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Palabras claves: Resumen

Biopsia, Objetivo. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
angiogenesis, del plasma rico en plaquetas y plasma gel en cicatrizacion de
granulacion, heridas por segunda intencion en conejos. Metodologia. Se
inflamacion, utilizé 8 conejos (Oryctolagus cuniculi) de entre 12 a 24 meses
colageno, de edad, aparentemente sanos, machos y hembras, con un peso
fibroplasia. de entre 3.5 a4.5Kkg, a los cuales se realizo 3 heridas de 2 cm de

diametro, asignando un diferente tipo de tratamiento a cada una:
Tratamiento 1 (T1): plasma gel; Tratamiento 2 (T2): plasma rico
en plaquetas; Tratamiento 3 (T3): placebo como control. Se
realizaron biopsias a los dias 7, 14 y 21 de iniciado el tratamiento
para valorar el grado de inflamacion, reepitelizacion,
neovascularizacion, depésito de colageno, fibroplasia,
contaminacion bacteriana y contaminacion flngica. Resultados.
Al dia 7 de iniciados los tratamientos se obtuvo un incremento
significativo en el grado de inflamacién de las lesiones de T1.
Para el dia 14 los valores de deposito de colageno fueron
estadisticamente mayores para T3. Al dia 7 y 14 la fibroplasia
fue mayor para T2 y T3 en comparacion a T1. Conclusiones.
Las heridas tratadas por segunda intencion con el uso plasma
rico en plaquetas y plasma gel mejoran entre los 7 a 15 dias de
tratamiento, reduciendo el grado de inflamacion y aumentando
el depdsito de colageno en comparacion a tratamientos placebo.
Entre el uso de Plasma rico en plaquetas y Plasma gel se
obtuvieron mejores resultados de los pardmetros de cicatrizacion
para las heridas tratadas con Plasma gel, sobre todo al dia 15 de
iniciado los tratamientos. Area de estudio: medicina
veterinaria, salud animal, dermatologia.

Keywords: Abstract

Biopsy, Objective. The objective of the research was to evaluate the
angiogenesis, effect of platelet rich plasma and plasma gel on wound healing
granulation, by secondary intention in rabbits. Methodology. Eight rabbits
inflammation, (Oryctolagus cuniculi) between 12 and 24 months of age,
collagen, apparently healthy, male, and female, weighing between 3,5 and
fibroplasia 4,5kg were used to which 3 wounds of 2 cm in diameter,

assigning a different type of treatment for each one: Treatment 1
(T1): placebo as control; Treatment 2 (T2): platelet rich plasma;
Treatment 3 (T3): plasma gel. Biopsies were performed on days
7, 14 and 21 after starting treatment to assess the degree of
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inflammation, re-epithelialization, neovascularization, collagen
deposition, fibroplasia, bacterial contamination, and fungal
contamination. Results. On day seven of starting the treatments,
a significant increase in the degree of inflammation of the T1
lesions was obtained. On day fourteen the collagen deposition
values were statistically higher for T3. At day 7 and 14,
fibroplasia was higher for T2 and T3 compared to TL1.
Conclusions. Wounds treated by secondary intention with
platelet rich plasma and plasma gel improve, between 7 and 15
days of treatment, reducing the degree of inflammation and
increasing collagen deposition compared to placebo treatment.
Between the use of platelet rich plasma and plasma gel, better
results were obtained for wounds treated with plasma gel,
especially on day fifteen after starting the treatments. Area of
study: veterinary medicine, animal health, dermatology.

Introduccion
Plasma rico en plaquetas (Prp)

La definicion de PRP se define como un volumen biolégico autélogo derivado de la
sangre, que se obtiene tras un proceso de centrifugado, con concentraciones plaquetarias
superior al nivel basal. El uso de PRP se considera una alternativa a la terapia topica de
heridas para favorecer el proceso de cicatrizacion, gracias a la activacion plaquetaria que
no solo intervendra en la hemostasia (con la formacion del tapon plaquetario), sino que
también en la reparacion y regeneracion tisular mediante la secrecion de biomoléculas
que promueven la interaccion celular, hemostasia, coagulacion, composicion de una
matriz extracelular, produccion de trombina, producciéon de plasmina, remodelacion
vascular y control de la coagulacién. Ademas, contiene factores de crecimiento, capaces
de modificar las respuestas biologicas celulares al regular la diferenciacion, proliferacion,
migracion y metabolismo celular, promoviendo quimiotaxis y angiogénesis, y proteinas
antimicrobianas con efecto bactericida y fungicida (1).

Entre los factores de crecimiento y proteinas se incluye al PDGF (factor de crecimiento
derivado de las plaquetas), el TGF- B (factor de crecimiento transformante P), factor
plaquetario, la interleuquina-1, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (2, 3).
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Método de obtencién

La obtencion del PRP inicia con la obtencion aseptica de una muestra sanguinea, la cual
se coloca en un recipiente estéril con anticoagulante (citrato sodico o EDTA), para ser
centrifugada a 3000 rpm durante 8 minutos. Tras este proceso se separa la sangre en 3
componentes, Plasma pobre en Factores de Crecimiento (fraccion superior), Plasma rico
en factores de Crecimiento (fraccion intermedia) y la serie roja (fraccion inferior). Se
separa la fraccion de plasma (fraccion pobre y rica) mediante una pipeta y se coloca en
un tubo estéril para su activacion que se realiza incorporando Cloruro de calcio al 10%
en relacion 1:5 con el volumen de PRP (4, 5).

Plasma gel

Corresponde a una alternativa del plasma rico en plaquetas obtenido posterior a la
centrifugacion de una muestra sanguinea. Para la transformacion de plasma liquido a gel
se utilizan equipos especiales, en las que se incorpora el PRP en estado liquido, y sera
sometido a un cambio de temperatura brusco (pasando de temperaturas altas a bajas),
transformando de esta manera el plasma en estado liquido a gel (6).

Cicatrizacion

Es un proceso dindmico complejo que incluye procesos fisicos, quimicos y celulares que
integran las funciones de los elementos sanguineos, la matriz extracelular, las células
parenquimatosas y los mediadores solubles. Existen 3 etapas distintas en el proceso de
cicatrizacion que son: la inflamatoria, la proliferativa y la de remodelacion (7).

Fase inflamatoria

La etapa inflamatoria se da inmediatamente después de provocada la lesion tisular, tiene
como finalidad proporcionar una rapida hemostasia e iniciar una serie de procesos que
conlleven a la regeneracion tisular. Esta fase se inicia con la ruptura de vasos
consecuentes del trauma, que conllevan a la extravasacion de los constituyentes
sanguineos. La respuesta a este cambio es la vasoconstriccion, mecanismo que tiene como
finalidad lograr una hemostasia inmediata, y se continua con una vasodilatacion, que
permite la llegada de células inflamatorias circulantes al foco de la herida. Neutrofilos y
monocitos son atraidos a la herida por factores liberados por las plaquetas, péptidos
bacterianos, factores del complemento y productos derivados de la degradacion de la
fibrina (7).

La atraccién y adhesion de los neutréfilos a las células endoteliales se da por la accién de
factores quimiotacticos y sustancias proinflamatorias como las citocinas. Los neutréfilos
constituyen la primera linea celular en llegar hacia la herida (corresponden el componente
celular inflamatorio predominante entre las primeras 24 a 48 horas), tienen como funcion
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liberar enzimas proteoliticas y mas citocinas proinflamatorias que intervienen en la
atraccion y proliferacion de fibroblastos y queratinocitos. Los neutrofilos agotados
pueden quedar atrapados en el coagulo o bien ser fagocitados por los macréfagos. Estos
neutréfilos sern entonces reemplazados por monocitos, los cuales llegan a la heriday se
diferencian en macrofagos, para ejercer una accion antiinfecciosa y de limpieza mediante
su capacidad de fagocitosis, pero su principal funcion radica en que son una fuente
esencial de citocinas proinflamatorias (interleucina I, factor de necrosis tumoral alfa) y
de factores de crecimiento (IGF-1, TGF-  y PDGF), moléculas que van a conllevar a la
formacion de tejido granular (7, 8).

Entre 48-72 horas después de la aparicion de la herida, las células predominantes son los
macrofagos. La reepitelizacion se completa en unas 48 horas en heridas con bordes
aproximados, pero pueden durar mucho mas en heridas en las que la cicatrizacion tiene
que completarse por segunda intencion (7, 9).

Hacia el quinto o séptimo dia el numero de células inflamatorias va disminuyendo e
incrementan los fibroblastos pasando a ser las células predominantes. La fase inflamatoria
dura aproximadamente 5 dias en heridas experimentales (7).

Fase proliferativa

Considerada desde el dia 5 al 20 posteriores a la lesion y comprende la proliferacion de
fibroblastos (pasan a ser las células predominantes), la angiogénesis y la sintesis de matriz
extracelular. La emigracion y proliferacion de los fibroblastos dependen de las citocinas
producidas por las plaquetas y los macrofagos (IGF-1, EGF, TNF, TGF- B), que estimulan
el depdsito de matriz extracelular, sintetizada por los fibroblastos. Este incremento de
matriz extracelular tiene gran importancia ya que los componentes de esta facilitan la
migracion de células endoteliales, necesarias para la reparacién del tejido, su posterior
fijacion en la herida y también su proliferacion (8).

La emigracion de células endoteliales se da gracias a los vasos sanos mas préximos a la
herida y de neocapilares formados que van invadiendo poco a poco la matriz provisional.
La angiogénesis da lugar a la formacion de una red vascular indiferenciada, denominada
granulacion carnosa, la cual es visible in vivo a partir del 5to dia, que ird disminuyendo
gradualmente en el tejido de granulacion y a la par ira sintetizando colégeno, por lo que
la herida involuciona hacia una cicatriz (7, 8).

Fase de remodelacion

Ocurre desde el dia 20 posterior al trauma y puede durar desde meses hasta 1 a 2 afos.
Existe la transicion de tejido de granulacion a maduracion cicatrizal, mediante la
remodelacion del tipo de colageno, en donde el colageno tipo Il disminuye en forma
gradual mientras que el colageno tipo | incrementa. Las citocinas y la matriz extracelular
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desempefian un rol importante en este proceso, al descomponer las fibras de colageno no
funcionales dentro de la matriz.

El deposito de colageno se relaciona directamente con la fuerza tensora de la herida. Al
inicio esta fuerza de tension incrementa de forma considerable, llegando a tener el 20%
de su fuerza final hasta el dia 21 posterior a la lesion. La remodelacién de la matriz va a
incrementar de manera considerable la resistencia de la cicatriz, alcanzando entre un 80
a 90% hasta la 6ta semana. Esta fuerza de tension se asocia principalmente a la
remodelacion de coladgeno, lo que genera haces colagenosos mas grandes y
entrecruzamientos intermoleculares con fibras de colageno adyacentes, es decir, va a
haber menos colageno, pero con una configuracién superior a nivel estructural (7, 10).

Factores de crecimiento que intervienen en la cicatrizacion
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Este factor se activa cuando las plaquetas se agregan y se inicia la cascada de coagulacion.
Mediante la activacion de los macrofagos promueve la angiogénesis por un mecanismo
de quimiotaxis. Fomenta la formacidn de colageno tipo I, actiia como mitégeno de células
mesenquimales y la proliferacion de células adiposas y de fibroblastos dérmicos (2).

Factor de crecimiento transformante p (TGF- )

Involucrado directa o indirectamente en procesos de cicatrizacion, angiogénesis y génesis
de piel al promover quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales
y epiteliales (2).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Posee efectos mitogenicos en células epiteliales y epiteliales, ademas estimula la
quimiotaxis endotelial y la angiogénesis (3).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Favorece a la angiogénesis en el tejido de granulacién, provocando la infiltracion y
proliferacion de células endoteliales (2).

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)

Promueve la quimiotaxis endotelial y a la angiogénesis. Promueve la proliferacion y
diferenciacion de células mesenquimales y de revestimiento. Tiene otra funcion
importante al actuar como agente quimiotactico para las células vasculares endoteliales
2, 3).
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Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Induce la quimiotaxis y proliferacion de las células endoteliales, ademés de incrementar
la permeabilidad vascular (3).

Cicatrizacién por segunda intencion

Difiere de la cicatrizacion por primera intencion en que los defectos histicos contienen
mayores volumenes de restos necréticos, exudado y fibrina que debe eliminarse, y por
ende van a influir en que se presente una intensa reaccién inflamatoria y ser susceptible
a infecciones secundarias. La forma en que se va produciendo la cicatrizacion es mediante
la formacion de tejido de granulacion que va a contraer la herida, por lo que cuanto mayor
es el volumen de granulacion, mayor es la masa de tejido cicatrizante. Este proceso se
atribuye a la presencia de miofibroblastos (9).

El estudio del uso de plasma rico en plaquetas y de plasma gel ha ganado protagonismo
en los ultimos afios por sus propiedades antes mencionadas favoreciendo las diversas
fases de la cicatrizacion (11).

Se han realizado estudios para comparar las concentraciones de factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) y factor plaquetario AB (PDGF-AB) y determinar las
correlaciones entre conteo celular y concentracidn de factores de crecimiento (todos con
importancia en el proceso de cicatrizacién) presentes en PRP y plasma gel. El estudio se
realizé con catorce muestras de perros raza Fila brasileros y se observaron diferencias
significativas entre el recuento plaquetario y leucocitario al comparar sangre entera, PRP
y gel de plaquetas. La concentracion de TGF- p y PDGF-AB no tuvieron diferencias
significativas en PRP en comparacién al plasma gel (11).

En medicina humana se ha evidenciado los beneficios del PRP en diversas ramas de la
medicina. En la dermatologia se ha evidenciado sus beneficios en el tratamiento de
ulceras cronicas, asi como en quemaduras dérmicas, constatdndose mayor porcentaje de
cicatrizacion y una reduccion en complicaciones y en el tiempo hasta la cicatrizacion
completa (12, 13).

En medicina veterinaria se encuentran estudios realizado en conejos a los cuales se les
realizé dos heridas en la region lumbar dorsal, para comparar el uso de PRP con un
tratamiento control, obtuvo como resultado una reduccion en el tiempo de cicatrizacion
en las heridas tratadas con PRP. Histolégicamente se observo abundante proliferacion de
fibroblastos y una densa vascularizacion (14).

Otro estudio realizado en conejos fue realizado para evaluar la eficacia del PRP en el
tratamiento de ulceras corneales no infecciosas. Se compararon 3 tratamientos, el primer
grupo de conejos fue tratado con solucion salina estéril (grupo control), el segundo grupo
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con un gel extracto desproteinizado de sangre de ternera y el tercer grupo con PRP. Los
resultados reflejaron una mejor evolucion en el grupo desproteinizado de sangre de
ternera 'y en el grupo de PRP versus el grupo control, llegando a la conclusion que ambas
opciones terapéuticas son efectivas para la regeneracion de ulceras corneales profundas y
extensas (15).

En Quito, Ecuador, se realizd un estudio en perros tratados con PRP aut6logo y heter6logo
comparandolos frente a un grupo control sin tratamiento, obteniendo como resultado la
aceleracion en el proceso de cicatrizacion de las heridas de los grupos tratados versus el
control. Ademas, se observo que el tejido de granulacidn se presenta mucho mas rapido
(dia 5) en los grupos autdlogo y heterélogo, en comparacion al grupo control en el cual
en promedio al dia 8, se obtuvo apenas un 80% de tejido de granulacion, prolongando su
cicatrizacion (16).

El uso de plasma gel en la medicina humana ha ganado espacio ultimamente en el campo
de la investigacion. En odontologia ha mostrado gran potencial analgésico, reduccién en
la inflamacion facial y mejores pardmetros de cicatrizacion tras cirugias de extraccion de
molares (17).

En el area de dermatologia humana se ha experimentado el uso de plasma gel para el
tratamiento de ulceras venosas para evaluar su seguridad y eficacia cicatrizante
obteniendo como resultado la resolucion de heridas que no podian cicatrizar tras un largo
tiempo con tratamientos convencionales, asi como también la disminucion del dolor (18).

En veterinaria son escasos los trabajos en los que se prueba el PRP en estado de gel. Un
estudio realizado en ratas comparoé el grado de cicatrizacion y efecto antibacteriano del
plasma gel en heridas subcutaneas infectadas con Staphylococcus aureus subespecie
aureus resistente a la Meticilina (MRSA NR15), obteniendo a los 7 dias conteos
bacterianos y grados de cicatrizacion similares entre tratamientos de plasma gel versus
tratamientos con Vancomicina (19).

A pesar de no haber diferencias en cuanto a concentraciones celulares y de factores de
crecimiento entre el PRP (liquido) y plasma gel, los estudios tanto en medicina humana
como en veterinaria en cicatrizacion de heridas, se han centralizado mas al uso de PRP
de forma liquida, por lo que, en esta investigacion se busca implantar otra forma de uso
al plasma rico en plaquetas en forma de gel.

Metodologia
Heridas y preparacion de tratamientos

El estudio se realizé en la ciudad de Puyo, Pastaza, en donde se utilizaron 8 conejos
(Oryctolagus cuniculi) de entre 3.5 a 4.5 kg de peso.

Ciencia
L Digital

Edilevial Medicina Legal Péglna71|82




ID Anatomla
|g| al ISSN': 2697-3391

Vol. 6 No. 2, pp. 64 — 82 abril - junio 2023

www.anatomiadigital.org

Se empled anestesia general para realizar 3 heridas circulares de 20 milimetros de
diametro, dos a nivel escapular y una en la zona lumbar de cada animal.

Se us6 como premedicacion Tramadol (4mg/kg) y Acepromazina (0,5 mg/kg)
intramuscular y como induccién Ketamina (15mg/kg) y Xilacina (0,5mg/kg).

Con el animal anestesiado ademas se extrajo muestras de sangre de la vena yugular, las
cuales serian utilizadas para la obtencion de PRP, mediante centrifugacion (a 2000rpm
por 10 minutos) y activacion con cloruro de calcio al 10% (0,05 ml de cloruro de calcio
por cada ml de plasma) y plasma gel, mediante centrifugacion y uso del equipo Smart
Filler SIim®.

Tratamientos
Cada herida recibio un tratamiento distinto:

Para el tratamiento de la primera herida se realizaron limpiezas diarias con solucion
fisiologica y la aplicacién topica de plasma gel autdlogo.

La segunda herida fue tratada mediante infiltracion de PRP aut6logo en estado liquido en
los bordes de la herida y se realizaron limpiezas diarias con solucion fisiologica.

El tratamiento de la tercera herida se lo considero como placebo, control, realizando
Unicamente limpiezas diarias con solucion fisiologica.

Biopsias

Se obtuvieron muestras para biopsia de las 3 heridas de cada conejo los dias 7, 14 y 21
después de haber iniciado los tratamientos, para lo cual se realizaron cortes circulares de
5 milimetros de didmetro para evaluar el grado de inflamacion, reepitelizacion,
neovascularizacion, depdsito de colageno, fibroplasia, contaminacion bacteriana y
contaminacion fungica.

Los parametros de inflamacion, reepitelizacion y neovascularizacion fueron valorados
bajo la tincion H & E, mientras que, para la fibroplasia, depdsito de colageno y
remodelacion se utilizo la tincidén Tricrémica de Masson.

Se procedio a tomar las medidas de por lo menos 3 campos microscépicos en todas las
placas. Se utiliz6 un microscopio triocular Nikon E200.

e Inflamacion:

Para obtener valores de inflamacion se realizé un conteo, en un campo de 40X, de las
células blancas ubicadas en la zona cicatrizal, diferenciandolas entre mononucleares y
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polimorfonucleares. Los valores de referencia considerados, para establecer el grado de
inflamacion son:

Leve: 1 a 200 células inflamatorias por campo de 40X de tejido cicatrizal viable.
Moderada: 200 a 400 células inflamatorias por campo de 40X de tejido cicatrizal viable.
Marcada: >400 células inflamatorias por campo de 40X de tejido cicatrizal viable.

e Reepitelizacion:

Para medir reepitelizacion se observd con un aumento de 4X y se tomd una
fotomicrografia del campo completo. En la fotomicrografia se midid la
extension/longitud (mm) total de la cicatriz (biopsia) y posteriormente se midio la
longitud de reepitelizacion (mm), es decir, las zonas donde la cicatriz presentaba una capa
epitelial completamente formada y adherida a la dermis superficial, para obtener un valor
exacto en porcentaje.

Ausente: 0%
Leve: 50%
Avanzada: 70%
Completa: 100%
e Neovascularizacion:

Para la valoracion de la neovascularizacion, se observé con un aumento de 4X 'y se tomo
una fotomicrografia del campo completo. En la fotomicrografia se tomaron dos medidas:
1) el area (mm2) (superficie: largo x ancho) total de la cicatriz (biopsia) inmediatamente
por debajo de la zona de reepitelizacion; y 2) el area (mm2) de neovascularizacion
inmediatamente por debajo de la zona de reepitelizacion, generando el dato de
neovascularizacion en porcentaje aproximado (biopsias irregulares) sobre el total de la
superficie cicatrizal observada.

Ausente: 0%
Leve: 10%
Moderada: 30%
Marcada: 50%

e Fibroplasia y depdsito de colageno:
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La fibroplasia se valora como la cantidad de fibroblastos proliferativos presentes en el
area de lesion, mientras que, la deposicién de colageno se valora por la cantidad de
substancia extracelular presente en el area de lesion. La deposicion de colageno se tifie de
color azul y las células fibroblasticas son tefiidas de color rojo. La evaluacion se realizd
en un aumento de 10X y en base a una escala cualitativa de observacion (se adjunta
escala).

Fibroplasia:

Escasa: Escasa proliferacion de fibroblasto.

Leve: Proliferacion leve de fibroblastos en forma de haces.

Moderada: Mayor grado de organizacion y acumulacion de fibroblastos.
Abundante: Gran cantidad de fibroblasto reactivo.

Dep6sito de colageno:

Escaso: Colageno casi imperceptible.

Leve: Laminas colagenas acumuladas esporadicamente y de forma leve.
Moderado: Acumulacion moderada y multifocal de colageno intercelular.
Abundante: Marcada deposicion de colageno.

Método estadistico

Los tratamientos fueron comparados utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal -
Wallis. Esta prueba, es la generalizacién de la prueba de Rangos con Signo de Wilcoxon
utilizada para comparar dos muestras independientes. Es la alternativa no paramétrica al
ANOVA unidireccional cuando no es posible asumir el supuesto de normalidad y la
variable dependiente se encuentra como minimo en escala ordinal.

Resultados
Comparacion de tratamientos a los 7 dias

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos al utilizar la prueba de Kruskal — Wallis para
comparar, después de 7 dias transcurridos, los tres efectos de tratamientos marcados por
las variables: inflamacion (1), reepitelizacion (R), neovascularizacion (N), deposito de
colageno (DC), fibroplasia (F), contaminacion bacteriana (CB) y contaminacion flungica
(CF). La tabla 1 revela que, al nivel de significacion del 5%, solamente la variable
inflamacion difiere por tratamientos (p = 0.038), el resto de las variables, a los 7 dias, no
muestran diferencias debido a los tratamientos.
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Tabla 1.

Resultados de prueba de Kruskal — Wallis al dia 7 de iniciado los tratamientos

Inflamac  Reepiteliza ~ Neovasculariza Depédsi  Fibropla Contamina  Contamina

ion cion cién to de sia cién cién

Colage bacteriana  fungica
na

Chi- 6,539 2 4,089 3,764 1,498 4,025 0

cuadra

do

gl 2 2 2 2 2 2 2

Sig. 0,038 0,368 0,129 0,152 0,473 0,134 1

asintot

La tabla 1 presenta los rangos promedio por tratamientos para la variable inflamacion, la
cual, resulto significativa en la prueba de Kruskal - Wallis, asi mismo, muestra los
resultados de las comparaciones por pares de tratamientos.

Tabla 2.

Variable inflamacion por tratamientos a los 7 dias

Tratamientos n Rango promedio
Control 8 17,00a

Plasma rico en plaquetas 8 10,19b

Plasma gel 8 10,31b

Total (N) 24

En la tabla 2 se observa que el mayor nivel de inflamacién, en términos del rango
promedio, lo presenta el tratamiento control (rango promedio = 17,00). Niveles mas bajos
de inflamacion y muy similares, se encuentran en los tratamientos plasma rico en
plaquetas (10,19) y plasma gel (10), los cuales, difieren de manera significativa del
tratamiento control.

El andlisis del resto de variables result6 no significativo comparandolas entre ellas, en las
ocurrencias existié ausencia casi total del proceso de reepitelizacion después de 7 dias de
la lesion. El proceso de neovascularizacién se presenta basicamente, desde el nivel
ausente al leve, y tal como lo sefiala el resultado de la prueba de Kruskal — Wallis, sin
marcada superioridad para ningun tratamiento. La variable depdsito de colageno, se
muestra con similares conteos para todos los tratamientos, principalmente a nivel escaso,
solamente en los tratamientos T2 y T3 se observan vestigios a nivel leve y moderado. Con
respecto a la fibroplasia, fundamentalmente esta se encuentra a nivel ausente, con nimero
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de casos muy similares en los tratamientos, pequefia sefial se presenta en los tratamientos
T2 y T3 a nivel moderado. Finalmente, en referencia a la contaminacion bacteriana, en
alto grado estuvo ausente, 20 casos distribuidos de manera casi similar en los tres
tratamientos, 3 de 8 animales en el tratamiento control (T1), presentaron contaminacion
bacteriana, y la contaminacion fangica estuvo siempre ausente en los todos tratamientos.

Comparacion de tratamientos a los 14 dias

La tabla 3 se refiere a los resultados obtenidos a través de la prueba de Kruskal — Wallis,
al considerar, después de 14 dias transcurridos, los tres efectos de tratamientos sobre las
variables: inflamacion, Re-epitelizacion, neovascularizacion, depdésito de colageno,
fibroplasia, contaminacién bacteriana y contaminacion fangica.

Tabla 3.

Resultados de prueba de Kruskal — Wallis al dia 14 de iniciado los tratamientos

Inflamacion Reepitelizacion Neovascularizacion Depésito Fibroplasia ~ Contaminacion contaminacion
de bacteriana fungica
Colageno

3,044 0,416 0,957 4,922 1,394 2,706 0

2 2 2 2 2 2 2

0,218 0,812 0,62 0,085 0,498 0,258 1

La tabla 3 revela que, al nivel de significacion del 10%, solamente la variable depdsito de
colageno presenta diferencias por tratamientos, el resto de las variables, a los 14 dias, no
muestran diferencias atribuibles a los tratamientos.

Tabla 4.

Variable deposito de colageno por tratamientos al dia 14

Tratamientos N  Rango

promedio
Control 8 11,06a
Plasma rico 8 9, 75a

en plaquetas
Plasma gel 8 16,69ba
Total (N) 24

La tabla 4 presenta valores del rango promedio por tratamiento para la variable depdsito
de colageno. La tabla evidencia, para la variable depdsito de coladgeno, que los mejores
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valores se presentan en el tratamiento con plasma gel (rango promedio = 16,69) y este,
difiere significativamente de los obtenido con los tratamientos control y plasma rico en
plaquetas. Los niveles de depdsito de colageno para los tratamientos control y Plasma
rico en plaquetas se muestran inferiores y algo similares, 11,06 y 9,75 respectivamente,
esto es verificado por la prueba de comparaciones mdltiples, al reportar diferencia no
significativa.

En lo referente a las variables que no resultaron significativas en la prueba de Kruskal —
Wallis, para el factor inflamacidn, se nota que, para este momento, en mayor grado este
se concentro en los niveles leve (8 casos) y moderado (11 casos), estos distribuidos casi
equitativamente en los tres tratamientos sin llegar a marcar evidente superioridad de
ninguno. Para esta variable inflamacion, resaltan los tratamientos control (T1) y plasma
rico en plaquetas (T2) porque presentan entre ambos 5 casos de inflamacién marcada. En
la variable reepitelizacién y neovascularizacién, ocurrié algo similar, 21 casos de
reepitelizacion y 22 de neovascularizacion se concentraron en los niveles ausente y leve,
repartidos en los tratamientos sin evidencias claras de superioridad para ninguno de ellos.
Para fibroplasia, los resultados encontrados apuntan hacia los niveles leve y moderado,
con una leve inclinacion de los resultados a favorecer los tratamientos T2 y T3. En
consideracién a los valores de contaminacion bacteriana, en 17 casos del total de 24
estuvo ausente y la contaminacion fangica, permanecio ausente en su totalidad.

Comparacion de tratamientos a los 21 dias

La tabla 5 se refiere a los resultados obtenidos al comparar, después de 21 dias de
evolucion, los tres efectos de tratamientos sobre las variables experimentales:
inflamacion, reepitelizacion, neovascularizacion, depdsito de colageno, fibroplasia,
contaminacion bacteriana y contaminacion fungica. La tabla muestra que, en todas las
variables estudiadas, no se aprecian en términos de rangos promedios debido a la prueba
de Kruskal - Wallis, diferencias en los efectos de tratamiento considerados.

Tabla b5.

Resultados de prueba de Kruskal — Wallis al dia 21 de iniciado los tratamientos

Inflamac  Reepiteliza  Neovasculariza Dep6si  Fibropla Contamina  Contamina

ion cién cién to de sia cién cion

Coléage bacteriana  fUngica
no

Chi- 0,595 0,987 1,278 0 2,026 2,19 0

cuadra

do

gl 2 2 2 2 2 2 2

Sig. 0,743 0,61 0,528 1 0,363 0,334 1

asintot
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Entre las ocurrencias de las variables analizadas, para la variable inflamacion, después de
21 dias transcurridos, el nivel de inflamacion que prevalece es el leve (17 casos), sin
presentarse diferencias marcadas de casos entre tratamientos. En menor cantidad de
ocurrencias se encuentra el nivel de inflamacion moderado con 6 casos, igualmente
repartidos en los tratamientos. Para el proceso de reepitelizacion, las observaciones
tienden a presentarse del nivel leve, hacia el nivel avanzada y completa, sin poder
establecerse una superioridad manifiesta en ninguno de los tratamientos. El desarrollo de
la neovascularizacion, alcanzo niveles de ausente (6 casos) y en mayor cantidad el nivel
leve (18), sin predominio de algun tratamiento. Las variables deposito de colageno y
fibroplasia mostraron conteos parecidos en los niveles leve y moderado, para el orden
mencionado de las variables y de los niveles, estos valores fueron, 11y 11,y 10 y 12,
repartidos en cantidades similares para los tres tratamientos.

Por altimo, con relacion a las medidas de contaminacion, bacteriana y fdngica, la
bacteriana, igual que a los 7 y 14 dias, esta viene presentandose generalmente ausente, en
este momento, se hallaron 21 casos del total de 24. Con respecto a la contaminacion
fungica, igual que en los periodos anterior, esta, estuvo ausente en todos los tratamientos.

Discusion

A pesar de que en el presente estudio la fibroplasia no fue estadisticamente significativa,
existieron promedios mayores en las heridas tratadas con plasma rico en plaquetas y
plasma gel a los dias 7 y 15 de iniciado los tratamientos, similar a lo ocurrido en el trabajo
de Bertone (14), que a los 7 y 15 dias de experimento observaron mayor cantidad de
fibroblastos en heridas experimentales en conejos tratados con plasma rico en plaquetas
versus un tratamiento placebo. Resultados similares obtuvo (20), que probd el uso de
plasma rico en plaquetas solo o combinado en el tratamiento de heridas de conejos,
obteniendo a partir del dia 7, un incremento en la cantidad de fibroblastos sin importar el
aditivo usado con el plasma rico en plaquetas. Diferimos de (14), en la variable
neovascularizacion, ya que a diferencia del presente estudio que no se obtuvo diferencia
significativa entre los tratamientos, a partir del 7mo dia obtuvieron mayor proliferacion
vascular temprana y aumento vascular en los dias 7 y 15 de tratamiento con PRP en
comparacion al tratamiento control.

Un estudio similar realizado por (16), en el que se empled tratamiento por segunda
intencion a heridas de perros, mediante el uso de plasma rico en plaquetas autélogo y
heterélogo, detallan al dia 8 y 15 un porcentaje mayor de fibroblastos, en las muestras
tratadas con PRP aut6logo y heterélogo, en comparacion al control, resultado similar al
nuestro en esta variable. Discrepamos de este experimento en el porcentaje de
inflamacion, para el cual, al octavo dia no obtienen diferencia significativa entre las
heridas tratadas con PRP aut6logo en comparacion al tratamiento control, mientras que,
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en el presente ensayo, el tratamiento control obtuvo mayor nivel de inflamacion versus
los tratamientos con PRP y plasma gel al dia 7 de tratamiento.

Para analizar el efecto bactericida que posee el PRP, (19) en su estudio realizado en ratas,
comparé efecto antibacteriano del plasma gel en heridas subcutaneas infectadas con
Staphylococcus aureus subespecie aureus resistente a la Meticilina (MRSA NR15),
obteniendo a los 7 dias concentraciones bacterianas similares entre tratamientos de
plasma gel y con el Vancomicina en comparacion a un tratamiento placebo, en nuestro
estudio al ser un procedimiento aséptico sin la inoculacion de ningln tipo de cepa
bacteriana no obtuvimos diferencias en esta variable entre los tratamientos pero no
descartamos que el plasma gel y el plasma rico en plaquetas disminuyan las
concentraciones bacterianas en heridas.

Conclusiones

e De los resultados obtenidos podemos concluir que las heridas tratadas por segunda
intencién con el uso plasma rico en plaquetas y plasma gel mejoran entre los 7 a
15 dias de tratamiento, reduciendo el grado de inflamacion y aumentando el
depdsito de coldgeno en comparacion a tratamientos placebo.

e Ademas, se concluye que entre el uso de Plasma rico en plaquetas y Plasma gel
se obtuvieron mejores resultados de los pardmetros de cicatrizacion para las
heridas tratadas con Plasma gel, sobre todo al dia 15 de iniciado los tratamientos.

Conflicto de intereses
Limitaciones del estudio

El resultado de los estudios histoldgicos se basa en la experiencia profesional del pat6logo
o0 de la persona que procede a dar lectura e interpretacion y dependen, muchas veces de
criterios personales.

La tincién de placas en ambas coloraciones es de tipo manual y esto puede generar
variacion en la intensidad de la coloracion.

Las valoraciones son cualitativas y de andlisis de proporciones y porcentajes, debido a
que la valoracion cuantitativa no es posible, al ser un proceso que se realiza Unicamente
con microscopios y softwares especializados. Estos equipos no estan disponibles en el
Laboratorio de Diagndstico Anatomopatoldgico Veterinario.

Fortalezas del estudio

La lectura fue realizada por un Especialista en Diagnostico Anatomo-histopatoldgico
Veterinario, bajo estandares actualizados de valoracion morfoldgica.

Ciencia
L Digital

Editevial Medicina Legal Péglna79|82




lD Anatomla
|g| al ISSN': 2697-3391

Vol. 6 No. 2, pp. 64 — 82 abril - junio 2023

www.anatomiadigital.org

Para mejorar la valoracidn cualitativa, se usaron tinciones histoquimicas especiales para
la valoracidn de fibroplasia y dep6sito de colageno.
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