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Undated review of the use of platelet rich preparations in wound healing

A\

Dr. David Mateo de Acosta

Mateo de Acosta Andino, DA.*, Porres Aguilar, M.**, Vazquez Saldana, DG.***, Makipour, Jr. J.****, Bedolla E. ****

Resumen

Abstract

Las paquetagposeen masle 20 factoes decreci-
miento ensusgranubs. Su sec@dn pomueve larepa
racion de heridas La cicatrizaddn es wun intrincado
proceso en lecual intervienen no ®lo los factores pla
guetaios proangiogénicosiso también fadores antian-
giogénicos. La preservacion pocongdacion de las
plaguetasempleadapara su pesevacion,desetahliza y
adiva la membana paquearia alterando suspropieda
des Enel canpo deltratamentode heidasrecalcitran-
tes erpacentesdeblitadoso con erfermechdes eonicas,
el usode pepagaciones mqudariasen formade pbsma
fresco congdado, bs peparaciongplaquéarias sonca
das, las pepaaciones cogeladas y desdratadas y ¢
uso defragmentos de deamis alogéica, confiere dectos
bendiciosos lograndomejores temposde cierre en las
heridas y manor dteracion de la mdologia dela cica
triz final.

En elpresentearticulo, desdbiremoslosestuiosque
handemostadoesbs ekctos,ad como s encrudjadas
adualesy losestudos que debeos espear en unfuturo
no lepno.

Platelets store nore than 20 growth factors in ther
grarules Ther secretion promotes wound healing and
repair. Theintricate wound heling proessinvolvesnot
only the angbgent platelet fadors but dso de antan
giogenic ones. Theprocessof plaelet preservation, such
as freezing, disruptthe platelet membranestructureand
their angiogenic properties causing phtelet activation. In
thefield of woundhedling and themanagenent of recat
citrant woundsin debilitated and dhronicdly ill paient,
there have been severa studies. These studies have fo-
cused on the use of the different platelet prepardions
such as fresh frozen plasma, frozen-dried platelet rich
plasna, soricated platdet rich plasmaand the useof alo-
genic acelular dernis. Plaelet preparatonsposespos-
tive eff ects on wound healng with little alteraions d the
find sca tissue

In thisarticle we will desribeand disaussthestudies
tha haveinvolved theuseof theseplatelet rich prepara
tionsin thefiled of wound heling andwe will alsostate
theroad blocks andthestudiesthat will comein thenear
futureregarding theuseof plaelets produds in thefield
wound heling.

Palabrasclave Cicatrizacion de hedas, Pasma

Rico en Plaquets
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Introduccion

La agiegacion plaguetaria, que esel proceso inicial
de lahenostash, estimula la likeracbn de factoreseal
crecimiento que eguln la epara@ion deheridas (Tabla
), ente los queseencuentran elafdor de cecimiento
derivado de plaquetasBB (PDGFBB, Platelet Derved
Growth Facta), el factor decrecimiernto epdérmico
(EGF, Epidermal Growth Factor), el factor de crea-
miento de trandormacion - B (TGFB,Transrming
Growth Facor B) y el factor decrecimiento dé endote
lio vasclar (VEGF, Vascular EndoteliaGrowth Factor).
Diversosgruposhan esidiado épapel de estos factors
plagudariosde crecimiento erla repaadén delas heri
dasy d efecto perjudicial que conlleva su auseia en
los pacientes dabéticos con hettes de dificil manejo.

Los camhbdstemporalesen b concetradon de facte
resdecrecimientoen el lebo vascudr de las herigs aun
gue no ensu @ntraparte plasmaticandcanlaimportanda
de supael en lareparacion dedsmismas. El uso siné
gicodediferentes factores de crecimiento ha rstbadome
jorias significaivas en la repaacion de las heidas. El
mecanismo poel cual lasplaquess induen la prolifera
cion vasalarenlas heridas esen gra medida, incierto.

Los factores @ crecimierto plaguetarios se almace
nanenlos gianulosx de las plaquets Estos de diiden
en compartiment® pro y antiangiogécos repectiva
mente dependiendo dehaturdeza delos factores que
almacena. La deganulacion selgtivay tempoal de es-
timuladaesy / o inhibidoresde la angiogénesisegu
ladaporfactoresde gecimentoterciarios, culnina en la
adewada rep@acion de &s herida.

Factores
Cofactores
Hemodaticos

Glicoproteinas

deAdhesion P roteogicanos

En moddos animdes de plaquéas disfundonales la
argiogénesis de novo se vedisminuiday la funciorali-
dad y maduezdelos nuevos vaossanguineses menor
(). Egudiosin vitro muestran quelas plaguebstanbién
contribuyena la repaadon delas heridas estebleciendo
unared de sopore dd proesode granulecion y epiteli-
zacion. Adem&, seobsewvanfragmertos plaquetaios en
lasextensonesdecélulas endotlialesdelos kedosvas
cularesde reridas de5 a9 dias deevoludon, que actian
como unaférula sobrela cual seprodu@ la n@vasula
rizecion.

El trabgo en nuedros Departamenbs ¢ Cirugia
Plagicay Medcina Vasallar, sehaerfocado hacia la
investigacion dd papely de bspropiedadesielosfac
tores antiangiogénicos, como el factor derivado delepk
telio pigmertario (PEDF, Pigmert Endothdium
Derived Factor) en la fisiopatologia de la retinopatia
diabéicay enlacicatrizecion ddectuosadeheidas en
pacientes diabéticos. También, en codaboradén con
otros centros hosptalalios, hemoslogrado etabecer
el papd delos dferentes factaes a crecimiento, como
la Endogleina, enla fisiopatdogia dela preclampsa en
peciertes diabéticas @). Actualmente, nuestros Depar-
tamentosestintrabgando en protocolos para elusode
preparacionesricas plaquetas en la cicatrizadon de-
fectuosa e heridas en padentes diabéticos, centran
dos enla diferenciasen la concertracion tisular de
factores amiangogénicos y en el posble mecanismo
proangiogénico del usode estas peparacionesricasen
plaquetas, a travésde la irhibicion de dchos factores
artiangiogéncos.

Inhibidores
de Proteasas

Mitbgenos

Miscelanea
Celulares

Fibronectina PF4 Fibrindgeno PDGF o2- 19G, IgA, IgM
Macroglobulina
Vitronedina BTG Fadores V, TGF-B o2- Albumina
VII, X1, Xl Antitripsina
Trombogondinal Seglicina ECGF PDCI GPa
VWF HRGP EGF o2-Antiplasmina
VEGF/VPF PAI1
IGF TFR
Interlucina- B o2-Pl
PIXI
PN2/APP
Inhibidor deC1

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

El uso dnérgico delos diferantes fadoresde creg-
miento consituye una dficultad préctica en d disefiode
losprotocolosde investigacion guusoclinico. Sehaci-
tado el uso deyelde plagueasautdlogassin enmbargo, es
dificil lograr predecirla proprcion adeoadaentre los
diferentesfactores nvolucradosn d proceso de rpaa-
cion delas heidas,asicomo ¢ momento decuado paa
su adminstracion.

Un abodaje altenaivo seria el tatamento con pe-
paraciones de plsmaico enplagudas (PRP). Estas pe-
den ®ncentar plaguetas y sufactgesde credmiento
hast 8 vees su congeracionbasd sin inducir la active-
cion plaquetaia. El PRP & utiliza enla actudidad en
combinacion con injertos daue® esponjsopaad tra-
tamiento de defctosdses endiferentesareasdela Ciru-
gia Radicay Craneofacial, dscomo paa € tratamierto
de heridas reclcitrantes ydel piediabéico (3).

El uso potencial de PRPau6logo elmina elriesgode
inmunogeniailad, de eacconesalérgicas y detranami-
sibn de enktrmedaes infeccioas asodadas a resgo
trandgusional. Sin embago, estaprepaadonesy € gd
deplaquetasaut6logas hanmogrado inongstendas de-
bidasa lascaracteristicas plaquirias ndividudes delos
padentes g frecuenemente psea comorbilidadesde
bilitantes Esto haocasionadoesultadosmixtos eincon-
clusoscon especto ad reparaion deheiidas (3).

El usodeplaguebsalogéni@s sanas, pemitiria laho-
mogenizecion delas preparacioreede RRP, sinembargo,
las eglasinternacionalespara elalmacenajelehenode
rivadosrequierenquelas plaquassean dmacenadas a
temperatua ambiete y degchada 5 dia después de su
toma. Las daquetas, retienersu atividad proliferatva
haga 21 diasdesplés de serlateniday amacenalss a
temperatura anbiente,pero estoacarr@ un mayor riegyo
de proliferacibn bacteiana y @umudacion decitosnas
pirégena, limitando su uso en eéampodela reparacion
de heidas. @mo resuiado de stas regulaiones e im-
pedimantos = desperdcian gandes volumenes plague
tarios catalogadbs como caducos oaapropados,o que
hae que bs poductos derivaosde plagueéassean cos
toscs y pogan wa digonbilidad limitada, a psar de
gue & obtenen catidades mayoredelas neesaias.

Exigen variasestrate@s diséadas para polongar la vida
util de las plaguetascomoel us de PRP anortiguado ca
cabohidratos protetores comod siwcrosa yla trehaosa.

La refrigeraion (4°C) yla aiopresevadon plageta
ria (-80a -196°Q redwcen el risgode mlonizacion bac-
teriana, peroocasonan activacion plaqieia irreversible.
Se han popuego mé&odos de stabilizacion modubndo
lasviasintracelulares de la actividn plaguetariaque se
logran con bastempeaturas,asi comoel usode segin-
dosmensagrosespecificos comasm el amiloide, laade
nosnay d nitroprusiatode ®dio (4).

Otro obstaculo con el que nos enfrentamos en ¢
campo del tratamieno de bsheidasrealcitranescon
preparaiones ricasen plaquéas eslo poo practico que
resulta & almacenge delas plaquéas criocon®rvadasa
—196%, lo quehadado luga ala producion de prepa
raciones plajuetaias congeladas en se® (FD-PRP, Free-
ze Diied PateletRich Rasma).

A coninuecién revisaemoslos probcolos reciene-
mente disefialosparacombatir los diemasy encrucip
das atudes sobred mango de bs dferentesproductos
derivadosdelas plagquésas, las masnovedoses combina
cionesy susefectos podiivos sobrela repaacion de he
ridas, a1 almecenge y mango.

Estabilizacion plaquetaria conTrehalosa

Seha doservad quealgunasplantasproducen cano-
hidratos protectores enresplestaa tanperatuas exre-
mas y a la deshidratacion celular sogenida Egos
carbohidratos conforman un enlace directo entre sus gru
pos hidroxilo y las supéeficies biomoleculares, despa-
zardo las moléculas de agua estabilizando ¢
metabolismocelulary presevardo la estucturay la fun-
cion bioquimicadelacdula. Estosconmpuestosretardan
ladifusion deradicaeslibresdeoxigenoy nitrégeno, res
ponsbles depare delalesién clular. Al asociarg con
dichoscarbohidratos, las plaguetas puedensersometida
acongéacion y deshidrataddn, preservando suduncio-
nes endégenas de degranulecion en repuestad contado
con los estimulosin vivo (5).

La dispaibili dad de un mé&odo de presevacion pla
guetaria podriadisminuir los costos yaumentata disponi-
bilidad de esos hemodeivados,facilitandosuamaceraje
atempeatuaambiente (RT-PLT, Room Tenperture Fresh
Platelets), lo que minimizala colonizaciin bactelianay
viral deestaspreparaciones, favoreiendo sumanipulacion.

En d aino2007,un grupomultihoitalario,finacado
por & Depatamento deEstado y ¢ Deparameno de la
Marinadelos EstadosUnidos deAmérica, invedigé los
efectosdd uso de preparaciones ongdadas y deshdra
tas (FD, FreezeDried) de plagudas (FD-PLT) de edad
menor a5 das ¢DPI, Sabilized Indated Freezebried
Plateletg o mayor a5 diascaducas (FDPO, Freid-Dried
Platelets Prepared From OutdatedPlatelets), compa
rando los dectosde estas preparaiones sobrela repara
cion de hendas y labiodisponbilidad delosfactoresde
credmiento plaquéarios utlizados ®mo marcadoresle
la preservecion desu fundéon.

Las FDPI fueron preparadas mn PRPde menosde 5
dias desle su tomay lasFDPO con FRP de6 y 15 dias
El PRP £ mezld con una sducion compuest por 85
mM/L de citrato de sodio, 65 mM/L de acilo dtricoy
111mM/L deglucosg, bdanceadaaun pH de 6.6. E PRP
se entifugo durante 15 minutos para convetirlo enun
tapon phquéario. Después deeliminar € sobrenadar,
esk fapon & supendd en unasolucion anortiguadora
libre de cationes tipo Tyrode con9.5mML de HEPES,

N
(L]
&9
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100mM/L de NaQ, 4.8mM/L de KCI, 12mM/L de
NaHCO3 y50mM/L de tehalosadalanceadaaunpH de
6.8 y con unecuento @queario de 1.3x10/ml liofili-

zado conalbiminahumana al5%. La suspension sear+

gel6 duanteunahora y € deshidraté a tenperdura
anmbiente bajopresion negava, alcarzando los 25°C du
rante 12 horasy una humedad ¢i2 d 5% (6).

Se eligieron 8 ratnes geéticanente diakéticos,de 8
semaras deecad Lep/r-do/dbparacadagrupo &perimen
ta, alos quese legprodujo unaheridade 1x1en en piel y
panicuo canoso. Los sujetos fueon asignalos alatoria
merte auno delos dos grup®y se lesaplicouna dosis
Unicade wa ¢ las dos preparacianestudiada sobre la
herida. En ¢ analisis in vitro, las FDFO dehasta 9 dias
mantuvieron su capcidad de promover el @ieientq la
proliferacitn celulary la angiogérgls mostrando una ac
tividad estmuladora similar a ladelas prepaadones RT-
PLT y FDPL. Las FDPO también mostraron
concentacines @& PDGFBB y deTGF1 similaresalas
prepaadones ¢ FDPly RT-PLT.En € analisisin vivo,se
obsevo queuna sda aplicacion dé-DPlo FDPO causaba
uncierre el 90% a los 17 dias straumaen compaacion
con un 90%dedierreal da 21enlas heridas no tratada La
apicacion de multiples dosis de FPO, propotionduna
reparacion ce la herida nés efigente que la plicacion de
dogs Unicas de edas preparaciones.afbién € observé
uncierrede la lerida del 90% enlalial2 con laadminis
tracion de dbsis mitiples, encomparaion conun 90%de
cierre erel dia 17 enlos grupos tratéos ©n una dosis Unéc
y eneldia21 enel grupo no tratdo.

Enel dia 9 del emidio s redlizaron biopsia incisio-
nalesy analisis e las heridisno tratadas, asiamo de
aquelastratalascon doss Unicas y mltiples deFDP y
FDPO.En el gupo no trado no huboeepitelizacion,
mientrasqueen losgrupos tratadosesobservaunareac
ciénreepielizadorarobusa. Laadministracion de dosis
multiplesde FDPOcausé mayor éadereeitelizacion,
ad como hperplasia en lodbordes dda heida

Ege estidio denpgré que las preparaciones congela
dasy dedidratadas @& plaquetason dectivas en la esti
mulacion in vivo e in vitro de la angiogéesis, la
reeptelizaddny el cierre secund de I heridas, man
teniendo una oncentracion deafdores decrecimiento
plaguetirios accauada hasta Hias despés & la feeha
decaducidadestdlecida, b quepromee abrirla puerta
a unareforma @ las normasletratamento y amortigua
cion de &s prparaconesplaguetaasy a un uso mas efi
ciente de stoshemodenados

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

El grupodel Laboratorio de Ingaieria Tisular dela
Univerddad de Havard, £ haenfocado en los ultimos
afosa lacompara@n delFFP,FD-PRP, PRPsoniado
(PRP) y d usode dermisalogénicaencombinaion wn
FD-PRP.
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Las preparaciones de plquetisqueutilizaede gryo,
seredizaron dividiendo un volumen plaguetrio no ca
dum, entrespresaentacionesde 1.2x1C plaquetasjiL. E
PRPs se prepad gustandola conaentracion plaquetaria
de unade la presentacionescon Buffer B. Este amorti-
guaor, ® conponede 135mM de NaCl, 11.9mM de
NaHCO3, 5.6mMdeglucosg 5mM deHEPES, 2.7 nM
de KCl, 2.0mM deMgCI2y 0.42mM deNaH2PO4 ajus-
tado aun pHde7.4.La preparacionfue sonicada durate
10 seggundos y congelada a-80°C hasta suuso. El FD-
PRPse pepard ajusand lasegindapresentacioncan el
Buffer B, y sonetiendo lapreparacion aun mngelador-
deshidraiador.

El FD-PRPpseprepard gjustandola tercera preen
tacion can el Buffer By unasolucion estabilizadora. Esta
solucion secomponede 250 uM de amiloride, 100 uM
deadenosing 50 uM de nitroprusato desodb, 1%(vk)
de suffoxido dimetilo, 4% (v/v) de polivinilo de pirroli-
donay 50 mM demanitol. La preparaion € mngeldy
deshidratd abteniendo FD-PRP peservado (FD-PRPp)
(7). Lastresprepaaciones sedmacenaron en nitrégeno
atempeaturade-80°C.

Seredizaron analisisin vitro delasconcertradones ce
PDGFAB, TGFB, VEGF y EGFenel PRPs y s sobre-
nadarte libre de plaqueas, con & proposto dedeterminar
la caiga de fectoresde crecimiento, sushiveles plasnti-
cos, sudistribucion relativaente los compatimentas intra
y extracdular en la muestra nicaday su ralistribucion
degpuésdd procesamiento. También s deermind la ha
bilidad plaquegria pam liberar facoresde creanienb,
cuartificando la cncentraddn plasmética de los msmos
antes y degpués de la activacion plaquetaria.

El modelo expermertal fueunmodeb deratanesdia-
béticos homocigotos paa Lepk-db/db, masculinos, de
8 =manasde edal, tipo C57BL/KsJ-Leprdb.La herida
serediz6 dela misma manera queen los expeimenbs
de<ritospreviamentie. El PRPs se recakntéenagua tibia
y las prepaiaciones de FD-PRPy FD-PRP s rehidrata
ron hasta coseguir el volumen ariginal predeshidrata-
cion; sesem@raron en dosis de250uL, cach wna de las
cudessemezclé con 1Uml de Trombinajusto anesde
su aplicadodn, induciendo ka agrega&ion plaquetaria in
situ. Lasheiidasse cublieran convendajes semoclusivos
de poliuretano. Los animales fueron sacrficados a los
9 dias b postoperatorio (POD); las heidas se fobgra
fiaron y & resecaronpara se fijadasposeriormenie en
solucon de fornalina neutra al 10%.

Se andizaronlasfotogrdias delasheidasutilizando
planimetria digital para cuantfi car el &ea dd tejido de
granukcion, @ didmetro dela herida, d diametro deepk
telizeciony el diametro decontraccidn dela heridacon
respect6 a los aujetos ro tratalos. De estas dservacio-
nesse esblecieron medidascriterio comola brecta ep-
telial (EP) y la brecha démica (DG) d PCD 9y se
compararon con las dd PCD 0. La medida designada
como cierre deherida es lasuna dela contraccion y re
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epitelizacion y labrecha de heridéBH), esunafundon
del por@entajequequeda por citrizar.

Los cortesde lasheridas reecalas fueron inabados
conanticuerpos dirigidos catra elmarcador nucka de
céluas mnendotdiales MECA-32, & antigeno nudear de
proliferacion celudr (PCNA), landécua deadhesionpla-
guet-erdotelio 1 (PECAM-1), y elanigenoCD34. Pos
teriormente, estos artuerpos se itzaronparadenostra
los patonesdecrecimiento angbgénico, deneovasailari-
zacion proliferadon celubr y densdad vasailar.

Efectos delFD-PRP y delos extactosde demis mi-
cronizada acellar sobre la reparacion de heidas

Hemos atablecido que elplasmarico en plaquetas cen
gdado y dekidratad (FD-PRP) esimulalaangiogénsis
temprara y la poliferacion celular @ modeos de cicati-
zacion retardadh y deficiente, thy como laguemuestan
los modéos animales deatones geréticanenie diabéticos.
Estas preparacimesofrecen un método ableparaexten
der la vidamedia de las preparamesplaquéarias alogé
nicasa s1 u® en clnicasde trataniento deheiidas.En este
punto nosencatramos cora dificultadparala agicacion
deestaspreaariciones plaquetas a®ciada on la acti
vacion de | romhbina que estimul&a liberecion de fcto
res plagletarios, argiogénicos yantiangiogénios e bolo.

Orgill y colabaadores realiaron un egudio en el mo
deloanimal previanente desdto, evaluando los éectos
biolégicos e histol6gicos deluso dedemis miaonizada
alogéicaencombinacion con B-PRP en compaacion
con @ uso de etos produabspor s@aado 8). Laspre
paraionesplaquetaas tpo FD-PRP s realizaron mn-
formealo previamente descrito.d demis micronizada
alogénica se prepard a pait de nmuedras aé damis de
ratones negrosC57, siguiendolos padmetrosmetodolo-
gicostomadosomo base paradizar las prepaadones
comercides de dermis micronizada(9). Seutilizaron 187
mg defragmentos de demis e 2 pm de dametoy
poderiormente & rehidrataroren 500uL desolucién fi-
siolégica(grupo 1)o deBufferB (grupo2). Las prgpara-
ciones de denis ditendas se congdaron y
deshidrataon, obteniendo unanoporcion de matriz - so
lucién hidratante de2:1.

La demis micronizada sincubé conPRP snicado y
el plasmaresdual seaislopogeriormente La concerira-
cion defadoresdecrecimientoibre fue anakzaday com-
parada con la concentraciororiginal de factores de
crecimiento en laprepaacion de RP, mostando quéda
matiz de demis micronizada etieneaproximacamente
el 50%dd contenidoinicial de facbresde crecimiento
del PRR exceptuando al faot de crecimiento deivado
dela insuina (IGF, Insulin Like Gowth Factor). Laspre-
paracionesde FDPRPestablizado mostaron una res
puega proliferativa yun mantaimiento delos factores
de cre@mierto end lechovascuar dela heridasimilares
alosdel PRPmientras ale el us dedermis micronizada
sola no nostid regpuesa prolferdiva.

Por otro lalo, laadicion dePRP no stabilizado no
cau® uncanbio ggnificativo enla ciné&icade la repara
cion tisular, en comparaddn con & cicarizacion eport
tanea delos mntrolesalos 9 dias celaleson. Durante los
primeros9 dias del egudio, seobsrvo queel uso de der
mis micronizada en combinacion wn FD-PRPesabili-
zado o FD-PRP no es$ahblizadq disminuy6 los niveles
de cierre de la herida; esto fue secundaio ala disminu-
cion de & conraccon dela heida en compaaciéncon
los controles Lossujetosmograron unadisminuciénde
3 vees @& el nivel de contaccion de & herida ciando
solo fuera tratadoscon dermis micronizaday unadis-
minucion de 1.5 veces cuando faertratadoscon der
mis micronizaday FD-PRP estabilizado.

Seandi zaron las heridas para establecer el area otal
detejido nuevo, definido comotejido vasalarizado y ce-
lularizado.El usodedermis micronizada ®lao con FD
PRPaunen® d area detgido nuevo en 2.8 y3.8 veces
regedivamente, encompaiacion con los sujetoscontol.

En d dia21delestudib £ obsevd quelostresgrupos
detratamiento, FD-PRP,dermis micronizaday FD-PRP
( estabilizadoo no) masdermis micronizeda, mograron
unamayor proporéén de cierre dela heriday un resil-
tado final favorable.Con respecto d &readetejido nuevo,
se observd que todos los grupostratadosy los sujetos
controlesmodraron esultados similares. Sn embargo,
la caidad dela heridacambio drésticamente.

Paa estidiar la calidad dd tgido dcatrizal neofor
macb y la ditribucién y censdad del céageno mievo,
setomaron biopsis delas heridas (en d dia 21) y se -
feron @ntincidbn deMasson. Aquelas heridastratadas
con FDPRP nodraron un patrén denmaduiez tisular
con carencia de uniformidad y densidad delas fibras de
colageno.Porotro lado, lasheridas tratada con dermis
micronizadg con o $n FD-PRRE modraronfibrasdeco-
lageno menos densas, con mayor densdad celular, en
conmparacion con los sljetos con FD-PRP ylos sujetos
controles.

También = analizaron las heidas para cuantfi car el
nivel devagularizadon através dela deermnacion del
numero devasos sarnguineo por canpo dealto poder (hpf,
high power field) a los 9y alos 2L dias. Duante estos
dos periodos detiempo,hubotendenciahaciael auneno
dd numero devasos sarguineospor hpf en las heridas
tratadascon FD-PRPsolo o encombinacion ca derms
micronizada En d dia 9, d grupo tatado on FD-PRP
mogro 12vasossanguines / hpf, mientrasque elgrupo
tratado con FD-PRP y demis micronizada nosto
11 vas snguineos/ hpf en compareacion con 7 vasos
sarguineos / hpf en el grupo contol no tratado. EI nu
mero de céldasenestalo deproliferacion presenes erel
tejido nedformado, aumerté a niveles similaresenlos
grupostratadoscon FD-PRPy FD-PRP nésderms mi-
cronizadg dcanzando niveles dehaga un 22% en con
traste con @ 9% delos sujeos no tatados Las herilas
tratadas con FD-PRP mostaron unadisminucion sisan-

Gee
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cial dd indicemitético el tejido reoformadoen el dia21
y solo aquelas heidas tratadas con dais miaonizala,
sola oencombinacioncon FDPRP, mostraon prolife
racion celularde hasta el 9.5%.

El estudio cortluye que alos 9 das ce tratamieto,
las herida traadas wn FD-PRR FD-PRP més demis
micronizadao dermis micronizada ®la, muestan un a-
mento ddavasalarizacion y c la poliferadén celular
en conmparacitn con loscontmoles no tratalos. A los
21 diade tataméento, aquéasheidas ratadas on FD-
PRR FD-PRP méasierms micronizadao demis micro
nizadasolamuestan un auranto en su vascatlizecion.
Sin enbargo,soloel uso de FD-RP m& demis micro
nizada aimenta lgproliferacién céular en el lecho dela
heridaa los21 dias. 8 propore quela deficienciaen la
retercion delfactor de crecimierd IGF se debe ana dis
minucion dela proteinade anchjedd IGF (IGF-BPIGF
Binding Protein) o de los stios de aclge desus ofac
tores Ed40 $ basan laobservamn deque |& IGF-BP
forman emaces cond colégero tipo IV pero no con el
tipo I, que exl que abunda em$prepaadones de der
mis micronizala (10).

Es importante conglerar que notodoslos ex@nse
res tisuhresbasados e el colagao tienen los efectoypo
sitivosque sebservan con el uso dermis miconizada.
Lademis aelularmicronizada sintegraen ellechode
laheriday aeleray moduh i reparacion. Sn embargo,
otrosexpansoestisulares como ks cuatas degdatina,
no ¢ integran en el gjido dela herida, sino queson ra
deadagor una eaccion tisulaqueconleva la forma
cién de una capsa de tejidofibroso sin estimularla
proliferacion celular o la angiogesis. La diferencia
principd entre estapreparagnesa bags decolageno es
quelasedructura bioquimicaderciaria y cuatenaria de
las proteina nativas ded matriz extracdular sepreser
van @ laprepaacionde derns micronizadaacelular re-
teniendo susefecibs proangiogénic mentras qudas
cuentas @ gdatinase confomande mlagena denatura

lizadaenlaquelas estucturasterciaria y cuaternaria han

sido distorsionadasar el propio poceso decreaion.
Ademas el usode demis micronizadaen conjunto on
FD-PRP pronmueve una masapiday densa neovasda-
rizadon y proliferacion celula durante los pmmeros
9 dias,disminuyendoel area eguestay el riesgo de in
feccién quecontindan siendo ipedimeatos mportantes
para ¢uso de ellenadogs tsulaesy deotros produtos
avagulares.La presencia de un inemento de laproli-
feraddn cellar con el us de demis microniada, de
muesgraquelascélulas nativas déecho de la hedason
capaesdemigraren eltejido alogéico y prolifera uti-
lizanddo como matriz. Estogfedos tanpoco sehan
vistocon el uso decuentas de gdiaa, dévido a laaw
senciadepuntos deunion eécivos. Los factores de cre
cimiento requeren a1 unién a lasprotdnas dela
membraa extracelular para asi jercer sus popiedales
angiogénias, loque se aceti ®n d uso de dermis mi
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cronizadaen combinaién con FD-PRP.También € ha
visto gque la combinacion degrasa antéloga con PRP
alargalavidadelosimplanes degrasausalos pardipo-
lifting de la regién melar en proca&limientos cosméicos
(12).

Otro purto interesante es qued depdsio excesivo de
matriz extracelular en d lecho dela heridaque & ve en
los primeros 9 dias desgparece poderiormente, previ
niendo la proliferacién celular, d crecimieno detgido o
la hpertofia tardias (d&a21).

El uso dedermis micronizada en d estudb que ana
lizamos mogré unareduccionen lacontraaciéndela he
rida en & periodo tenprano, alos 9 dis, lo quepueale
sa util en eltraiamiento dehaidas enareas funconales
y en la prepaacion dellechoquirdrgico paaalguros pio-
cedimientos qurdrgicos espeeificos.

Todosedos hdlazgos da pie paa la redlizacion de
nuevos estudiosenfocados adefinir los efedossinémicos
delosfactores decrecimiento frenteasu uso indvidual,
asi cono au utilizacién en @njunto con diferentescon
centradones de preparaciones de dermis micronizada
alogénica acelular. Seran puesecearios estidios adi
cionales para determinar elvolumen 6ptmo de demis
micronizadaenel tratamiero de las treridas a dficil ma-
ngo y su decto sobe losparanetros furciondesdela
reparacion de heridastalescomola fuerzatensil y las pre
piedalesmecanicasdeltgido neformado.

Condicionamiento plaquetario in vivo en un modelo
tumoral

Se havisto quela concentrecion defactoresangiogé
nicostalescomo d VEGF, d factor basco defibroblas
tos, ¢ PDGFy d factor plaqueario 4, aumentanenlas
plaquetasde pacientes an negplasias adivas, p&o no a
su pbsma (12). Laintegridad dela membrana plaques-
riay su sistemacandicular sirven como puetas para el
control y regulacion delaangiogénesisen las heridasde
dificil reparaion. En d edudio dd proeso dd egable-
cimien de lasmetastasis tumordes, sehavisto que bs
plaqueas son un fector importante para d desarrollo de
nuevos vass snguheosy propidan por anto eldes-
rrollo demeastasis (13) através dela secrecion de sis
producbsy la adhesional factor deVon Willebrand ya
la fibronedina (14). Elgrupo ded Universidad de Har-
vard, ralizd un etudio en d quese denuestra qie las
plaqueas condcionada in vivo por la presencia de una
neqgolada, nuedran ina meor habilidad ce deganula
cién de susfactores decrecimiento angiogénicosy me-
joran h cicdrizadén de & herdas en conmparadon con
preparadones de plaguéas no wndicionada (15). B
este equdio, rdones masaulinos C57BL/6 sanos, fueron
sonetidosaun pro@sodetumorogéesis atravésde n-
yecaon de células de Lewis de carcinoma pulmona.
Trasvaloracién delaneopbsiay establecimiento delta
mafnoadeuado dela misma, los sujgosfueron exangui
nados y se recdectb au volumen singuinea. Sguiendo
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los potocolos mencionados peviamerie, se relizaron

preparaciones dePRP ddos sijetossometidos atumo-

rogénesis (TPRP) y del ismo nunero desujetos saos
(PRP). Sealmace6 una muestrde cada prepaadbny

el redo = uilizé para elmanejode dos guposde suje-

toscon herdas en mdebs smilares a los deritos pre-

viamene. & esablecieron variogrupos el grupo uno
recibi6 PRP mientras que elgrupo dos ecibié TPRP,

ambos @ la herday en dogs (nica cano hemos asgito

previamente, miermras que el gipo tiesno readbid traa

miento y a¢ué como grupo control.

El 33 %delos sujeos decadh gupo fue séecdonado
aleatorianentey saciificado alos10y 21 dies regedi-
vamente. Otro 33%fue seguid hasa el cierre total de
las herdas,que fleron ewaluada sedin los padmetros
mengonadospreviamente.

Lasheridas quefuerontratadasconinyeccion Unica de
TPRP presertaron un ciere superbr al50%al cuarto dia
de lalesién enconparacion corun cierredd 20% e las
heridastratadas con PRP y ufdenlos coriroles. Lashe-
ridastratadaon TPRP mostranoun cerre cel 90%a los
11 diasde obsevacion, con una r@ucdén deltiempo de
cieredel 90%en6 dias y 1@liasen compaadon conlas
tratacasconPRPYy los contoles repedivamente.

Las herdas fueron examnadas histopatologica e immu
nohstoquinicamentecon anticerpospara PECAM-1, si-
guiendo los moablos desritos. La heidas tatadascon TPRP
mostrara ura dansicadde vasosaguineosneofornada e
61 va®spa hpf, mientras ge les raadascon PRP mosra
ron 44 vass r hpf y loscortroles 15 vasos par hpf.

Pam deteminarel grado de angigénesis activada por
plagudas seevaluéel estado déosforilacion del recep-
tor de VEGF (VEGFR-2/3) que esno de los mgores
reguladores @ la angbgénesisEl tratamientocon TPRP
y con PRPincrementé la feforilacion temprana de
VEGFR-2/3 & los lechos vascares de lss heidas tra
tadas, @1 compaacion con bs contoles.

La ob®rvaddn duiante el dia 21 ma® quelas hei-
dastratadascon TPRP y PRP pesentdanunadisminu-
cién del nimem y densad de vass sarguineos en
compaacion con lanostradalos 10diss, mietrasque
los controlesmostaron el efecto opwto.

Las céllasedromaksdd tejido de ganulacién de las
heridas tatadas mn TPRP masarm el nivel masalto de
proliferacion, con n 46% de lagdulas en estados ati-
vos Ed0 = esableci6 anavés ddincion pama d marca-
dor de proliferaciénnuclearKi-67. Aquellas heridas
tratadascon PRP mosraron un maeor gradode prolife-
radon celula que las tratadas corPRRP.

Durant la fase ardiade b dcatrizaddn, el col@geno
se destay orgarniza paa formarunacicatiz estable. El
tratamierio delas heiidas con PRP yPRP ncrenend la
formecion y el desito ce wlageno encomparacbncon
los controles Sin enbargo, eparéndedepdsto delco-
lageno dffiri 0 entre estos ds tiposde tratamiato. El uso
deTPRP aasiond no solo uruanentoenel deposto de

colagenosinounasecreciondefibras masgruesasilter-
nando ®n aress de dta cdularidad. En contraste, el ug
de PRPocason6 el dgpdsto de un colageno con fibras
ddgadasy relativament cdular, caracteristico de lasci-
catrices en esta etapadesu formacion.

Los autores mostraonquelacongdadon dePRP y de
TPRP @asonalapédidade sus propiedades angiogéni-
cas peo ho delasproliferativas. Estaobsenadon se dri-
buye a hadivacion irreversible delas plaguetas aker
congehdas y recalentadas

Este grupo de estudio concluye que & condciona
mierto tumoral placuetario estimulala angiogénesis en el
1(r dia,lo que sedguedeunapobreregulecion alabga
del crecimiento vascular enlas fases tardias dela cicatri-
zaddn. Esto concuerda wn elhechode que, enlas Feridas
berignas, el aumento dela trombinay el contenido de co-
lagerno cawsen adivadon del recepor adivado por Proe-
asa 4 que estimula la liberadon de nediadores
antiangiogénicos ¢k lascdulasestromdesy las plaquetas
(15). Encontrade, laproliferaddny la expresiéncontinua
defactoresproangiogéncosenlas célulastumorales pe-
vierelareguladon a labga de laangogénesisy dela pro-
liferacion celular en lostejidos mdignos La arquitectura
distintivadelamatriz extracdular de loslechosvascuares
delashelidastratadas con PRPsugere que xiste una
estimuad én diredta g ercidapor las plaquetassobrela pro-
liferacion edromd. No quedaclaro $ la activacion esto-
mal essecundaria o si es lacaus dela angiogénesis.

El estudio también mostréque aunqueno iste una
diferernciacuantitativaen la conentradon defactorede
credmiento como d VEGF, d factor decrecimiento ba
sico defibroblastoso d PDGF, las heridas tratadascon
TPRP mogtraron una mayor angogénesis|o que sugiee
unapresentadd6n md efectiva deegosfactoresdecreck
mien porlas plagudas condicionadas Esto seapoyaal
observar que laarngiogénesisfueinducidasdo porel uso
deplagueta intactas, p&o noporlas preparacionescon
gdadasni por laexposidon dsladaafactoresdel creck
miernto. Todos edos hallazgos sugieren queel estudio
tumoraly su interacd6n @wnlasviasangiogéncaspuede
lleva al desarollo deméodosclinicos eficaces parael
tratamiento delas heidas dedificil tratamiento.

Conclusiones

El uso de preparaciones plaquetrias estimula la an-
giogénesis|a neovasallarizacion y la reparad¢on de las
heridas.Lasplaquetas acttancamo un molde sobre el cual
se de@ostanlascéllas endtelialesde los ruevos vass
sangumeos. Actlan también como secretagogosbioqui-
micos defactores de crecimiento pro y antiangiogéricos
queorquestan la reacion tisdar a lainflamadony elre-
clutamierto de cdulasprogenitorasdel tejido conectivo.

El uso y mango de ks paqietas pesenta dficulta-
des @hido a suprocesode presevaciin y la potercial

transmision deenfermedadesinfecciosa. H amacenaje |

1
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de lasprepaacioneplaquetariagn ciopresavadon, su
pore wn problemaquelimita su wsoa hospitales cola in-
fraestructuraadecuada patéevaracabo dicho pioceso.
Frente a staencucijada se hadesarollado diferentes
estrategias omo laconge&cion y debidraadon de |a
preparaciores plaquetarias y elso deplaquéas caalo-
gadascomocaducas, posu edal, sguiendo las norma
y directricesintemaciondes detrarsfuson de hemoderi
vados. Estd probado que el usale plama rio en pla
queta (ARP), asi coro de sus derentes piesentacione
congehdas, ongeladas y deshiditadas, sonicdas y es-
tabilizadas, confiere impatantes beneficios d trata
mien delas herdas recaldrantes

Por dtimo, proponenos @ seguimiento de losegu-
dios actudes querelacionan latumorogéesis yel pro
ce® metastatico ysus efeaissobrelasplaqueasin vivo
ein vitro, con uncondicionamierto y un eecto favoreble
sdbrela cicarizacion ce heridhs ersujetos que no posee
dichostumores Esimportantequecomo crujanos pl&-
ticosnosmantengamos en consii# adualizacién sobre
egostema que se encueatn actialmente en golucién
y revoludon.
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