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RESUMEN

El presente trabajo reporta sobre el estudio de la regenera-
cién tisular utilizando plasma rico en factores de crecimiento
(PRFC) en los colgajos cutaneos al azar, su viabilidad, efectos
sobre la celularidad y neovascularidad por medio de un ana-
lisis histolégico. Se realizaron colgajos dérmicos dorsales con
relacion 1:5 en 16 cobayos divididos en 2 grupos de 8. A un
grupo se le aplicé de forma aleatoria PRFC sobre el lecho y al
otro grupo se le aplicé solucién salina (SS), al término de 14
dias se determiné clinicamente la viabilidad del colgajo, se
resecé y analizé bajo microscopia. El porcentaje de mayor via-
bilidad en el grupo de PRFC (69%) contra el de SS (41%) fue
significativo p = 0.04. En el grupo de PRFC hubo una dismi-
nucién significativa en los macréfagos (p = 0.03), linfocitos
(p = 0.001), y células plasmaticas (p = 0.02), elevacién signi-
ficativa de fibroblastos (p = 0.001) y colagena (p = 0.038), lo
cual no se presenté en el grupo de SS. No hubo cambios sig-
nificativos en inflamacién o neovascularizacién. El presente
estudié demostr6 que el PRFC mejora la sobrevida de los
colgajos cutineos al azar, asi como la migracién de
fibroblastos y produccién de colagena.

Palabras clave: Plasma rico en factores de crecimiento, colgajos
cutdneos al azar, coldgena, fibroblastos.

INTRODUCCION

Los colgajos cutdneos con patrén al azar son un re-
curso ampliamente utilizado y de gran valia en la re-
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SUMMARY

The following paper reports on a study of tissue regeneration using
Plasma Rich in Growth Factors (PRGF) on random skin flaps. Vi-
ability, effects on cellularity and neovascularity are determined by
histological analysis. Dermal flaps with ratio 1:5 were made cut
into the dorsal skin of 16 Guinea pigs divided into 2 groups of 8.
PRGF was applied randomly on the bed of the flap on one group,
while saline solution (SS) was applied to the other group. 14 days
later the viability of the flaps was determined clinically and then
resected and studied under the microscope. The PRGF group
exhibited greater percentage of viability (69%) versus the SS
group (41%) with a significant p = 0.04. The PRGF group pre-
sented a significant decrease in macrophages (p = 0.03), lympho-
cytes (p = 0.001), plasma cells (p = 0.02), as well as a significant
increase in fibroblasts (p = 0.001) and collagen (p = 0.038), which
did not occur in the SS group. No significant changes in inflamma-
tion or neovascularization were observed. The present study demon-
strates that PRGF improves the survival of random skin flaps, as
well as the migration of fibroblasts and the production of collagen.

Key words: Plasma rich in growth factors, random skin flaps, collagen, fi-
broblasts.

construccién de lesiones oncoldgicas, por quemadura,
trauma contuso-cortante, avulsién o machacamiento.
Se utilizan en la cara, tronco y extremidades, siguiendo
la escalera reconstructiva, de acuerdo al caso especifico
de cada paciente. Sus aplicaciones se limitan a cubrir
lesiones que cumplan los limites de ancho por largo
preestablecidos para las diferentes partes del cuerpo,
siendo esta relacién de 1:1 en las extremidades inferio-
res, de 1:4 en cara y cuello, y en el resto con un prome-
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dio de 1:1.5. Esta situacién hace que en ocasiones se
opte por procedimientos de mayor complejidad.!

La disponibilidad de sitios donadores esta limitada
por la actividad vascular intrinseca de cada colgajo,
donde el proceso de cicatrizacion no s6lo depende de
las dimensiones ancho por largo del diseno, sino de
la adherencia a la piel vecina y al lecho donde se colo-
ca, en el que ocurre el proceso normal de cicatriza-
cion dependiendo de las condiciones de éste.!

La cicatrizaciéon involucra tres componentes du-
rante su proceso: angiogénesis, fibrosis y remodela-
do, teniendo como objetivo final la curacién de los te-
jidos, que se lleva a cabo por reparacion (el tejido no
se restaura completamente), o regeneracién (el tejido
se restaura por completo).?

Existen dos razones por las que un tejido se repara
en vez de regenerarse: la diferencia en la velocidad de
reproduccion celular del tejido, o que puede contener
las células necesarias para la regeneracion, pero le fal-
tan las senales estimuladoras que desencadenen los
acontecimientos necesarios para la regeneracion, don-
de al acelerar este proceso la morbilidad disminuye.??

Existen reportes acerca de los estimulos inducidos
por los factores de crecimiento como un método para
mejorar la sobrevida tisular.*” Yang,® demostr6 una
mayor viabilidad tisular en colgajos al azar en un
grupo de ratas a las que les infiltré factor de creci-
miento vascular endotelial, contra solucién salina.
Kryger,? por su parte demostro la efectividad del fac-
tor de crecimiento vascular endotelial en la supervi-
vencia de colgajos al azar, utilizando varias rutas de
administracién, como la intravenosa, subfascial, sub-
dérmica y topica, encontrando mejoria en todos los
grupos comparado con el grupo control.

Los factores de crecimiento son proteinas que perte-
necen a la familia de las citocinas. Estas proteinas son
producidas por un gran namero de células, incluyendo
las plaquetas y trombocitos. Los factores de crecimien-
to se unen a receptores especificos sobre la superficie
celular; éstos se fosforilan activando cascadas de sena-
lizacién hacia el interior de la célula, finalizando en la
transcripciéon de genes que codifican para la produc-
ci6én de proteinas, favoreciendo la angiogénesis, revas-
cularizacién y regeneracion de tejidos.'%!! Entre las
principales funciones que realizan los factores de creci-
miento se encuentran la supervivencia, mitogénesis,
migracion celular y apoptosis.

Entre los principales factores de crecimiento se en-
cuentran el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento transformante tipo Beta
(TGF-B) y factor de crecimiento de insulina (IGF), fac-
tor de crecimiento de vascular endotelial (VEGF), fac-
tor de crecimiento fibroblastico (FGF).?
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El plasma rico en factores de crecimiento (PRFC)
se obtiene a partir de una muestra de sangre perifé-
rica. El objetivo es obtener un precipitado de pla-
quetas utilizando los parametros de tiempo y veloci-
dad establecidos. El resultado es una mezcla de
proteinas autélogas preparadas a partir de un de-
terminado volumen de plasma rico en plaquetas. La
secrecion de factores de crecimiento se inicia con la
activacion plaquetaria y el PRGF utiliza el calcio
para inducirla.*®

Los estudios en el campo de la cirugia plastica son
aln escasos, aunque progresivamente hay mayor in-
terés en su aplicacién.* Los hallazgos en estos traba-
jos no son uniformes y dependen del factor de creci-
miento especifico, de la dosis, de la via de aplicacién y
la utilizacion de métodos adyuvantes para la supervi-
vencia del tejido en estudio.?®

MATERIAL Y METODO

Se llevé a cabo un estudio experimental en 16 cobayos
(cavia porcellus) machos de 600 a 700 gramos de peso.
Se calcul6 el tamano de la muestra para diferencia de
medias que dio un resultado minimo de cinco animales
por grupo experimental, con base en el estudio de Ta-
ran,!! donde utilizé un medio de cultivo celular enrique-
cido y encontré una mejoria entre el grupo de estudio y
el control de mas del 20% de mejoria en la supervivencia
de colgajo dorsal en ratas. Para este estudio se decidié
incluir a 8 cobayos por grupo (SS y PRFC).

Escalas de medicion

La valoracién de la viabilidad se determiné en por-
centaje de tejido viable, tomando cada milimetro de
supervivencia a un equivalente del 1%.

Para los cambios celulares las muestras se obser-
varon bajo microscopia midiendo cuantitativamente
300 leucocitos, tomandose como un valor de 100%,
del cual se determiné el porcentaje de células inflama-
torias (linfocitos, células plasmaticas, macréfagos,
eosinéfilos y neutréfilos). La angiogénesis, colageni-
zacion, fibrina y fibroblastos se determinaron cualita-
tivamente en campos de 40x, clasificando los hallaz-
gos como: sin cambios, leve, moderado y abundante,
asignandoles arbitrariamente los valores de 0, 1, 2 y
3, respectivamente.

En relacién a la intensidad de la inflamacién, los
resultados se reportaron como leve si los elementos
inflamatorios en relacién a las areas no inflamadas
de los controles se incrementaron entre el 5y 25%,
moderada si fue entre el 25 y 50%, y severa si fue ma-
yor del 50%.
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En relacion a la angiogénesis, colagenizacién, fi-
brina y fibroblastos, los resultados se reportaron
como escasos cuando fueron en igual nimero que los
controles, moderados cuando se incrementaron entre
el 25 y 50% y abundantes cuando se incrementaron
mas del 50%.

Los parametros utilizados para valorar la inflama-
cion en diversos tejidos son arbitrarios, pero reprodu-
cibles con variacién no mayor del 50%, tanto intra e
interobservadores.

Los resultados obtenidos se evaluaron por medio
de analisis estadistico con SPSS (Statistical Packages
for Social Sciences v. 10.0). Dado que la distribucién
de datos no sigue una curva normal se aplico la prue-
ba no paramétrica U de Mann-Whitney y Wilcoxon.

En la esfera ética, se siguieron los lineamientos es-
pecificados en el Diario Oficial de la Federacion, del
apartado: animales en condiciones de bioterio “Nor-
ma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especifica-
ciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
los animales de laboratorio”.

RESULTADOS
Viabilidad del colgajo

En la evaluacion de la viabilidad de los colgajos, se
pudo observar en el grupo de SS una media de super-
vivencia de 41% a los 14 dias y en el grupo de estudio
tratado con PRFC de 69%. Al comparar los porcenta-
jes de viabilidad a los 14 dias entre ambos tratamien-
tos se obtuvo una p = 0.04 para el grupo de PRFC.

Valoracion de poblacion de células inflamatorias
y fenomeno de inflamacion

Grupo de solucion salina

Células inflamatorias: Al comparar los promedios entre
el grupo prequirargico y postquirargico, los neutrofi-
los (33.13 + 4.85y 38.5 + 4.9) presentaron un aumen-
to, el cual fue significativo (p = 0.038), no asi entre la
celularidad prequirdrgica y postquirargica en los eosi-
noéfilos (1.25 + 1.04 y 1.5 4+ 0.93), linfocitos (52.88 +
2.53 y 51.75 + 2.82), células plasmaticas (6.38 + 2.13
y 5.13 + 0.64) y macréfagos (6.38 + 4.24 y 3.13 +
3.04) en los cuales el cambio no fue significativo.
Inflamacién, fibrina, coldgena, fibroblastos y an-
giogénesis: Los resultados mostraron una disminu-
cion en la angiogénesis (4.00 y 3.5 + 0.93) y la fibri-
na (1.5 + 0.53 y 1.0), que no fue significativa, como
tampoco lo fueron los cambios en la inflamacién (2.13
+ 0.35y 2.13 + 0.35), colagena (1.0 y 1.0) y fibro-

blastos (1.0 y 1.0) entre las muestras prequirargicas
y postquirirgicas.

Grupo de plasma rico en factores de crecimiento

Células inflamatorias: Se encontré una disminucion
significativa en los linfocitos con p = 0.001 (52 +
2.14 y 47.38 + 1.51), células plasmaticas con p =
0.02 (5.63 + 1.06 y 4.5 + 0.76), macréfagos con p =
0.03 (5.88 + 2.75y 3.63 + 1.3). Los neutroéfilos au-
mentaron significativamente con p = 0.002 (34.88 +
4.09 y 42.25 + 2.96). Los eosinoéfilos (1.63 + 0.52 y
2.25 + 0.71) fueron las Gnicas células que no presen-
taron un cambio significativo.

Inflamacién, fibrina, coldgena, fibroblastos y an-
giogénesis: En el analisis prequirirgico y postquirar-
gico se observé un aumento en la inflamacién (2.75 +
0.46 y 3.0), una disminucién en la angiogénesis (2.25
4+ 0.71 y 2) sin ser significativos. No hubo cambios
en la fibrina (2.0 y 2.0). En la colagena p = 0.038
(media 1.0 y 1.63 + 0.52) y fibroblastos p = 0.001
(media 1.0 y 2.0) la elevacion fue significativa.

Grupo de Solucion

Grupo de PRFC salina

8 cobayos

8 cobayos
2
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Figura 1. Desarrollo experimental.
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DISCUSION

Los avances en los conocimientos de la funcién celular
y obtencién de las sustancias activas y/o células con
determinada actividad, han promovido una aplicaciéon
sistematica para los procedimientos quirargicos. Las
sustancias activas que intervienen en la reparacién de
los tejidos danados se conocen como factores de creci-
miento (fundamentalmente los plaquetarios), citocinas
y quimiocinas.? Las células que intervienen en la pro-
duccién de factores de crecimiento son las plaquetas,
monocitos, linfocitos, neutroéfilos y astrocitos.

Debido al gran auge en el que se encuentra el uso
de los factores de crecimiento en el area de traumato-
logia y maxilofacial,’®!? uno de los objetivos de este
estudio fue determinar la viabilidad tisular de colga-
jos cutaneos al azar utilizando PRFC, asi como eva-
luar sus efectos sobre la celularidad y la neoforma-
cién de vasos por medio de un anélisis histoldgico.

La viabilidad de los colgajos fue mayor en el grupo
tratado con PRFC.

Colgajo con SS
postop y a 14 dias
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En el analisis histolégico de las muestras prequi-
rurgicas y postquirtargicas del grupo SS y del grupo
PRFC, los neutrofilos, que tienen como accion la fa-
gocitosis, presentaron un aumento significativo en
ambos grupos y los macréfagos, que funcionan como
fagocitos y estimulan la liberacién de factores de cre-
cimiento que promueven la angiogénesis,?!? tuvieron
una disminucién en ambos grupos, pero sélo signifi-
cativa en el grupo de PRFC.

Los linfocitos disminuyeron en ambos grupos, lo
cual sélo fue significativo en el grupo de PRFC. Aun-
que se ha demostrado que los linfocitos no se requie-
ren en el proceso de cicatrizacion de las heridas, son
importantes después, en el proceso de reparacion del
tejido.2* Las células plasmaticas, que se encargan de
sintetizar y secretar las inmunoglobulinas disminu-
yeron en ambos grupos, siendo sé6lo significativas en
el grupo de PRFC.

Los fibroblastos se mantuvieron sin cambios sig-
nificativos en el grupo de SS y aumentaron signifi-
cativamente en el grupo de PRFC. La colagena se

Colgajo con PRFC
postop y a 14 dias

Figura 2. Grupo de solucion salina (izquierda)
y grupo de PRFC (derecha) en postoperatorio
inmediato (arriba) y a los 14 dias (abajo).

Figura 3. Izquierda: Caso con solucion sa-
lina con leve aumento de colagena (C), y
leve aumento de vasos capilares (VC). De-
recha: Caso con PRFC con aumento de
colagena (C) y fibroblastos (flecha).
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mantuvo en los mismos niveles en el grupo de SS
antes y después de la cirugia y aumento significati-
vamente en el grupo tratado con PRFC. Se ha re-
portado que los fibroblastos son fuente importante
de citocinas, ademas de que al llegar a las heridas
éstos producen una nueva matriz y la colagena se
deposita sobre y entre este material amorfo.2' Los
tejidos epiteliales pueden entonces migrar sobre
éste, cuando se ha formado la matriz, consistente
de colagena, elastina, fibronectina, acido hialuréni-
co y proteoglicanos. Estas estructuras le dan fuer-
za y soporte y permiten la expansion y contraccién,
lo que provee una superficie para movimiento de
las células, lo que favorece que las reacciones qui-
micas ocurran, proporcionando el estimulo angiogé-
nico inicial.t?

En este estudio se demostré una mayor viabilidad
tisular en los casos tratados con PRFC, lo cual fue
clinicamente significativo. A pesar de que se ha de-
mostrado que el PRFC eleva las células inflamato-
rias,!® en nuestro estudio se presenté una disminu-
ciéon significativa en los macréfagos, linfocitos y
células plasmaticas y no hubo disminucion significati-
va en la inflamacién, como era de esperar.®® Aunque
el resultado clinico mostré reparacion tisular, ésta se
pudo deber a la influencia de los factores de creci-
miento sobre la duracién de los periodos de las fases
de inflamacion, permitiendo la migracién de los fibro-
blastos y la produccién de colagena, los que se encon-
traron elevados en forma significativa. Esto favorecio
la reparacién tisular de los colgajos a pesar de no ha-
ber una diferencia significativa en la neoformacion de
vasos, por lo que probablemente, los cambios estruc-
turales y de los grupos celulares previamente mencio-
nados prepararon el lecho receptor, favoreciendo su
vascularidad.

El1 PRFC contiene proteinas tales como PDGF,
TGFb, EGF, VEGF, IGF-1 y HGF, asi como fibrina,
fibronectina y vitronectina, entre otras,® y en el pre-
sente estudio cabe la posibilidad de que estas sustan-
cias interactuaron favorablemente para el incremento
de la viabilidad tisular de los colgajos, lo que sélo se
comprobaria con estudios de inmunohistoquimica y
de densidad vascular.

CONCLUSIONES

E1 PRFC incrementé la viabilidad de los colgajos cu-
taneos al azar, elevé los valores de fibroblastos y co-
lagena, no influyendo en el resto de las células infla-
matorias o la neovascularizacién. La aplicacién de
PRFC es una alternativa en la elaboracién y disefio

de colgajos cutaneos al azar con vascularidad com-
prometida, ya que su preparacion es sencilla, inocua,
con tejido autdlogo y reproducible.
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