TRABAJOS DE INVESTIGACION

Rev Asoc Argent Ortop Traumatol
Aho 72, pp. 270-275

Reparacion tendinosa con la utilizacion de plasma
rico en plaquetas

Estudio experimental en conejos

*MARCELO RIO, *GUILLERMO GOTTER CAMPO, ARIEL BARRERA ORO,
**EDUARDO SANTINI ARAUJO y **ROMULO CABRINI

*Servicio de Trauma Ortopédico, **Servicio de Anatomia Patologica
Hospital Militar Central Cir My Dr. Cosme Argerich

RESUMEN

Introduccion: Si bien se conoce bastante la actividad de
los factores de crecimiento, sobre todo del factor de cre-
cimiento derivado de las plaquetas in vitro, la informacion
de su actividad en modelos experimentales in vivo es li-
mitada. El objetivo del presente trabajo es crear un mode-
lo para estimar la eficacia del plasma rico en plaquetas en
la cicatrizacion del tendon de Aquiles de conejo.
Materiales y métodos: Se utilizaron 12 conejos de raza
neozelandesa esqueléticamente maduros. Se realizd un
abordaje posterior sobre la zona medial del tenddén de
Aquiles y seccidn quirargica a 1 cm de su insercién dis-
tal. Del lado izquierdo se efectud la seccion quirQirgica
del tenddn y sutura terminoterminal, y del lado derecho,
seccion del tendon, sutura terminoterminal y colocacion
de plasma rico en plaquetas.

Resultados: No se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos en la evaluacién macroscopica, con
resonancia magnética, histologica y de tension con Ins-
tron 4487.

Conclusiones: Estos datos experimentales no apoyarian
la utilizacion del plasma rico en plaquetas en las lesiones
tendinosas de los seres humanos.

PALABRAS CLAVE: Factores de crecimiento. Plasma
rico en plaquetas. Lesion tendinosa.
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ABSTRACT

Background: Although sufficient information exists
about growth factors' activity, especially platelet derived
growth factor (PDGF) in vitro, the information about in
vivo activity is limited. The purpose of this experimental
study is to create a model to estimate PRP activity in
Achilles tendon healing in rabbits.

Methods: We used 12 skeletically mature New Zealand
rabbits. Through a posterior approach, we cut the tendon,
then sutured it end-to-end on the left side while on the
right side the same procedure was performed adding PRP.
Results: No significant difference was noted between
both groups in the macroscopic assessment with MRI,
histology and tension evaluations.

Conclusions: This experimental data does not support
the use of PRP in tendon injuries in humans.

KEy worps: Growth factors. Platelet rich plasma.
Tendon injuries.

Se denominan factores de crecimiento a un grupo de
polipéptidos que intervienen en la proliferacion celular,
diferenciacion y morfogénesis de los tejidos durante el
desarrollo embrionario, el crecimiento posnatal y la edad
adulta, los cuales pueden actuar favoreciendo la prolife-
racion de ciertos tipos celulares.

El mecanismo de accidon puede ser autocrino, en el
que el factor de crecimiento influye en células de feno-
tipo similar a las que secretan los factores; paracrino,
cuando afecta a células circundantes de distinto fenoti-
po de las que secretan los factores; y endocrino, que
afecta a células de distinto fenotipo y de ubicacién ana-
tomica alejada.
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En los tltimos afios, se han estudiado y comercializado
los factores de crecimiento que estan involucrados en la
regeneracion y formacion de tejido 6seo,>!*1¢ aunque su
utilizacion en tejidos de las partes blandas no alcanzo el
mismo desarrollo experimental y los resultados son con-
tradictorios.

A partir del plasma rico en plaquetas (PRP), que se ob-
tiene del centrifugado de sangre y presenta alta concen-
tracion de plaquetas, se pueden obtener los siguientes
factores de crecimiento: factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento beta
(TGF p) y factor de crecimiento derivado de la insulina
(IGF).

Estos factores tendrian actividad en la regeneracion de
tejidos disminuyendo el tiempo de curacion, aumentarian
su resistencia al estiramiento'# y favorecerfan la angiogé-
nesis, ya que incrementan la migracidon de células endo-
teliales a zonas lesionadas.'?

Si bien el conocimiento sobre la actividad de los facto-
res de crecimiento, sobre todo del PDGF in vitro es con-
siderable, la informacion de su actividad en modelos ex-
perimentales in vivo es limitada.

Nuestra hipotesis de trabajo es que el plasma rico en
plaquetas debido a su concentracion de factores de creci-
miento podria favorecer la mitogénesis y la angiogénesis,
y disminuir los tiempos de curacion en lesiones tendino-
sas, ademas de mejorar las propiedades biomecénicas del
tendon.

El objetivo del presente trabajo es crear un modelo pa-
ra estimar la eficacia del PRP en la cicatrizacion del ten-
don de Aquiles de conejo.

Materiales y métodos

El protocolo de trabajo fue aprobado por el Comité de Eva-
luacion para Experimentacion en Animales, del Bioterio de la
Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad de Buenos
Aires.
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Figura 1. Del lado derecho se realizd seccion quirtirgica
del tendon, sutura terminoterminal, similar al lado
control y colocacidn de plasma rico en plaquetas
(grupo experimental).
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Modelo animal

Se utilizaron 12 conejos machos y hembras de raza neozelan-
desa esqueléticamente maduros, que al comienzo de la expe-
riencia pesaban entre 2 y 2,5 kg. Todos los animales fueron ob-
tenidos de un criadero con certificacion de calidad sanitaria
otorgado por SENASA.

Los animales fueron alojados en un sistema convencional de
bastidores de acero inoxidable para conejos con piso de reja y
bandeja con viruta de madera blanca como material de lecho.
En el periodo posquirtirgico, se retird el piso de reja de los bas-
tidores para que los conejos tomaran contacto directo con el ma-
terial de lecho y facilitar asf la locomocion.!

El alojamiento durante toda la experiencia se realizd en salas
donde los valores de temperatura promediaban 20-22 °C, mien-
tras que los valores de humedad relativa ambiente promediaron
50-60%, la fase de luz-noche fue de 12 horas y se realizaron
15 cambios de aire por hora. La alimentacion fue ad libitum.

Procedimiento quirtirgico

Los animales fueron anestesiados utilizando una combina-
cion de ketamina (60-80 mg/kg) y diazepam (5-10 mg/kg), ad-
ministrada por via intramuscular 10 minutos antes de comenzar
el procedimiento.

Los conejos se colocaron en dectibito ventral, se rasuraron
ambos miembros inferiores y se efectud asepsia y antisepsia.
Luego se realizo el abordaje posterior sobre la zona medial del
tendon de Aquiles; una vez objetivado el tenddn se lo secciond
a 1 cm de su insercion distal.

En el tendon izquierdo se efectud una sutura terminoterminal
con puntos de Kessler modificados utilizando nailon 5-0 (gru-
po control).

Del lado derecho se realizd la seccion del tenddn, sutura ter-
minoterminal similar al lado de control y colocacion de plasma
rico en plaquetas (grupo experimental) (Fig. 1).

Se suturd la piel con nailon 5-0 y se inmovilizaron ambas pa-
tas utilizando una férula digital y venda elastica engomada (Co-
ban®) en flexion, de tal manera que permitiera la deambulacion
(Fig. 2).

Los animales recibieron tratamiento analgésico y antibidtico
durante el periodo posquirtirgico inmediato.

Figura 2. Luego se suturd la piel con nailon 5-0 y se
inmovilizaron ambas patas utilizando una férula digital y
venda eléstica engomada (Coban®), en flexion de tal manera
que permitiera la deambulacion del animal.
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La eutanasia se practicd a las seis semanas; los animales fue-
ron sacrificados utilizando cAmara de didxido de carbono.

La evaluacion de los tendones se realizd desde el punto de
vista imaginoldgico, mediante resonancia magnética, y desde el
punto de vista macroscdpico, mediante una prueba de resisten-
cia mecanica a la traccion utilizando una maquina especifica pa-
ra tal fin (modelo 4487, Instron, Canton; Massachussets) (Fig.
3), realizada en el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial
(INTTI), con los siguientes parametros: humedad 55%, tempera-
tura ambiente 23 °C y distancia inicial de 11 mm. Se realiz6 en
primera instancia en tendones de cadaveres obtenidos para el
consumo humano, a fin de tener un parametro de su resistencia;
luego se efectud la prueba de traccion sobre el hilo de sutura uti-
lizado para la tenorrafia a fin de constatar también su resisten-
cia y, por Gltimo, en los tendones operados.

Se dejo para el final la evaluacion histologica, para lo cual
luego de efectuar la prueba de traccion se fijaron los tendones
en formol buffer al 10-20%.

Obtencion y elaboracion del plasma rico
en plaquetas

Extraccion: antes de comenzar el procedimiento quirlrgico
se extraen 10 cm?® de sangre del conejo de la arteria central de
la oreja y se coloca en un tubo estéril con el agregado de 1 ml
de citrato sddico al 3,13% como anticoagulante.

Procesamiento: la muestra se centrifuga a 5600 revoluciones
por minuto, lo que permite la separacion del plasma pobre en
plaquetas de los globulos rojos y la capa leucocitica (buffy
coat), que contiene los globulos blancos y las plaquetas. Se ex-
trae esta fraccion y se coloca en otro tubo para centrifugarla a
2400 rpm y permitir la separacion de la serie roja de la capa.

Plasma pobre en plaquetas
Sangre 5600 rpm: serie roja

Serie roja
(capa leucocitica)

2400 rpm: plasma rico
en plaquetas

Figura 3. Maquina utilizada para la prueba de resistencia
mecanica a la traccion (modelo 4487, Instron, Canton;
Massachussets).
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Activacion: se realiza con 10 ml de cloruro célcico.

Luego de 5 a 7 minutos del proceso de activacidon se toma el
coagulo y se lo coloca en el sitio quirfirgico.

Control de calidad de la muestra: se realiza con cada coagu-
lo de plasma rico en plaquetas mediante el conteo del nimero
de plaquetas de la muestra; es apto si presenta cuatro veces ma-
yor niimero de plaquetas que los valores normales’ (normal en
conejos 200.000-500.000/mm?).

El nivel de significacion establecido fue de 0,05.

Resultados
Evaluacion macroscopica

Todos los tendones (experimental y control) cicatriza-
ron en forma normal y presentaron continuidad en la zo-
na de la tenorrafia (Fig. 4).

En dos casos del grupo experimental y en tres casos del
grupo control fue dificultoso localizar 1a zona de la lesion.

Evaluacion imaginologica

Se realizd resonancia magnética a cuatro de los anima-
les inmediatamente luego de ser sacrificados, la cual fue
analizada por un médico del servicio de diagnostico por
imagenes, sin que éste supiera cual correspondia al con-
trol y cudl al experimental. En todos se observo la conti-
nuidad del tendon reparado con tejido cicatrizal.

En los tendones del grupo control se observo pérdida
de la intensidad del tenddn debido a cambios de origen
inflamatorio, mas que en el lado en el que se colocd PRP.

Evaluacion histologica

Los especimenes correspondientes a la poblacidon con-
trol y experimental se estudiaron mediante realizacion de

Figura 4. Todos los tendones (experimental y control)
cicatrizaron en forma normal y presentaron continuidad
en la zona de la tenorrafia.
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cortes longitudinales que cubrian el area de seccion del
tendon.

Se efectuaron en todos los casos cortes histologicos
que muestreaban la totalidad del proceso reparativo. Las
secciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y con
tricromico de Masson.

El estudio de las muestras evidencio la existencia de fe-
ndmenos reparativos de tipo cicatrizal con angiohiperpla-
sia, fibrosis y algunos casos de granulomas de cuerpo ex-
trano (hilo de sutura).

En ambas poblaciones (control y experimental) se ob-
servo diferencia de intensidad en casos aislados del pro-
ceso reparativo, sin que pudieran establecerse diferen-
cias significativas entre la poblacion control y la experi-
mental.

Evaluacion mecdnica

Los datos obtenidos en esta evaluacion fueron volcados
en una base de datos (tipo Excel) y luego analizados me-
diante un microprocesador AMRAD 750 Mhz y el paque-
te estadistico STATISTICA v.5 de Statsoft Inc.1997.

Tabla 1. Cadaveres (tendones intactos). Se utilizaron
para evaluar la resistencia normal de los tendones de
conejos

Tendon Carga (N)
1 173,00
2 133,00
3 229,80
4 158,70
5 133,30
6 247,70
7 186,60
8 276,50
9 190,10
10 233,40
11 190,10
12 233,40
13 243,40
14 151,00
15 154,20
16 210,000
17 173,000

N: neutonios (newton).
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Se determinaron las estadisticas descriptivas adecuadas
para cada variable segiin su escala de medicion y distri-
bucion.

Cuando fue necesario se realiz6 (aron) el (los) siguien-
te (s) calculo(s):?

 Estimacion de intervalos de confianza del 95%.

* Prueba de la r de Student para muestras independien-

tes.

* Prueba de la r de Student para muestras apareadas.

* Prueba de Wilcoxon.

* Prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las estadisticas descriptivas de carga soportada por 17 ten-
dones cadavéricos intactos se muestran en las Tablas 1 y 2.

El promedio de carga tolerada fue de 195,12 neutonios
con una desviacion estandar de = 43,15.

Hilo de sutura de nailon 5-0. Se realizd esa prueba pa-
ra descontar la carga que soporta este material.

Tendones cadavéricos suturados

Las diferencias entre ambas cargas no fueron estadisti-
camente significativas (f = 0,993; p = 0,421).

Conclusiones similares se obtuvieron cuando se aplico
la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov para
dos muestras (p = 0,809) (Tabla 3).

Este resultado apoya la hipotesis de que la carga sopor-
tada por un tendon recién suturado depende casi exclusi-
vamente de la resistencia del hilo de sutura. Por otra par-
te, los valores de carga obtenidos son unas 15 mil veces
inferiores al promedio soportado por tendones cadavéri-
cos intactos.

De ello se puede deducir que el aporte de resistencia al
estiramiento que realiza la sutura con hilo es despreciable
a los fines clinicos (Tabla 4).

Tabla 2. Cargas soportadas por los tendones
cadavéricos en neutonios

N° tendones | Minima | Maxima | Media | Desv. tip
cadavéricos
17 133 276,5 195,129 | + 43,1587
Tabla 3.
Tendon Carga (N)
1 0,012
2 0,010
3 0,012
4 0,022
5 0,011
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La diferencia de carga fue de 4,35 N a favor de la pata
con PRP. Con todo, la diferencia entre promedios no fue
estadisticamente significativa (f = 0,36; p = 0,72). Con-
clusiones similares se obtuvieron con la prueba no para-
métrica de Wilcoxon (Tabla 4).

Con una confianza del 95% se puede esperar que la
maxima diferencia de carga posible entre patas tratadas
con PRP sea de 30,4 N (IC 95% para la diferencia de
-21,7 a 30,4 N).

Dado el tamano de la muestra se estimd que el error
beta cometido podria llegar a ser 0,937 o, dicho de otro
modo, la potencia de la prueba serfa de 0,063.

Cuando se compararon los resultados de carga en ten-
dones cadavéricos y tendones controles de los conejos se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 7.

Las diferencias entre promedios fueron estadisticamen-
te significativas (f = 5,654; p = 0,00001).

Limite inferior 95% para diferencia de carga soportada
intacto — sin PRP = 61.7688 N.

Limite superior 95% para diferencia de carga soporta-
da intacto- sin PRP = 132.1342 N.

Las diferencias entre promedios fueron estadisticamen-
te significativas (r = 5.533; p = 0.00001).

Limite inferior 95% para diferencia de carga soportada
intacta PRP = 58.2606 N.

Limite superior 95% para diferencia de carga soporta-
da intacto PRP = 126.9314 N.

De la interpretacion de las bandas de confianza se de-
duce que el tendon tratado con PRP muy probablemen-
te serfa como minimo un 30% menos resistente que el
tendon intacto, mientras que el no suturado no tratado
con PRP serfa un 31% menos resistente que el tendon
intacto (Tabla 8).

Discusion

Durante los @ltimos quince ahos ha habido, en el cam-
po de la ortopedia'? y la cirugfa maxilofacial,' un consi-
derable desarrollo en investigacion sobre factores de cre-
cimiento, en especial los relacionados con las proteinas
morfogenéticas 0seas. Su utilizacidon y comercializacion,
aprobada en Europa y los Estados Unidos, tropieza en
nuestro medio con la dificultad de su elevado costo.

Es por esto @ltimo, el costo, que ha ganado protagonis-
mo el plasma rico en plaquetas, ya que tiene como venta-
jas que se realiza de sangre del propio paciente, con lo
que no hay posibilidad de transmision de enfermedades;
es facil y rapido de preparar; y no requiere gran infraes-
tructura para su elaboracion.

La mayor experiencia con PRP, ya sea en estudios de
investigacion basica!' o clinica,® proviene de la cirugia
maxilofacial para el mejoramiento del capital 6seo man-
dibular. La gran mayoria de estos trabajos no tienen un di-
sefo experimental adecuado, puesto que las conclusiones
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Tabla 4. Carga en neutonios

Grupo N Media | Desvio no tip
Hilo de sutura nailon 5-0 5 0,01340 +0,004879
Tendon suturado 3 0,02700 +0,023431

Tabla 5. Resultados de carga (en neutonios)
soportada por tendones experimentales sin tratar
(control) y tratados (PRP)

Tendon Carga (N) Carga (N)
Control PRP
1 31,03 151,20
2 132,10 139,20
3 169,00 171,00
4 106,00 116,00
5 52,00 48,00
6 135,00 135,00
7 67,00 97,00
8 62,00 41,00
9 80,00 69,00
10 43,00 30,00
11 132,00 107,00
12 169,00 126,00

Tabla 6. Promedio de carga segtin el tratamiento
recibido. Carga en neutonios

Grupo Media N | Desvacion no tip
Tend6n control 98.177 12 + 48,65
Tendon con PRP 102.53 12 + 46,10

Tabla 7. Resultados de carga (en neutonios)
de tendones cadavéricos y tendones control

Tendones N casos Media Desv. estandar
12 suturados control 98,17 + 48,65
17 cadavéricos 195,12 +43,15

Tabla 8. Resultados de carga (en neutonios)
de tendones cadavéricos y tendones tratados

Tendones Media Desv. estandar
12 suturados PRP 102,53 + 46,10
17 cadavéricos 195,12 +43,15
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se informan como observaciones clinicas sin claros para-
metros de medicion de resultados ni grupos de control.!!

La bibliografia mundial en cuanto a la aplicacion de
PRP en tejido 6seo es contradictoria; algunos autores in-
forman que la aplicacion de factores de crecimiento deri-
vados de las plaquetas favorece la regeneracion Osea;'?
otros, en cambio, no encuentran cambios en la formacion
osea.’

Canalis y cols.!? colocaron factor de crecimiento deri-
vado de las plaquetas luego de realizar una osteotomia de
tibia en siete conejos. Al sacrificarlos a los 28 dias, obser-
varon mayor densidad en el callo 6seo, pero no encontra-
ron aumento de la resistencia entre el grupo tratado con
factor de crecimiento y el grupo control.

En cuanto a la utilizacidon de PRP en tejidos blandos, no
abundan las publicaciones. Pierce y cols.!* informan que
la administracion de PDGF disminuye el tiempo de cica-
trizacion y aumenta la resistencia de las heridas. Otros
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autores comunican que el PDFG aumenta ligeramente la
sintesis de colageno.!®

Desde el punto de vista histologico se observa un incre-
mento de células y de tejido de granulacidn en las heridas
tratadas con PDGF en las primeras etapas del proceso de
reparacion; luego de tres meses de ocurrida la lesion, no
hay diferencias entre los grupos tratados con PDGF y los
grupos de control. Algo similar ocurre en cuanto a la re-
sistencia mecénica de los tejidos.'®

Nuestras observaciones no han podido demostrar histo-
logicamente en forma determinante la mayor prolifera-
cion de células reparativas entre el grupo experimental y
el grupo control, de la misma manera que no hubo mayo-
res diferencias en cuanto a la resistencia mecanica de los
tendones.

Por lo tanto, estos datos experimentales no apoyarian la
utilizacion del plasma rico en plaquetas en las lesiones
tendinosas de los seres humanos.
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