cirugia en
tincion H-E, 10x (A: grupo control [GC], B: grupo concentrado autélogo de plaquetas [CAP]).
Se observa presencia de papilas dérmicas (pd) y anexos cutaneos (ac), tanto en (A) como en
(B). (9) queratina, (d) dermis. Tricroémico de Masson, 10x (C; GC; D; CAP). En (C) se observa
una epidermis (e) mas gruesa (entre 9y 12 estratos epidérmicos) e irregular que en (D). PicroSirius
rojo, 10x. (E: GC; G: CAP, luz directa; F: GC, H: CAP en luz polarizada). Birrefringencia rojo-
amarilla colageno tipo [; birrefringencia verde colageno tipo II1. No se observa predominio de un
tipo u otro de fibra colagena
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Figura4. Efecto del Concentrado Autologo de Plaquetas (CAP) en colgajos cutaneos en cone-
jos. Recuento del infiltrado inflamatorio en el grupo control (C) y grupo tratado (T)
durante 21 dias posteriores a la cirugia
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Figura 5. Efecto del Concentrado Autologo
de Plaquetas (CAP) en colgajos cutaneos en
conejos. Recuento de la proliferacion
fibroblastica en el grupo control (C) y grupo
tratado (T) durante 21 dias posteriores a la
cirugia

Colageno con Tincién PicroSirius

En las figuras 3E y 3G se observa la
coloracion rojiza y amarillenta en la dermis,
no pudiéndose diferenciar claramente los
colagenos tipo I y IlI de la matriz extracelular.
La dermis en la Figura 3F muestra birre-
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fringencia naranja y rojiza, debido a la pre-
sencia de colageno Tipo I, con areas de
birrefringencia verde-amarillo verdoso
(colageno tipo III). En la Figura 3H se obser-
va colageno Tipo I, con birrefringencia na-
ranja y rojiza en el tejido receptor y similar
distribucion de colageno tipo 1y tipo III
(birrefringencia verdoso-amarillenta) en ha-
ces semi-arremolinados que tienden a formar
una matriz con haces paralelos en la zona de
regeneracion del colgajo (tejido cicatricial).
Se nota que las fibras tienden a presentar una
disposicion en «zig-zag», mostrando fibras
colagenas tipo III en haces entrelazados.

DiscusioN

Los colgajos cutaneos representan la
mejor opcion para reestablecer la integridad
de una lesion de gran tamafio. La irrigacion y
la longitud de los colgajos son factores fun-
damentales para tener en consideracion an-
tes y durante el procedimiento quirtrgico. El
presente estudio demostrd que una rama cu-
tanea de la arteria subescapular garantizo el
aporte sanguineo de colgajos toraco-dorsa-
les de tamafio pequetio tratados o no con plas-
ma rico en plaquetas (CAP), evitando la pre-
sentacion de alteraciones relacionadas con
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la irrigacion. Pazzini et al. (2016) reportaron
el uso de la arteria y vena toraco-dorsal en
colgajos de patron axial suturados en el codo
en congjos. En su estudio, los autores evi-
denciaron necrosis en la porcion distal de los
tejidos causado posiblemente por la
obliteracion del vaso sanguineo en el pediculo,
impidiendo una perfusion adecuada al tejido
movilizado, dando lugar a procesos de
isquemia (Lucas, 2017). Por su parte, Wang
et al. (2016) demostraron que el CAP acele-
ra el proceso de neoangiogénesis en colgajos
de patrén aleatorio, similar a lo hallado en este
trabajo, donde la angiogénesis temprana fue
mas acentuada en los animales tratados con
CAP.

El estudio histologico demostro marca-
do infiltrado inflamatorio en las etapas inicia-
les, disminuyendo a lo largo del tiempo expe-
rimental en el grupo control. Lo anterior co-
incide con los resultados del analisis
morfométrico evidenciando mayor infiltracion
celular, principalmente de tipo polimorfonu-
clear, en GC comparado con GCAP. Estos
hallazgos son similares a los reportados en
Bonilla (2016), al observar recuentos mayo-
res de neutrofilos en heridas dérmicas en
conejos 3 y 7 dias después de realizada la
lesion. En colgajos de patron aleatorio trata-
dos con CAP, Wang et al. (2016) cuantifica-
ron menor cantidad de células inflamatorias
en muestras colectadas 3 y 7 dias después
de la intervencion quirargica. Se ha descrito
que las plaquetas producen el factor de cre-
cimiento de hepatocitos (HGF), un factor
pleiotropico que inhibe la funcion del factor
de transcripcion nuclear kappa beta (NF-«f3),
principal regulador del proceso inflamatorio
(Bendinelli et al.,2010; Boswell et al., 2012).

El infiltrado mononuclear aument6 gra-
dualmente a lo largo del tiempo experimen-
tal, siendo mayor el conteo en el grupo con-
trol 21 dias después de la cirugia. Es bien
conocido que después de la fase inflamatoria,
la linea celular predominante son los
macrofagos (Meszaros et al., 1999; Brancato
y Albina, 2011), que al ser activados por me-
diadores inflamatorios liberados en el lugar
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de la lesion (Zhang y Mosser, 2008; Koh y
DiPietro, 2011), producen el factor de creci-
miento transformante-beta (TGF-p), el cual
puede promover la infiltracion de los
fibroblastos, la quimiotaxis de células
inflamatorias y el deposito de colageno en el
area afectada (Martin y Leibovich, 2005;
Mahdavian Delavary et al., 2011). Los re-
sultados del recuento de células linfociticas
fueron mayores 3 y 7 dias después del pro-
cedimiento quirdrgico, lo cual coincide con la
infiltracion de linfocitos T en la fase tardia de
la inflamacion por accion de la IL-1, llegando
a su punto mas alto siete dias después de
ocurrida la lesion (Portou et al., 2015).

La cicatrizacion de las lesiones cutaneas
esta regulada principalmente por la accion de
los fibroblastos, promoviendo la formacion de
matriz extracelular (Madden y Peacock, 1971;
Reinke y Sorg, 2012). La evaluacion
histologica de las microfotografias permitid
observar una mayor concentracion de
fibroblastos en el grupo CAP, principalmente
en el dia 14 posquirargico, mostrando fibras
de colageno densas en la dermis reticular en
las etapas finales del proceso de reparacion.
Resultados similares reportaron Bertone et
al. (2016) al evidenciar proliferacion signifi-
cativa de fibroblastos 15 y 30 dias
posquirargico en colgajos de avance tratados
con plasma rico en factores de crecimiento.

Se ha demostrado que los derivados
hematicos como el CAP pueden promover la
formacion de colageno, especialmente tipo |
y tipo Il a través de la expresion del gen de
la proteina de matriz del fibroblasto (Xian et
al., 2015). En este estudio, los tejidos colo-
reados con PicroSirius rojo y observados bajo
polares cruzados mostraron birrefringencia
mixta en los grupos experimentales, siendo
dificil determinar el predominio de colageno
tipo I o tipo III. Durante el proceso de cica-
trizacion el colageno tipo Il se produce rapi-
damente para formar una barrera de fibras
delgadas y débiles en el area de la lesion
(Gurtner et al., 2008; Wong et al., 2013), el
cual es degradado por las proteasas produci-
das por los fibroblastos para formar colageno
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tipo I que proporciona una mayor resistencia
alos tejidos (Witte y Barbul, 1997; Bainbridge,
2013).

CONCLUSIONES

e La aplicacion de concentrado autdlogo
de plaquetas (CAP) con bajas concen-
traciones de plaquetas promovio la for-
macion de vasos sanguineos, redujo el
infiltrado inflamatorio y estimul6 la proli-
feracion de fibroblastos con la conse-
cuente formacion de fibras de colageno
en colgajos de rotacion en conejos.

e  Los hallazgos microscopicos indican que
la aplicacion de un hemoderivado como
el CAP podria acelerar la regeneracion
de tejidos en pacientes sometidos a ciru-
giareconstructiva.
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