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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue estandarizar y describir un método para la formacion de un
coagulo o malla de fibrina rica en plaquetas en caninos que fuera estable molecularmente
para su caracterizacion y posible aplicacion clinica. Se emplearon 13 perros adultos, de
ambos sexos, aclinicamente sanos con edades entre 2 y 7 afios y un peso igual o superior a
20kg. Estos ingresaron al area de clinica quirtrgica del Hospital Veterinario de la
Universidad de Caldas para un procedimiento electivo. A cada canino se le tomo6 una muestra
de 34 ml de sangre entera divida en seis tubos; uno con anticoagulante EDTA que fue
empleado para realizar conteo celular basal y cinco tubos sin anticoagulante, pero con silice
micronizado que fueron a su vez divididas en tres grupos los cuales recibieron diferentes
tipos de procesos y fueron llamados protocolo de centrifugacion N°1 (2 tubos) a 410g durante
10 minutos, descrito por Dohan et al. para obtener fibrina rica en plaquetas en la especie
humana, protocolo de centrifugacion N°2 (2 tubos) a 191g durante 6 minutos, protocolo
descrito por Silva et al. para obtener concentrado autélogo de plaquetas en la especie canina;
y el denominado control (1 tubo) que fue dejado en reposo para obtener una comparacion
posterior entre estos mediante microscopia electronica de barrido y un conteo automatizado
del sobrenadante residual de cada tubo.

Evaluar la distribucion celular dentro del codgulo no fue posible debido a la caracteristica
gelatinosa que presenta la estructura y que envuelve las células, en este caso solo se pudo
comprobar su presencia por visualizacion directa de cuerpos celulares parcialmente atrapados
o adheridos a la superficie del coagulo. Sin embargo, al realizar conteo hematologico al
sobrenadante de cada tubo se pudo determinar que existe una diferencia estadisticamente
significativa del coagulo generado en reposo también denominado control, respecto a los
coagulos generados por los protocolos 1 y 2 en términos de eritrocitos. El andlisis de las
demas estructuras celulares demostr6 que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre estos.

Por otro lado La manipulacion de la sangre mediante los dos tipos de protocolos si permitio

la obtencion de un coagulo y una malla estable y resistente, con caracteristicas visco elasticas
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deseables al momento de una aplicabilidad clinica. Sin embargo, el tamafio del coagulo
generado con el protocolo N°1 logra una estructura de 1cm a 1.5cm mas largo, siendo este
tipo de estructura mas deseable cuando se enfrentan lesiones de gran tamafio o con grandes
pérdidas de tejido.

Palabras Clave: fibrina, fibrina rica en plaquetas, coagulo, bioandamio, caninos.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to standardize and describe a method for the formation of a
platelet-rich fibrin clot or mesh in canines that was molecularly stable for characterization
and possible clinical application. Thirteen adult dogs, of both sexes, we're used clinically
healthy with ages between 2 and 7 years and a weight equal to or greater than 20 kg. These
entered the surgical clinic area of the Veterinary Hospital of the University of Caldas for an
elective procedure. Each canine is taken a 34 ml sample of whole blood divided into six
tubes; one with EDTA anticoagulant that was used to perform a basal cell count and five
tubes without anticoagulant, but with micronized silica that were in turn divided into three
groups which had different types of processes and were called centrifugation protocols N°1
(2 tubes) at 410 g for 10 minutes, described by Dohan et al. to obtain platelet-rich fibrin in
the human species, centrifugation protocol N°2 (2 tubes) at 191g for 6 minutes, protocol
labeled by Silva et al. to obtain autologous platelet concentrate in the canine species; and the
so-called control (1 tube) that was left to rest to obtain a subsequent comparison between
these using scanning electron microscopy and an automated count of the residual supernatant
of each tube.

Evaluating the cellular distribution within the clot was not possible due to the gelatinous
characteristic that the structure presents and that surrounds the cells. In this case, its presence
could only be detected by direct visualization of the cell bodies trapped or adhering to the
surface of the clot. However, by performing a hematological count on the supernatant of each
tube, it was possible to determine that there is a statistically significant difference between
the resting clot, also called control, with respect to the clots generated by protocols 1 and 2
in terms of erythrocytes. The analysis of the other mobile structures showed that there is no
statistically significant difference between them.

On the other hand, the manipulation of the blood by means of the two types of protocols if
obtaining a clot and a stable and resistant mesh, with desirable elastic visual characteristics
at the time of clinical applicability. However, the size of the generating clot with protocol
No. 1 achieves a structure of 1 cm to 1.5 cm longer, this type of structure being more desirable

when large lesions are present or with large tissue losses.



Key Words: fibrin, platelet rich fibrin, clot, bioscaffold, canines.
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INTRODUCCION.

En la actualidad gran parte de la investigacion clinica se ha encaminado al desarrollo de
aditivos quirurgicos bioactivos que ayuden a regular el proceso de inflamacion y disminuyan
los tiempos de cicatrizacién, pues para los cirujanos es comun afrontar después de cada
intervencion complejos fendmenos de remodelacion tisular y las consecuencias sobre la
curacion y la supervivencia del tejido que estos conllevan (Dohan et al. 2006a). Uno de estos
aditivos bioactivos es la fibrina, una proteina fibrosa involucrada en el proceso de
coagulacion. La cual ha sido estudiada mostrando diversas propiedades como: regeneracion
de tejido, pegamento para tejido, aporte de factores de crecimiento y una aparente
modulacion del sistema inmune, propiedades de alto interés tanto en el campo de la cirugia
como en el de la ingenieria de tejidos (Paul 2011). La fibrina es la forma activa de una
molécula plasmatica llamada fibrindgeno. Esta molécula fibrilar soluble esta presente tanto
en plasma como en los granulos-o de las plaquetas y juega un papel determinante en la
agregacion plaquetaria durante la hemostasia (Dohan et al. 2006a). Aunque las propiedades
mecanicas de los coagulos de fibrina in vivo son aln en gran parte desconocidas, no hay duda
que algunas de estas propiedades como viscosidad y elasticidad serian de gran utilidad en

escenarios clinicos (Weisel 2004).

El uso de fibrina como adhesivo y bioandamios esta documentado por muchos autores, y en
la actualidad hay disponibles algunas mallas de manera comercial, donde la trombina se
combina con fibrindgeno para formar un hidrogel de fibrina, en algunos casos se incorporan
péptidos bioactivos y factores de crecimiento que mejoran la funcionalidad como andamio
precursor de tejido, pues al incorporar estos péptidos facilita la adhesion de las células al
armazén que promueve (Ahmed, Dare, and Hincke 2008). Sin embargo, su uso sigue siendo
controvertido por el alto riesgo de una infeccién cruzada y posible transmisién viral en
adhesivos comerciales y la complejidad de los protocolos de fabricacion para adhesivos
autologos; ofreciendo estos ultimos la mejor alternativa debido al bajo nivel de fibrindgeno,

gue es mas adecuado para el crecimiento celular (De la Puente and Ludefia 2014).
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Por otro lado, terapias regenerativas a base de (PRP) Plasma Rico en Plaquetas han venido
ganando popularidad en la medicina musculo esquelética por su potencial para ayudar en la
reparacion de tejidos con baja capacidad de curacion (Wu, Diaz, and Borg-stein 2016). Esta
opciodn de tratamiento autélogo esta descrito para una variedad de afecciones, que incluyen
lesiones de cartilago, tendinopatias y artrosis temprana, y a su vez existen varias
formulaciones y métodos de preparacion que varian segun el autor. Dohan Ehrenfest et
al describieron un sistema de clasificacion basado en dos factores: contenido celular,
principalmente en referencia a glébulos blancos y una arquitectura de fibrina. Con estos
parametros, el PRP se puede agrupar en 4 diferentes tipos: “Pure” PRP (P-PRP), que no
contiene leucocitos y tiene una red de fibrina de baja densidad. EI PRP rico en leucocitos (L-
PRP) tiene concentraciones aumentadas de globulos blancos ademas de una alta
concentracion de plaquetas, pero también tiene una red de fibrina de baja densidad. La
fibrina pura rica en plaquetas (P-FRP) que esta libre de leucocitos, pero tiene una red de
fibrina de alta densidad y finalmente, la fibrina rica en leucocitos y plagquetas (L-FRP) que
combina tanto concentraciones aumentadas de leucocitos como una red de fibrina de alta
densidad. Preparaciones que presentan una red de fibrina de baja densidad permiten
aplicaciones inyectables, y se usan comunmente en medicina ortopédica y deportiva. Las
preparaciones con una red de fibrina de alta densidad, permiten un coagulo con factores de

crecimiento presentes en la estructura matriz (Lansdown and Fortier 2017).

La fibrina rica en plaquetas (FRP) pertenece a una nueva generacion de concentrados de
plaquetas orientados a una manipulacion facilitada de la sangre. Este concentrado celular es
una nueva familia del concentrado de plasma rico en plaquetas (PRP). Ha sido desarrollado
en Francia por Choukroun et al gracias a protocolos de produccion simplificados para obtener
un nuevo tipo de adhesivo de fibrina, que no es ni un pegamento, ni un concentrado de
plaquetas clasico, sino mas bien una red o malla que permite crear una matriz cicatricial
autologa (Dohan et al. 2006a); de hecho FRP presenta una polimerizacion lenta durante su
elaboracion lo que genera una red de fibrina muy similar a la que se presenta de manera
natural, dicha red conduce a una migracion y proliferacion celular mas eficiente y por lo tanto

una mejor cicatrizacion, a diferencia de la fibrina polimerizada de manera artificial pues en


https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/osteoarthritis
https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/leukocyte
https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/fibrin
https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/platelet
https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/growth-factor
https://biblio.ucaldas.edu.co:2056/topics/medicine-and-dentistry/growth-factor
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este caso su estructura tridimensional depende de la adicién de trombina bovina (Chatterjee,
Agarwal, and Subbaiah 2014; Dar et al. 2016; Dohan Ehrenfest et al. 2010; Nanditha et al.
2017).

En este concentrado las plaquetas y las citocinas liberadas se acumulan en gran medida en
un coagulo de fibrina (Dohan Ehrenfest et al. 2010); los granulos que poseen las plaquetas
contienen muchas proteinas, algunas especificas de plaquetas (Ej., beta-tromboglobulinas)
otras proteinas no especificas (fibronectina, trombospondina, fibrindgeno, factores de
crecimiento, inhibidores de la fibrindlisis, inmunoglobulinas, etc.), ademas de calcio y
serotonina (Chatterjee, Agarwal, and Subbaiah 2014),(Dohan et al. 2006b). Después de que
se activan y degranulan, las plaguetas se agregan en el sitio de curacion y alli liberan citocinas
(IL-1 beta, IL-6, factor-alfa de necrosis tumoral TNFa) (Chatterjee, Agarwal, and Subbaiah
2014),(Dohan et al. 2006c), y factores de crecimiento (factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGFp1), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
vascular (VEGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) que estimulan la migracion y
proliferacion celular dentro de la matriz de fibrina y asi comienza la primera etapa de
curacion (Chatterjee, Agarwal, and Subbaiah 2014),(Dohan et al. 2006b). Asi mismo la FRP
puede disminuir muchos efectos nocivos en el sitio inflamado durante el acto quirdrgico vy,
por lo tanto, podria ejercer un tipo de regulacion del sistema inmune, con propiedades
benéficas en el control de la inflamacién y disminucion de las infecciones postoperatorias
(Dohan Ehrenfest et al. 2010),(Chatterjee, Agarwal, and Subbaiah 2014),(Dohan et al.
2006c).

En medicina veterinaria se tienen reportes de protocolos exitosos para la coleccién de
concentrados autdlogos de plaquetas en diferentes especies (Carmona et al. 2006; Silva et al.
2011a, 2011b), y con buenos resultados a la hora de aplicaciones clinicas (Parra, Vergara and
Silva 2017; R. F. Silva, J. U. Carmona 2013; Silva, Rezende, and Carmona 2011). Sin
embargo, la fibrina rica en plaquetas (FRP) permite obtener un nuevo tipo de adhesivo de
fibrina, en forma de red o malla que facilita crear una matriz cicatricial autéloga (Dohan et

al. 2006a), ofreciendo una gran variedad de aplicaciones, tal es el caso de los “bioandamios”


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=TNF%CE%B1&action=edit&redlink=1
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usados en la formacién y regeneracion de los tejidos, gracias a la capacidad que poseen de

guiar el cultivo, y el crecimiento celular.

Estas acciones terapéuticas son de gran importancia en situaciones clinicas de consideracion
como lesiones traumaticas con grandes pérdidas de tejido donde se requiere recuperar el
mismo rapidamente, 0 como en la ingenieria de tejidos donde se trabaja en la fabricacién de
organos completos. Esto gracias a que la estructura que se forma es muy similar a la matriz
celular, la cual es precursora de cualquier tipo de tejido (De la Puente and Ludefia 2014; Paul
2011). No obstante, la informacion que se tiene acerca de la fibrina rica en plaquetas
actualmente esta fundamentada en gran parte de estudios realizados en la especie humana y
equina, faltando asi informacion cientifica solida para el conocimiento de este nuevo

adhesivo y su posible aplicacion en la especie canina.

El propdsito de este estudio fue estandarizar y describir un método que garantice la formacion
de un coagulo o malla de fibrina rica en plaquetas (FRP) estable molecularmente para su

caracterizacion y posible aplicacion clinica.

MARCO TEORICO.

ESTRUCTURA.

El fibrindgeno también denominado factor | (uno) de la coagulacion; es una glucoproteina
plasmatica soluble, alargada, de 45 nm que consta de dos dominios D externos, cada uno
conectado a un dominio E central por un segmento enrollado en espiral (Paul 2011)
(Mosesson 2005) ( Murray. et al. 2010)(Standeven, Ariéns, and Grant 2005). Esta molécula
estd compuesta de tres pares no idénticos de cadenas polipeptidicas (Aa, Bp, y) las cuales
constan de 610, 461 y 411 residuos de aminoacidos, respectivamente (Paul 2011)(Mosesson
2005)(Murray. et al. 2010). Las cadenas BB y y contienen oligosacéaridos complejos

enlazados a asparagina (Murray. et al. 2010).
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Las regiones amino terminal de las seis cadenas estan muy préximas debido a enlaces
covalentes de cinco puentes disulfuro (Paul 2011), mientras que las regiones carboxilo
terminal se separan, dando lugar a una molécula alargada y asimétrica. Las porciones Aa y
Bp de las cadenas A y B, designadas fibrinopéptido A (FPA) y fibrinopéptido B (FPB),
respectivamente, portan cargas negativas excesivas como resultado de la presencia de
residuos aspartato y glutamato. Estas cargas negativas se encuentran en los extremos amino
terminal de las cadenas, y favorecen la solubilidad del fibrindgeno en el plasma, ademas
causan repulsion electrostatica entre moléculas de fibrindgeno lo que previene la agregacion
(Murray. et al. 2010).

FPA
FPB Cadena Aca

Cadena Bp
Cadenay
—C00 —NH;' —C00~

Figura 1. Representacion esquemaética (no a escala) del fibrinégeno, que muestra pares de cadenas
Aa, BB y v unidas mediante enlaces disulfuro. (FPA, fibrinopéptido A; FPB, fibrinopéptido B.)
Imagen tomada de Robert K. Murray. [et al.] / Harper: Bioquimica ilustrada. México, D.F.
McGraw-Hill Interamericana. 2013, p654; 29a.Ed.

La fibrina se forma cuando, los enlaces Arg-Gli entre los fibrinopéptidos y las porciones a y
B de las cadenas Aa y Bp del fibrindgeno son hidrolizadas por accion de la trombina. Esta
liberacion de los fibrinopéptidos por la trombina genera un monomero de fibrina, que tiene
la estructura de las subunidades (o, B, v). Dado que el FPA y FPB s6lo contienen 16 y 14
residuos de aminoacidos, respectivamente, la molécula de fibrina retiene 98% de los residuos

presentes en el fibrindgeno (Murray. et al. 2010).
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La eliminacidn de los fibrinopéptidos expone sitios de union denominados EA y EB iniciando
asi la polimerizacion de la fibrina. Cada sitio EA se combina con un bolsillo constitutivo de
union complementaria (Da) en el dominio D de moléculas vecinas, estas asociaciones EA:Da
permiten que los mondmeros de fibrina se agreguen de manera espontanea en una disposicion
alineada regularmente escalonada, de dominios D externos sobrepuestos formando
protofibrillas que se autoensamblan lateralmente y en haces de fibras ramificadas formando
un biopolimero gelatinoso con una estructura de red porosa o malla tridimensional. Esta
estructura también conocida como coagulo de fibrina tiene la caracteristica de ser insoluble
y mas bien débil; sélo se mantiene unido por la asociacién no covalente de monémeros de
fibrina (Paul 2011).
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Figura 2. Representacion esquematica del fibrindgeno y la fibrina que muestra los principales dominios
estructurales, los sitios de asociacion que participan en la polimerizacion y la reticulacion de fibrina ademas de
otras interacciones de unién molecular y celular. Mitad inferior de la figura: La escision por trombina a los dos
conjuntos de fibrinopéptidos (FPA, fibrinopéptido A; FPB, fibrinopéptido B.) de las cadenas Aa, B de las
moléculas de fibrindgeno expone los sitios EA y EB (inicio de la polimerizacion). Imagen tomada Ducheyne,
P. [et al.], (Eds.). (2015). Comprehensive biomaterials (Vol. 1), pag. 306. Newnes.

“La trombina ademas de convertir el fibrindgeno en fibrina también convierte el factor XIII
en factor Xllla (activado). Esta es una transglutaminasa especifica que forma enlaces
covalentes entre moléculas de fibrina al formar enlaces peptidicos entre los grupos amida de
la glutamina y los grupos amino de residuos de lisina” (Murray. et al. 2010), lo que produce
un coagulo de fibrina méas estable con mayor resistencia a la protedlisis (K. et al.
2010)(Standeven, Ariéns, and Grant 2005)(Mosesson, Siebenlist, and Meh 2006). Ahora
bien, segun Dohan, D. M. et al. (2006) es probable que haya dos tipos diferentes de
ramificacion que definen la estructura del coagulo: en el primer tipo, las fibrillas bicatenarias
se alinean de lado a lado y forman un punto de ramificacion tetramolecular o bilateral que
admite resistencia y rigidez en el coagulo. El segundo tipo de ramificacion es trimolecular o
equilateral, configuracion que se obtiene por la fusién de tres moléculas de fibrina que unen
tres protofibrillas de doble cadena de igual ancho, evento que probablemente se produce con
mayor frecuencia cuando la velocidad de liberacion del fibrinopéptido es lenta (Dohan et al.
2006a).
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Figura 3. A. Modelado informatico tedrico de las uniones tetramoleculares o bilaterales de las mallas de fibrina
(arquitectura de red rigida). B. Uniones de mallas de fibrina trimoleculares o equilateras (arquitectura de red
flexible) (D-TEP v1.3). Imagen tomada de Dohan, D. M. [et al.] (2006). Platelet-rich fibrin (PRF): a second-
generation platelet concentrate. Part I: technological concepts and evolution. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 101(3), e41-e42. [6]

PROPIEDADES

La fibrina es un polimero viscoelastico, lo que significa que tiene propiedades elasticas y
viscosas. La elasticidad (o rigidez) se caracteriza por una deformacion mecanica reversible,
mientras que la viscosidad (o plasticidad) se caracteriza por una deformacion irreversible
inducida por la fuerza. Los biomateriales viscoelésticos difieren en el grado de las
propiedades elasticas y viscosas, que se cuantifican midiendo las respuestas a la deformacion
(Litvinov and Weisel 2017); para Ducheyne P. et al (2015) “los diferentes componentes del
coagulo de fibrina influyen en su estructura y también afectan sus propiedades mecénicas”

(Paul 2011).

Para los coagulos de fibrina, el componente eldstico generalmente es mayor que el
componente viscoso, aunque este Ultimo aumenta rapidamente a mayores tasas de
deformacion. En los experimentos de fluencia, en los que se miden cambios constantes en la
tension tras la aplicacion de estrés, algunos codgulos no cambian en su rigidez, lo que
significa que la fibrina es una estructura "autorreparadora”, probablemente porque la

estructura en conjunto es reversible (Litvinov and Weisel 2017).

En un contexto médico-quirdrgico las propiedades estructurales del coagulo son importantes
y de consideracion, pero dependen en gran medida de las condiciones de polimerizacién. La
situacioén clinica a la cual se vea enfrentado el médico-cirujano hara dichas propiedades
deseables o no. Por ejemplo, el grado de viscoelasticidad de un trombo en un vaso sanguineo
determinaré si el flujo sanguineo es capaz de romperlo o por el contrario se convertira en un
émbolo. En el caso de la hemostasia, la estructura del coagulo debe ser lo suficientemente

fuerte como para soportar la presion del flujo sanguineo (Paul 2011)(Weisel 2004).
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Por su parte en un estudio donde se analizo el efecto de distintas concentraciones de trombina
y de la transglutaminasa (factor XII1) en la red de fibrina y la resistencia mecénica de esta,
se observo que la concentracidn de trombina si influye en la cinética de polimerizacion, pero
no en el desarrollo de las propiedades mecanicas (Paul 2011). Mientras que a un aumento en
el contenido del factor XIII parece incrementar la rigidez del coagulo y eliminar la
deformacion ineldstica o irreversible (Weisel 2004).

USO DE FRP EN PERDIDAS DE TEJIDOS BLANDOS

En la actualidad en las areas clinicas donde se muestran grandes beneficios con FRP es la
cirugia maxilofacial, y la periodoncia pues en estos campos es donde se observan
aplicaciones clinicas constantes en la regeneracion de grandes pérdidas de tejido por lesiones,
soportado por una buena cantidad de estudios de casos clinicos donde se muestra su
efectividad (Nanditha et al. 2017). Segun Mohanty.et al (2014) comparé la membrana de
FRP con la membrana de colageno disponible comercialmente para cubrir lesiones similares
y encontré que la membrana de FRP es mejor debido a que posee una manipulacion
facilitada, mejor resistencia a la rotura, mejor curacion clinica, y mejor epitelizacion de la

herida en el examen histopatologico postoperatorio (Mohanty, Pathak, and Dabas 2014).

Por su lado Miron.et al (2017), recogieron datos relacionados con la utilizacion de FRP para
la curacién de heridas y la regeneracion tejidos blandos. Analizaron una variedad de articulos
los cuales fueron clasificados en 7 estudios in vitro, 11 in vivo y 31 estudios clinicos. EI 85%
de los estudios in vitro y el 100% de los estudios in vivo mostraron que el uso de FRP es
significativamente ventajoso. EI 58% de los estudios clinicos informaron curacion positiva
de heridas con FRP y el 87% de los estudios clinicos apoyaron el uso de FRP. Con estos
resultados los investigadores proponen que la FRP es un material viable para la regeneracion
y el aumento de tejidos blandos con resultados beneficiosos (Nanditha et al. 2017)(Miron et
al. 2017).

Ademas, existen reportes de uso de FRP en la correccion de defectos asociados al tracto

urinario en hombres, donde se estudié el resultado al cubrir los sitios de uretroplastias
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correctivas por hipostasias distales. Los autores reportan que después de 8 meses de
seguimiento no se observO una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
control y el grupo de prueba. Sin embargo, las complicaciones postoperatorias fueron
menores en el grupo de prueba el cual recibio la FRP en los sitios quirargicos (Nanditha et
al. 2017)(Guinot et al. 2014). A su vez existe un informe de caso que se enfoca en la
reparacion de una fistula uretrocutanea en un nifio de 3 afios que se produjo como una
complicacion después de la reparacion de hipospadia (Nanditha et al. 2017)(Soyer et al.
2013). En mujeres también se encuentran estudios informando de las bondades del
pegamento de tejidos a base de FRP en una combinacion con plasma autélogo rico en
plaquetas como abordaje minimamente invasivo para el cierre de la fistula vesicovaginal con
resultados satisfactorios (Nanditha et al. 2017)(Shirvan, Alamdari, and Ghoreifi 2013).

Otras aplicaciones de FRP en cirugia de tejidos blandos es la insercion de membranas de FRP
en la cornea para la prevencién de perforaciéon corneal, donde se observo que el dolor y la
inflamacion conjuntival se redujeron y se pudo prevenir la perforacion corneal en casos de
descemetocele severo (Nanditha et al. 2017)(Can et al. 2016). En lesiones nerviosas se
descubrio que la fibrina rica en plaquetas puede inducir una recuperacion sensorial y motora
limitada pero adecuada ademas de reducir el dolor neuropatico (Nanditha et al. 2017)(Kuffler
etal. 2011). Por otro lado, selladores aut6logos de fibrina rica en plaquetas para la reparacion
de hernias inguinales (Nanditha et al. 2017)(De Hingh et al. 2009) y aplicacion post-
quirargica de FRP en prolapso vaginal recurrente también han sido reportados con muy
buenos resultados (Nanditha et al. 2017)(Gorlero et al. 2012).

USO DE FRP EN TEJIDO OSEO

En el campo de la ortopedia numerosos andamios han sido probados con el objetivo de
mejorar la viabilidad celular, unién, proliferacion, diferenciacion osteogénica,
vascularizacion, integracién al huésped y soporte de carga, rasgos principales que describen
un andamio adecuado para la regeneracion 6sea (Roseti et al. 2017); a su vez el uso de FRP
en el tratamiento de las lesiones quisticas parece ser un nuevo enfoque terapéutico que

promueve la regeneracion dsea mas rapida (Dar et al. 2016). Ademas, las membranas de FRP
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mostraron un nivel de proliferacion celular (cualitativo y cuantitativo) més alto respecto a
estructuras de colageno, mostrando entonces una gran capacidad como un andamio para la

proliferacion de células periosticas humanas en un cultivo in vitro (Gassling et al. 2010).

También se ha observado, en cuanto a tejido éseo se refiere, que la FRP muestra un mejor
comportamiento y unas mejores tasas de regeneracion celular cuando es combinado con
componentes que se asemejan o hacen parte de dicho tejido. Como explica Sheu et al. Quien
evalud la eficacia de auto-implantes de cartilago en el condilo femoral medial, mas la
aplicacion de fibrina rica en plaquetas como tratamiento para llenar defectos y regenerar
cartilago en un modelo porcino; este autor observo que el procedimiento fue mas efectivo
cuando se combind la FRP con condrocitos aut6logos, lo que puede proporcionar una técnica
para abordar los defectos del cartilago in vivo (Sheu et al. 2017). Igualmente, Boliikbasi et
al. demostrarén que la FRP mezclada con fosfato de calcio bifasico presento un aumento
histomorfométrico en la formacion de hueso en comparacion con la FRP sola al momento de
regenerar defectos 6seos creados quirdrgicamente en tibias de ovejas (Boliikbasi et al. 2013).
Sin embargo, y a pesar de los buenos resultados en el enfoque clinico de la Ingenieria de
tejidos dseos los andamios de fibrina no han tenido lugar a gran escala todavia, debido a la
necesidad de estudios mas profundos, los altos costos de fabricacion y la dificultad de obtener

aprobacion regulatoria (Dar et al. 2016)(Roseti et al. 2017).

TECNICAS DE OBTENCION DE FRP

La fibrina rica en plaquetas (FRP) no es mas que sangre que se centrifuga sin adicionar
ninguna sustancia, no se requiere de ningun tipo agente gelificante (Dohan et al.
2006a)(Chatterjee, Agarwal, and Subbaiah 2014). El protocolo estandarizado para obtencion
de FRP en humanos es muy simple: se toma una muestra de sangre sin anticoagulante en
tubos de 10 ml que se centrifugan inmediatamente a 3000 rpm (segun el autor
aproximadamente 400 G) durante 10 minutos. La ausencia de anticoagulante implica la
activacion plaquetaria inmediatamente la sangre entra en contacto con el tubo y hay

liberacion de los factores de coagulacion (Dohan et al. 2006a).
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Después de la centrifugacion se obtiene el plasma acelular, que se acumula en la parte
superior del tubo. En la parte central del tubo, se obtiene un coagulo de fibrina, justo entre
los gldbulos rojos ubicados en la parte inferior y el plasma acelular en la parte superior. Las
plaquetas estan atrapadas masivamente en las mallas o coagulos de fibrina. Un manejo rapido
es la Unica forma de obtener un codgulo de FRP de buena calidad y que sea aplicable en
situaciones clinicas. Si el tiempo transcurrido entre recolectar sangre y comenzar la
centrifugacion es demasiado largo, la fibrina se polimerizara de forma difusa en el tubo y

solo se obtendra un pequefio coagulo de sangre sin consistencia (Dohan et al. 2006a).

Por otro lado R.F. Jiménez-Aristizabal et al. (2017) reporta un protocolo adicional para
obtener FRP en equinos el cual consta de una centrifugacion a 240 G durante 8 minutos, con
efectos muy similares en esta especie al protocolo descrito por Choukroun como
encapsulamiento de plaquetas y factores de crecimiento en el coagulo que se forma (Jiménez-
Aristizabal et al. 2017).

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se emplearon 13 caninos adultos (Canis Lupus Familiaris), clinicamente sanos con edades
entre 2 y 7 afios y un peso igual o superior a 20kg. Los caninos ingresaron al area de clinica
quirdrgica del Hospital Veterinario para un procedimiento electivo. A cada canino se le
realizd hemoleucograma, creatinina y alanina aminotranferasa (ALT), los cuales se
encontraron dentro de los parametros normales. De estos animales se tomé una muestra de
34 ml de sangre entera, a cada individuo la cual fue empleada para producir los

hemoderivados que fueron evaluados en el estudio.

OBTENCION DE LA SANGRE.
La recoleccion de las muestras en cada individuo se realizo el dia del procedimiento electivo
programado, justo antes de realizar la pre-medicacion anestésica, durante el proceso de

preparacion quirurgica. Se ubico el paciente en deculbito lateral izquierdo y se extrajo sangre
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de la vena yugular mediante un catéter mariposa 21 G (Terumo, Leuven, Belgium), la cual
fue recolectada en tubos (BD Vacutainer® Safety-Lok™). Para cada animal, se tomaron
muestras de sangre en 6 tubos los cuales fueron divididos de la siguiente manera.

Un (1) tubo de 4ml con anticoagulante EDTA (Vacuette®). Esta muestra se utiliz para
realizar conteo celular basal mediante un contador hematoldgico automatizado por
impedancia volumétrica (Nihon Kohden, Celltac Alpha, MEK-6450J.).

Cinco (5) tubos plasticos de 6 mL, sin anticoagulante y recubiertos con silice micronizado
(Improbe® Evacuated Blood Collection Tube — Clot Activator). Estas 5 muestras fueron a
su vez divididas en 3 grupos los cuales recibieron diferentes tipos de procesos y fueron
Ilamados protocolo de centrifugacion N°1 (2 tubos), protocolo de centrifugacion N°2 (2
tubos), y control (1 tubo) para obtener una comparacion posterior entre estos. La
centrifugacion de las muestras se realizd inmediatamente después de la recoleccion. (ver

figura 1)

E¥ ER EN
Tomade
Muestras l l I I l '

Protocolo N°1 Protocolo N°2 Gontrel Conteo
FRP Humanos PRP Caninos ontra Hematologico Basal

Centnfugacibn@ Centrifugacion Roposo@

Figura 4: Representacion esquematica del proceso de obtencion de muestras en cada individuo,

incluidos el tubo control y conteo hematolégico basal (hemoleucograma).
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PROTOCOLOS

PROTOCOLO DE CENTRIFUGACION N°1:

Dos tubos de muestra de cada individuo fueron centrifugados a una fuerza de 4109 durante
10 minutos. Protocolo descrito por Dohan et al. (Silva et al. 2011a) para obtener fibrina rica
en plaquetas (FRP) en la especie humana. Se obtuvieron dos coagulos segun este protocolo.
Cada coagulo tuvo un posterior tratamiento, el primero se fijé completamente sin modificar
su estructura y el segundo sufrié un moldeado en forma de malla antes de su fijacion en
Glutaraldehido al 2%

PROTOCOLO DE CENTRIFUGACION N°2:

Otros dos tubos de muestra de cada individuo, se centrifugaron a una fuerza de 191g durante
6 minutos, protocolo descrito por Silva et al. (Dohan et al. 2006b) para obtener concentrado
autdlogo de plaquetas (CAP) en la especie canina. Se obtuvieron dos codgulos segun este
protocolo. Cada coagulo tuvo un posterior tratamiento, al igual que en el protocolo N°1 el
primer coagulo se fijo completamente sin modificar su estructura y el segundo sufrio un
modelado en forma de malla antes de su fijacién en Glutaraldehido al 2%. Para ambos
protocolos se utilizd una centrifuga Hettich ROTOFIX-32.

El tubo denominado control se dejé en reposo a temperatura ambiente. Esto se hizo con la
intencion de generar un coagulo con unas caracteristicas de formacion diferentes a las de
centrifugacion, mas semejantes a una formacion in vivo; con el cual comparar las diferencias
o similitudes fisicas entre un coagulo formado por centrifugacion y un coagulo generado en
reposo. Se intento realizar un modelado de malla de este coagulo generado en reposo sin
efecto positivo en los experimentos realizados; debido a que la estructura y las caracteristicas
visco elésticas difieren en gran medida respecto a los obtenidos mediante centrifugacion.
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ANALISIS ESTRUCTURAL Y CELULAR DEL COAGULO DE FIBRINA.
Independientemente del protocolo utilizado, los codgulos generados mediante centrifugacién
se retiraron del tubo usando pinzas de diseccion con garray se les separ0 la base del coagulo
de células rojas con unas tijeras. Uno de los coagulos de cada protocolo ya libre de su porcion
roja se ubicé de manera individual en un dispositivo de acero inoxidable (CE Medentra
Stainless) utilizado para comprimir el coagulo y generar un modelado de malla. El otro
coagulo de cada protocolo no se sometié a ningun tipo de compresion su estructura se
conservo intacta (Figura2). El resultado es la generacion de dos coagulos completos formados
mediante protocolos de centrifugacion N°1 y N°2 respectivamente, al igual que dos mallas
moldeadas pero cuyos coagulos base fueron obtenidos de igual manera mediante protocolos
de centrifugacion N°1 y N°2. En ambas estructuras tanto coagulo completo como malla se
observo gran resistencia a una manipulacion fuerte sin presentarse deterioro o dafio. La
estructura moldeada en forma de malla necesito una mayor fuerza de tension para su
rompimiento.

El codgulo generado en reposo se extrajo de igual forma de los tubos. Su celularidad roja
fue homogénea en toda la estructura por lo que no se realizaron separaciones o cortes de
este coagulo.
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Figura 5: (A) Coagulo generado mediante protocolo N°2 en proceso de fijacion en Glutaraldehido
(B) Coagulo generado mediante protocolo N°2 dispuesto en dispositivo CE Medentra Stainless para
posterior moldeado en forma de malla (C) dispositivo CE Medentra Stainless durante el proceso de
moldeado, se aprecia una estructura metélica en forma de I&mina que recubre, aplana y extrae el

sobrenadante del coagulo.

Los coagulos enteros generados por los dos diferentes protocolos de centrifugacion, las
mallas modeladas y el coagulo generado en reposo de cada individuo se sumergieron en
Glutaraldehido al 2% para la fijacion del tejido durante una y media horas. Posteriormente
se trataron por desecacion (a temperatura ambiente) durante 24 horas. Se recubrieron con
micro pulverizacion de oro y se examinaron en el centro de microscopia electronica de
barrido (MEB) (FEI-QUANTA 250 Environmental Scanning Electron Microscope-ESEM)
de la Universidad de Caldas. Las fotografias se tomaron a 15 kV con aumentos entre 60 a
2000. MEB se utilizé para confirmar mediante visualizacién directa la identificacion de los
cuerpos celulares atrapados en la matriz (leucocitos, plaquetas y glébulos rojos) asi mismo
para analizar mediante visualizacion directa la arquitectura general de la estructura matriz de
fibrina que se forma.

Después que los coagulos fueron retirados de los tubos para su respectivo proceso
hemoderivado y analisis MEB, el sobrenadante residual en el tubo se sometié a un conteo
hematologico automatizado por impedancia volumétrica (Nihon Kohden, Celltac Alpha,
MEK-6450J.). Esto con la intencién de obtener el valor celular atrapado en los coagulos
generados por los diferentes protocolos (protocolo N°1, protocolo N°2 y control). Se logré
comparando el valor del sobrenadante con los niveles basales de cada individuo obtenidos
mediante el hemoleucograma inicial. La diferencia entre estos dos valores se consider6 como

la cantidad de células atrapadas en cada coagulo

ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar la celularidad basal inicial con la obtenida al final de los procedimientos de
obtencion de FRP se realiz6 un conteo hematoldgico automatizado por impedancia
volumétrica al sobrenadante de cada tubo después de sacar el coagulo en el laboratorio de
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terapia regenerativa de la Universidad de Caldas (Nihon Kohden, Celltac Alpha, MEK-
6450J.). Esto permitié determinar una aproximacion de la cantidad de células que quedaron
atrapadas en el coagulo, para cada protocolo.

Los recuentos celulares estudiados para cada protocolo no presentaron una distribucién
normal (prueba de Shapiro-Wilk (P < 0,05)). Los valores de eritrocitos, leucocitos, linfocitos
y plaquetas entre protocolos fueron comparados con el valor basal (cuadro hemaético),
mediante la prueba de (Kruskall-Wallis) arrojando como resultado diferencia significativa
entre estos. Se procede entonces con una prueba de Dunnett comparacion pareada y se
observa que no hay una diferencia significativa entre protocolo N°1, N°2 y control para
estructuras celulares como leucocitos, linfocitos y plaquetas; esto indica que los tres tipos de
coagulo retuvieron la misma cantidad de estos cuerpos celulares. Sin embargo, cuando se
analizaron los eritrocitos se aprecio una diferencia significativa del coagulo formado en
reposo denominado control respecto a los demas protocolos. Lo que indica que este tipo de

coagulo atrapa una mayor cantidad de eritrocitos.
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Valor medio de Leucocitos por tipo de Protocolo

2,145

B CuadroHematico ®Control EFRP PRP

Comparaciones pareada de Tipo de Protocolo para Leucocitos

Estadistico Error Desv. Estadistico . . .
0ty Ll de contraste  estandar de contraste Sin: e s
Control FRP -7.615 5,839 -1.282 200 1.000
Control-PRP -105677 5538 -1,781 075 A48
Control-Cuadro Hematico 31,8962 5,839 5,382 0on 000
ERP-PRP -2 962 5,939 -.499 618 1.000
|FRP-Cuadro Hematico 24 346 5839 4100 ooa noo

PRP-Cuadro Hematico 21,385 5839 3.601 ooa 002

Diagrama 1: Comparacion pareada de los tipos protocolo respecto al valor de leucocitos.
No se observa una diferencia significativa (P > 0,05) de los coagulos obtenidos mediante

los protocolos 1, 2 y en reposo.



Valor medio de Linfocitos por tipo de protocolo

2,146

mCuadro Hematico ® Control

mFRP ®mPRP

Comparaciones entre parejas por tipo de Protocolo para Linfocitos

Estadistico Error Desv. Estadistico . . .

Muestra 1-Muestra 2 de contraste estandar de contraste Sig. Sig. ajust.

Control-FRP -1.526 5008 -,258 796 1.000
Control-PRP -1,641 5008 -278 781 1,000
Control-Cuadro Hematico 25 603 5,908 4333 oo 0on
FRP-PRP - 115 5789 -020 984 1.000
|FRP-Cuadro Hematico 24,077 5,789 4159 0oo 0oo
PRP-Cuadro Hematico 23,862 5,789 41349 000 000

Diagrama 2: Comparacion pareada de los tipos protocolo respecto al valor de linfocitos.

No se observa una diferencia significativa (P > 0,05) de los coagulos obtenidos mediante

los protocolos 1, 2 y en reposo.
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Valor medio de Granulocitos por tipo de Protocolo

B Cuadro Hematico B Control ®FRP mPRP

Comparaciones entre parejas por tipo de Protocolo para Granulocitos

Estadistico Error Desv. Estadistico . . .

Muestra 1-Muestra 2 de contraste estandar de contraste Sig. Sig. ajust.

Control-FRP -7,282 5,947 -1.225 221 1.000
Control-PRP -10,874 5,947 -1,845 065 380
Control-Cuadro Hematico 31,436 5947 5,286 o0 000
FRP-PRP -3,6582 5,827 -.634 G268 1.000
| ERP-Cuadro Hematico 24,154 5,827 4145 0oo 0oo
PRP-Cuadro Hematico 20,462 5827 35612 oon 0o3

Diagrama 3: Comparacién pareada de los tipos protocolo respecto al valor de granulocitos.
No se observa una diferencia significativa (P > 0,05) de los codgulos obtenidos mediante

los protocolos 1, 2 y en reposo.



Valor medio de Plaquetas por tipo de Protocolo

28,62

B Cuadro Hematico

mCortrol WFRF WFPRP
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Comparaciones entre parejas por tipo de Protocolo para Plaquetas

Estadistico Error Desv. Estadistico q - .

Muestra 1-Muestra 2 de contraste  estandar de contraste Sig. Sig. ajust.

FRP-PRP -1.348 5839 - 227 821 1.000
ERP-Control 3154 50835 531 545 1,000
FRP-Cuadro Hematico 27,500 5,938 4,631 000 ooo
PRP-Control 1.808 5,039 304 761 1.000
| PRP-Cuadro Hematico 26,154 5,939 4,404 000 000
Control-Cuadro Hematico 24,346 5,939 4,099 0oo 0oo

Diagrama 4: Comparacion pareada de los tipos protocolo respecto al valor de plaquetas.

No se observa una diferencia significativa (P > 0,05) de los coagulos obtenidos mediante

los protocolos 1, 2 y en reposo.
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Valor medio de Eritrocitos por tipo de Protocolo

B Cuadro Hematico ®Corntrol B FRP PRP

Comparaciones entre parejas por tipo de Protocolo para Eritrocitos

Estadistico Error Desv. Estadistico . . .

I LA de contraste  estandar de contraste Sig. Sl

Control -PRP -20.638 5844 -3.455 00 003
Control-FRP -23,154 5844 -3,895 000 0o
Control-Cuadro Hematico 26,615 5,944 4478 000 000
PRP-FRP 2615 5844 440 GE0 1.000
| PRP-Cuadro Hematico 6077 55844 1.022 07 1.000
ERP-Cuadro Hematico 3462 50944 582 56D 1.000

Diagrama 5: Comparacion pareada de los tipos de protocolo respecto al valor de
eritrocitos, se observa una diferencia significativa (P < 0,05) del coagulo obtenido en

reposo, respecto a los protocolos 1y 2.

RESULTADOS EVALUACION MEB

Independiente del tipo de protocolo utilizado para la obtencién, la visualizacion del coagulo
sin compresion y del moldeado en malla, se realiz inicialmente entre 60 y 100 aumentos; se
observaron algunas diferencias principalmente entre los codgulos control y los obtenidos por

los dos diferentes protocolos descritos anteriormente.



35

La calidad estructural es quizés la diferencia més notable entre estos, se aprecia de manera
general una arquitectura mas conservada, estable y homogénea en los coagulos obtenidos por
los dos diferentes protocolos dando un aspecto de estructura compacta; a diferencia de los
controles obtenidos en reposo los cuales se observan con una mayor cantidad de grietas e
imperfecciones, fracturas de bordes finos y en algunas ocasiones este coagulo esta
incompleto (seccionado), observandose ademas una aparente ausencia de estructura interna
por segmentos. esto debido a la fragilidad que presenta durante el proceso de fijacion,

desecacion y posterior manipulacion durante la visualizacion en MEB. (Figura 3)

WD det |mode mag O |
5.00 kV/10.3 mm|ETD| SE 60 x

'HV wD det [mode mag 2mm —m—m “HV WD det |mode 1 mm
15.00 kV/11.4 mm|LFD | SE 60 x ATILA PRP COAGULO 15.00 kV[11.9 mm LFD | SE X NEGRA FRP COAGULO
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Figura 6: (A) Fotografia MEB a un aumento de 60X de codgulo control generado en reposo. Se observa una
estructura con maltiples grietas y fracturas, ademas de una aparente ausencia de estructura interna por
segmentos. (B) Fotografia MEB a un aumento de 100X de coégulo control, se observa estructura fracturada y
bordes finos; este tipo de estructura se genera debido a la fragilidad que presentan durante su manipulacion pre
y post fijacion en Glutaraldehido. (C) Fotografia MEB a 60X de la parte central de un coagulo formado mediante
un protocolo para PRP; se observa una estructura homogénea y compacta, con una minima cantidad de grietas
y de menor tamafio en comparacion con los coagulos control. (D) Fotografia MEB a 100X parte central de un
coagulo formado mediante un protocolo para FRP; se aprecia una superficie un poco mas irregular en
comparacion con el coagulo obtenido mediante protocolo para PRP, pero aun su estructura sigue siendo

homogénea y regular en comparacién con los coagulos control.

Durante el andlisis del coagulo completo y modelado mediante MEB, no fue posible realizar
un conteo celular que estimara el porcentaje atrapado en la matriz de fibrina, esto debido a
que las células quedan ocultas dentro de esta estructura densa y homogénea impidiendo su
visualizacion en algunos casos. En la figura 4 se aprecian imagenes MEB a 2000X de
coagulos obtenidos tanto a protocolos N°1 como N°2 en estas se pueden observar las células
atrapadas de manera parcial en la estructura matriz, demostrando que las células pueden
quedar en la porcidn interna; no siendo visualizadas en algunos casos mediante MEB.

= e = L e = -
HV WD det [mode mag O
ATILA PRP COAGULO 15.00 kV|12.1 mm|LFD| SE | 2000 x
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Figura 7: (A) Fotografia MEB a 2000X de un coagulo generado mediante un protocolo para PRP
en la especie canina, se observan cuerpos celulares atrapados en la matriz de fibrina, obsérvese
como algunos quedan casi totalmente ocultos, asi como otros solo estan adheridos a la superficie
(B) Cuerpos celulares que son cubiertos parcial y totalmente por la estructura densa y homogénea
de la fibrina. Fotografia MEB a 2000X de un coagulo generado mediante protocolo para FRP en
humanos. (C). Conglomerado de estructuras celulares identificadas en imagen MEB a 2000X en
un coagulo generado mediante protocolo de centrifugacién para PRP y posteriormente modelado
en malla.

Sin embargo, al observar nuevamente algunas imagenes a 60 y 100X de coagulos que fueron
modelados en forma de malla y que fueron obtenidos tanto a protocolos de FRP como de
PRP, se evidencio una mayor cantidad de células en la porcién mas préxima al contenido
celular rojo retirado previamente. Esta visualizacion se logra al comprimir la estructura densa
que envuelve las células, reduciendo asi el volumen de la estructura matriz y dejando en
evidencia los cuerpos celulares. También es evidente en las fotografias el moldeado que
ejerce el dispositivo sobre el coagulo, dejando marcas circulares de 1.5 mm de didmetro y
con un volumen mayor de fibrina. Ademas, se visualizan algunos pliegues o doblamientos
que se generan en la estructura malla durante el proceso de desecacion. (Figura 5).
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Figura 8: (A) y (B) Fotografia MEB a 60X y 100X respectivamente; de coédgulos generados mediante
protocolos para FRP y PRP y posterior modelado en forma de malla; se observa una mayor cantidad de
estructuras celulares atrapadas en la porcién de fibrina méas proxima al paquete celular rojo que se retird
previamente. (C) Porcion mas lejana respecto al paquete celular rojo de una malla obtenida mediante un
protocolo para FRP; se observan estructuras circulares de 1,5mm de didmetro con una mayor concentracion de
fibrina ademas de poca celularidad respecto a la porcién mas préxima. Fotografia MEB a 60X. (D). Imagen de
malla obtenida mediante protocolo de PRP, la cual presenta contraccién o plegamiento, debido al proceso de
desecacién, también se observa la estructura circular de 1,5mm de diametro que se genera debido al efecto
mecanico del dispositivo de moldeado.
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Por otra parte, la identificacion y posible diferenciacion de los cuerpos celulares se realiz6

mediante medicion de los mismos a 2000X. Teniendo en cuenta las caracteristicas

morfoldgicas de cada célula ademas de los valores de tamafio estandarizados para la especie

canina.
Tipo de Célula Valor de Referencia Valor Promedio Obtenido
en MEB
Eritrocitos 6-7u 57U
Plaquetas 2,2-3,7T 2,21
Leucocitos 9-15u 9,3u

Tabla 1: Tamafio celular de referencia en la especie canina comparado el tamafio promedio

obtenido mediante medicion de los cuerpos celulares en MEB.

Para la medicidn se utiliz6 ImageJ (software de procesamiento de imagen digital de dominio

publico). En ambos protocolos se lograron identificar cuerpos celulares que oscilaron entre

2 y9u (Figura 6).

[ HY WD d
15.00kV|8.0 mm |LFD | Sl
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15.00kV|11.7mm LFD  SE [2 000 x DANNA PRP MALLA

Figura 9: (A) Fotografia MEB a 2000X; de un codgulo generado mediante protocolo para PRP; se
evidencia gran cantidad de estructuras celulares adheridas a la superficie, y algunas otras atrapadas
en el interior de la matriz. (B) Fotografia MEB a 2000X de una malla obtenida mediante un protocolo
para FRP; dentro del circulo blanco se aprecia un eritrocito junto a una plaqueta no activa; los circulos
azules muestran mas plaquetas inactivas atrapadas en la estructura de fibrina. (C). Imagen de malla
obtenida mediante protocolo de PRP, en esta imagen se aprecian tres diferentes cuerpos celulares;
dentro del circulo blanco se aprecia un linfocito, los circulos rojos muestran eritrocitos y los circulos

azules muestran plaquetas no activas.

DISCUSION

Evaluar la distribucion celular dentro del coagulo y la malla moldeada no fue posible debido
a la caracteristica gelatinosa que presenta la estructura y que envuelve las células
ocultandolas a MEB, en este caso solo se pudo comprobar su presencia por visualizacion
directa de cuerpos celulares parcialmente atrapados o adheridos a la superficie del coagulo.
Sin embargo, al realizar conteo hematoldgico al sobrenadante de cada tubo se pudo
determinar que una gran porcion celular quedo atrapada en los tres tipos de coagulos
existiendo una diferencia estadisticamente significativa del coagulo generado en reposo

también denominado control, respecto a los coagulos generados por los protocolos 1y 2 en



41

términos de eritrocitos. El anlisis de las demés estructuras celulares demostrd que no existe

una diferencia estadisticamente significativa entre estos.

Por otro lado; las diferencias estructurales y de resistencia entre el coagulo en reposo y los
generados por los protocolos de centrifugacion se debieron quizéas a la forma en que se
polimeriza la fibrina. Como lo describe Dohan et al. (Dohan et al. 2006b) durante la
centrifugacion la polimerizacion de la fibrina se lleva a cabo de forma natural sin aditivos
que inicien este proceso por lo tanto se presenta de manera lenta y progresiva generando una
red de fibrina con una organizacion tridimensional mucho mas homogénea incluso mas

altamente coherente que los coagulos de fibrina generados in vivo.

Este modo de polimerizacion progresiva facilita una mayor incorporacion de las citocinas
circulantes a los codgulos y esto a su vez implica un aumento de la vida Gtil de estas citocinas,
ya que al implantar un coagulo en una lesién las citocinas permanecen in situ y son liberadas
cuando las células comienzan la remodelacion de la matriz cicatricial, es decir, cuando tienen
que ser estimuladas para iniciar la reconstruccion del sitio lesionado (Nanditha et al. 2017).
Ademas, durante el proceso de centrifugacion los hematies son separados del coagulo lo que
también puede tener un efecto de resistencia estructural al disminuir la cantidad de células

alojadas en la matriz.

Para este estudio una mejor preparacion de las muestras para MEB quizas arrojara mejores
resultados, en este estudio se dificulto debido a la ausencia de un secador de punto critico, el

cual permite una mejor preparacion de las muestras para el microscopio electrénico.
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CONCLUSIONES

Al realizar una recoleccion de muestra en un tubo sin anticoagulante, permite que la
manipulacion de la sangre y el contacto de esta con silice micronizado incluido en el tubo
sea el que inicie una coagulacion por la via intrinseca. Quedando atrapadas las células en los
coagulos de fibrina. Esto se comprobé mediante la visualizacion directa de los cuerpos
celulares en MEB.

En el andlisis cuantitativo se observé una diferencia significativa entre el coagulo generado
en reposo, Yy los coagulos generados mediante los dos tipos de protocolos en cuanto a
eritrocitos; es decir el coagulo control retiene un mayor porcentaje eritrocitario, algo que no
es relevante al momento de una aplicacion clinica del coagulo.

En cuanto a leucocitos y plaquetas los tres coagulos atrapan la misma cantidad de células;
sin embargo, caracteristicas como resistencia estructural a la manipulacion y a la fuerza de
tension de los coagulos generados por protocolo N°1 y N°2 son mayores respecto al coagulo
control generado en reposo.

La manipulacion de la sangre mediante los dos tipos de protocolos si permitio la obtencién
de un coagulo y una malla estable y resistente, con caracteristicas visco elasticas deseables
al momento de una aplicabilidad clinica. Sin embargo, el tamafio del coagulo generado con
el protocolo N°1 logra una estructura de 1cm a 1.5cm mas largo, siendo este tipo de estructura
maés deseable cuando se enfrentan lesiones de gran tamarfio o con grandes pérdidas de tejido.
Las posibilidades que nos brinda la fibrina rica en plaquetas FRP respecto al PRP cléasico lo
hace una buena opcion al momento de una aplicacion clinica. La fibrina presenta una serie
de caracteristicas especiales y deseadas al momento de la cicatrizacion y la regeneracion
celular, caracteristicas como el conjunto de células, citocinas, y glicoproteinas estructurales
enmarafadas dentro de la red que se polimeriza lentamente y que le confiere una arquitectura
fisioldgica particularmente favorable para apoyar el proceso de cicatrizacion, favoreciendo
los mecanismos de defensa, incluso regulando la inflamacion en los sitios tratados, esto

gracias la liberacion de estas moléculas durante la remodelacion de la matriz celular.
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Segun estas caracteristicas se puede considerar la FRP como un biomaterial de curacién pues
cuenta con todos los pardmetros necesarios que permiten un proceso cicatricial éptimo,

logrando desde un punto de vista clinico, acelerar los procesos de cicatrizacion fisiologica.

La compresion mecanica del coagulo permitié generar una estructura en lamina con mayor
resistencia a la fuerza de tension, ademas evidencio que la mayor cantidad de células queda
atrapada en la porcion més proxima a la interfase entre la linea roja y blanca del coagulo,
haciendo esta porcion particularmente conveniente.

A pesar que la mayor informacion sobre fibrina rica en plaquetas se encuentra en medicina
humana, es posible que su utilizacion en caninos y felinos demuestre resultados similares. Es
aqui donde se hace necesario realizar investigaciones que permitan establecer su viabilidad

y aplicacién en pequefios animales.



44

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

Ahmed, Tamer A.E., Emma V. Dare, and Max Hincke. 2008. “Fibrin: A Versatile Scaffold
for Tissue Engineering Applications.” Tissue Engineering Part B: Reviews 14(2): 199-
215. http://lwww.liebertonline.com/doi/abs/10.1089/ten.teb.2007.0435.

Boliikbasi, Niliifer, Sinem Yeniyol, Merva Soluk Tekkesin, and Kemal Altunatmaz. 2013.
“The Use of Platelet-Rich Fibrin in Combination With Biphasic Calcium Phosphate in
the Treatment of Bone Defects: A Histologic and Histomorphometric Study.” Current
Therapeutic Research - Clinical and Experimental 75: 15-21.

Can, Mechmet Erol et al. 2016. “Urgent Therapeutic Grafting of Platelet-Rich Fibrin
Membrane in Descemetocele.” Cornea 35(9): 1245-49.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27362878%5Cnhttp://content.wkhealth.com/lin
kback/openurl?sid=WKPTLP:landingpage&an=00003226-201609000-00017.

Carmona, J U, P Marti, E Bach, and M Prades. 2006. “Evaluation of Single and Double
Centrifugation Tube Methods for Concentrating Equine Platelets.” 81: 237-45.

Chatterjee, Anirban, Prerna Agarwal, and Shobha Krishna Subbaiah. 2014. “Platelet Rich
Fibrin: An Autologous Bioactive Membrane.” Apollo Medicine 11(1): 24-26.
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0976001614000088.

Dar, Manzoor et al. 2016. “Use of Autologous Platelet-Rich Fibrin in Osseous Regeneration
after Cystic Enucleation: A Clinical Study.” Journal of Oral Biology and Craniofacial
Research 6: S29-32.

Dohan, David M. et al. 2006a. “Platelet-Rich Fibrin (PRF): A Second-Generation Platelet
Concentrate. Part I: Technological Concepts and Evolution.” Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology 101(3).

.2006b. “Platelet-Rich Fibrin (PRF): A Second-Generation Platelet Concentrate. Part

Il: Platelet-Related Biologic Features.” Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology,

Oral Radiology and Endodontology 101(3).

. 2006¢. “Platelet-Rich Fibrin (PRF): A Second-Generation Platelet Concentrate. Part
III: Leucocyte Activation: A New Feature for Platelet Concentrates?”” Oral Surgery,
Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology 101(3).

Dohan Ehrenfest, David M. et al. 2010. “Three-Dimensional Architecture and Cell
Composition of a Choukroun’s Platelet-Rich Fibrin Clot and Membrane.” Journal of
Periodontology 81(4): 546-55.
http://www.joponline.org/doi/10.1902/jop.2009.090531.

Gassling, Volker et al. 2010. “Platelet-Rich Fibrin Membranes as Scaffolds for Periosteal
Tissue Engineering.” Clinical Oral Implants Research 21(5): 543-49.

Gorlero, Franco et al. 2012. “New Approach in Vaginal Prolapse Repair: Mini-Invasive
Surgery Associated with Application of Platelet-Rich Fibrin.” International
Urogynecology Journal 23(6): 715-22.

Guinot, A. et al. 2014. “Preliminary Experience with the Use of an Autologous Platelet-Rich
Fibrin Membrane for Urethroplasty Coverage in Distal Hypospadias Surgery.” Journal
of Pediatric Urology 10(2): 300—305. http://dx.doi.org/10.1016/j.jpurol.2013.09.026.




45

De Hingh, I. HJ T et al. 2009. “Mesh Fixation with Autologous Platelet-Rich Fibrin Sealant
in Inguinal Hernia Repair.” European Surgical Research 43(3): 306-9.

Jiménez-Aristizabal, Roman F. et al. 2017. “Long-Term Cytokine and Growth Factor
Release from Equine Platelet-Rich Fibrin Clots Obtained with Two Different
Centrifugation Protocols.” Cytokine 97(26): 149-55.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cyt0.2017.06.011.

K., Murray Robert et al. 2010. Harper. Bioquimica llustrada.

Kuffler, Damien P., Onix Reyes, Ivan J. Sosa, and Jose Santiago-Figueroa. 2011.
“Neurological Recovery across a 12-Cm-Long Ulnar Nerve Gap Repaired 3.25 Years
Post Trauma: Case Report.” Neurosurgery 69(6): 1321-26.

De la Puente, Pilar, and Dolores Ludena. 2014. “Cell Culture in Autologous Fibrin Scaffolds
for Applications in Tissue Engineering.” Experimental Cell Research 322(1): 1-11.
http://dx.doi.org/10.1016/j.yexcr.2013.12.017.

Lansdown, Drew A, and Lisa A Fortier. 2017. “Platelet-Rich Plasma: Formulations ,
Preparations , Constituents , and Their Effects.” Operative Techniques in Sports
Medicine 25(1): 7-12. http://dx.doi.org/10.1053/j.0tsm.2016.12.002.

Litvinov, Rustem 1., and John W. Weisel. 2017. “Fibrin Mechanical Properties and Their
Structural Origins.” Matrix Biology 60-61: 110-23.
http://dx.doi.org/10.1016/j.matbio.2016.08.003.

Miron, Richard J. et al. 2017. “Platelet-Rich Fibrin and Soft Tissue Wound Healing: A
Systematic Review.” Tissue Engineering Part B: Reviews 23(1): 83-99.
http://online.liebertpub.com/doi/10.1089/ten.teb.2016.0233.

Mohanty, Sujata, Himani Pathak, and Jitender Dabas. 2014. “Platelet Rich Fibrin: A New
Covering Material for Oral Mucosal Defects.” Journal of Oral Biology and Craniofacial
Research 4(2): 144-46. http://dx.doi.org/10.1016/j.jobcr.2014.03.003.

Mosesson, M. W. 2005. “Fibrinogen and Fibrin Structure and Functions.” Journal of
Thrombosis and Haemostasis 3(8): 1894-1904.

Mosesson, Michael W., Kevin R. Siebenlist, and David A. Meh. 2006. “The Structure and
Biological Features of Fibrinogen and Fibrin.” Annals of the New York Academy of
Sciences 936(1): 11-30. http://doi.wiley.com/10.1111/].1749-6632.2001.tb03491.x.

Mvz, Catalina Lopez, and Jorge U Carmona Mvz. 2014. “Journal of Equine Veterinary
Science Platelet-Rich Plasma as an Adjunctive Therapy for the Management of a Severe
Chronic Distal Limb Wound in a Foal.” Journal of Equine Veterinary Science 34(9):
1128-33. http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2014.06.007.

Nanditha, S., Balamanikandasrinivasan Chandrasekaran, Senthilkumar Muthusamy, and
Kavitha Muthu. 2017. “Apprising the Diverse Facets of Platelet Rich Fibrin in Surgery
through a Systematic Review.” International Journal of Surgery 46: 186-94.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijsu.2017.08.558.

Parra Castro, Estefania, Andrea Vergara, and Fernando Silva Molano. 2017. “Author > S
Accepted  Manuscript.” Topics in Companion Animal Medicine.
http://dx.doi.org/10.1053/j.tcam.2017.05.001.

Paul, Ducheyne. 2011. 1 Comprehensive Biomaterials.

R. F. Silva, J. U. Carmona, and C. M. F. Rezende. 2013. “Use of Intra-Articular Autologous
Platelet Concentrates as Coadjutants in the Surgical Arthroscopy Treatment of Elbow
Dysplasia in a Bitch Uso Intra-Articular de Concentrados Autologos de Plaquetas Como



46

Coadyuvantes En El Tratamiento Artroscopico de Una D.” Archivos de Medicina
Veterinaria, Universidad Austral de Chile 45(2): 213-17.

Roseti, Livia et al. 2017. “Scaffolds for Bone Tissue Engineering: State of the Art and New
Perspectives.”  Materials Science and Engineering C 78: 1246-62.
http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2017.05.017.

Sheu, S. Y. et al. 2017. “The Effect of Platelet-Rich Fibrin on Autologous Osteochondral
Transplantation: An in Vivo Porcine Model.” Knee: 1-10.

Shirvan, Maliheh Keshvari, Daryoush Hamidi Alamdari, and Alireza Ghoreifi. 2013. “A
Novel Method for latrogenic Vesicovaginal Fistula Treatment: Autologous Platelet
Rich Plasma Injection and Platelet Rich Fibrin Glue Interposition.” Journal of Urology
189(6): 2125-29. http://dx.doi.org/10.1016/j.juro.2012.12.064.

Silva, R F, C M F Rezende, and J U Carmona. 2011. “Uso de Concentrados Autdlogos de
Plaquetas Intraarticulares Como Coadyuvantes En El Tratamiento Quirurgico de La
Rotura Del Ligamento Cruzado Anterior En Una Perra Use of Intra-Articular
Autologous Platelet Concentrates as Coadjutants in the Surgical Treatment of a Cranial
Cruciate Ligament Rupture in a Bitch.” 316: 313-16.

Silva, R F, C M F Rezende, F O Paes-leme, and J U Carmona. 2011a. “Evaluacion Del
Método Del Tubo Para Concentrar Plaquetas Caninas : Estudio Celular Evaluation of
the Tube Method for Concentrating Canine Platelets : Cellular Study.” 98: 95-98.

. 2011b. “Evaluacion Del Método Del Tubo Para Concentrar Plaquetas Felinas :
Estudio Celular Evaluation of the Tube Method for Concentrating Feline Platelets :
Cellular Study.” 190: 187-90.

Soyer, Tutku et al. 2013. “Use of Autologous Platelet Rich Fibrin in Urethracutaneous Fistula
Repair: Preliminary Report.” International Wound Journal 10(3): 345-47.

Standeven, Kristina F., Robert A S Ariéns, and Peter J. Grant. 2005. “The Molecular
Physiology and Pathology of Fibrin Structure/function.” Blood Reviews 19(5): 275-88.

Weisel, John W. 2004. “The Mechanical Properties of Fibrin for Basic Scientists and
Clinicians.” Biophysical Chemistry 112(2-3 SPEC. ISS.): 267—76.

Wu, Peter I-kung, Robert Diaz, and Joanne Borg-stein. 2016. “PLaTELET-R1c HPI
aSMa.” 27: 825-53.




