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INTRODUCCION:
Definicion: 
       Los factores de crecimiento (FC) son proteínas que ejercen diversos efectos sobre el crecimiento celular, metabolismo y diferenciación, regulando diferentes procesos biológicos. Son péptidos grandes o glucoproteínas y representan un sistema de señales que organiza y coordina la proliferación celular, solos o en asociación. Son producidos localmente a nivel del tejido lesionado, y sistémicamente desde diferentes fuentes, siendo sintetizados por muchos tipos celulares que intervienen en la reparación de los tejidos (García Esteo et al. 2005).
      Los efectos de los FC liberados desde macrófagos, neutrófilos, linfocitos, fibroblastos y plaquetas (Tabla 1), están mediados por receptores específicos en las células diana, induciendo a estas a migrar, dividirse o producir otras proteínas o factores requeridos para la reparación (García Esteo et al. 2005).
      Los receptores para FC son  proteínas transmembrana que pueden unir FC a sus dominios extracelulares con una alta afinidad y especificidad, y pueden transmitir la información generada, produciendo cambios intracelulares principalmente a través de una actividad tirosina kinasa (García Esteo et al. 2005).
	Factor de crecimiento/Quimiocinas y sus formas biológicas 
	Efectos biológicos durante la cicatrización de las heridas

	Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). 

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). 

Factor de crecimiento epidérmico (EGF). 

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).

Factor de crecimiento insulínico (IGF). 

 Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Proteína de unión HGF (HGF-BP) 

Factor plaquetario 4 (PF-4). 


	Quimiotáctico e inductor de proliferación celular. Estimula la angiogénesis y promueve la expresión de las metaloproteínas de matriz (MMP)-1 y su inhibidor tisular (TIMP-1) en la última fase de la remodelación.

Regula la expresión de colágenos y fibronectina. Restringe la degradación de la matriz extracelular (ECM). Disminuye la expresión de las MMPs, promueve la síntesis de TIMPs y del factor de crecimiento de fibroblastos y la producción de angiogenésis, tiene efectos antifibróticos, produce proliferación celular y síntesis de matriz extracelular (ECM).

Induce la proliferación celular, diferenciación y motilidad. Es altamente expresado en el margen de las heridas, promueve la reepitelización. EGF induce la expresión de MMP-1.  

Promueve la vascularización de los tejidos lesionados y facilita el arribo de células inflamatorias y reparadoras. Tiene efectos sobre la proliferación de células del endotelio vascular.

Proteína angiogénica y controla los depósitos de ECM.

Péptido anabólico que produce proliferación celular y depósito de ECM.

Posee efectos angiogénicos, puesto que incrementa la expresión de VEGF. 

Produce quimiotaxis de leucocitos y la adhesión de neutrófilos a las células endoteliales. Es un péptido antiangiogénico, puesto que interactúa directamente con FGF o VEGF mediante el bloqueo de sus receptores de superficie celular. Inhibe la apoptosis de monocitos e induce la diferenciación de estas células a macrófagos.




Tabla 1.  Adaptado de Carmona et al. 2011.
Biología de la reparación:
El objetivo principal de la cicatrización es favorecer un cierre rápido y obtener una cicatriz funcional. Sin embargo, este proceso también es frágil y susceptible de ser interrumpido, lo que conduce a la formación de heridas crónicas con problemas en la reparación (Enoch, 2004). En estas heridas, el uso de concentrados plaquetarios genera un  aporte exógeno in situ de FC que promueve la curación tisular (García Esteo et al. 2005).
         La reparación de las lesiones tisulares comprende la integración de diversos sucesos tales como la inflamación, la quimiotaxis y división celular, la angiogénesis, la síntesis de las proteínas de la matriz extracelular y la remodelación del tejido neoformado (García Esteo et al. 2005). Es un proceso dinámico e interactivo en el cual participan mediadores solubles extracelulares, células sanguíneas, células de la matriz tisular, y del parénquima. Para facilitar el estudio y comprensión del proceso de reparación de las heridas, se le ha dividido en fases, las cuales ocurren de manera secuencial pero se superponen en el tiempo (Ramírez Hernández, 2010). Estas fases son: 
      1) Fase de hemostasia

       Una vez que ocurre la lesión se produce el daño en los vasos sanguíneos con la consiguiente pérdida de plasma, células y factores hacia el intersticio. La hemostasia y coagulación se inician con la activación de los elementos celulares de la sangre y lleva a la formación del coágulo o tapón hemostático, proceso en el cual interviene la cascada de los factores de la coagulación y el fenómeno de agregación plaquetaria. El coagulo provee una matriz inicial que favorece la migración de monocitos, fibroblastos y queratinocitos (Ramírez Hernández, 2010) y además actúa como reservorio de citocinas y FC liberados en la degranulación plaquetaria. Estos factores proporcionan señales quimiotácticas para reclutar células inflamatorias circulantes hacia la zona lesionada y estimular una respuesta angiogénica de la herida (García Esteo et al. 2005).

2) Fase inflamatoria

En esta fase se inicia la migración de leucocitos o fagocitos hasta la región tisular dañada, que se encuentran capacitados para fagocitar restos tisulares, además de material y gérmenes exógenos (García Esteo et al. 2005).
      Los neutrófilos, se encargan de liberar citocinas estimulantes de la inflamación, fagocitan bacterias y liberan enzimas proteolíticas que se encargan de eliminar las regiones dañadas y sin vitalidad del tejido lesionado siendo luego fagocitados por macrófagos tisulares.  
      Posteriormente, se produce el acúmulo de monocitos que reemplazan a los neutrófilos, estimulados por factores quimiotácticos. Los monocitos de los vasos, al migrar al tejido se transforman en macrófagos y se unen a proteínas de la matriz extracelular mediante receptores de integrina, promoviendo la fagocitosis. Así se produce la descontaminación del foco y el desbridamiento autolítico. Los macrófagos, una vez unidos a la matriz extracelular, sufren un cambio fenotípico, y pasan de comportarse como células inflamatorias a comportarse como células reparadoras, que liberan citoquinas y factores de crecimiento con un importante papel en la neo formación tisular; siendo los procesos descritos los que permiten la inducción de la angiogénesis y la formación de tejido de granulación, preparando el lecho de la lesión para la siguiente etapa fisiológica (Ramírez Hernández. 2010).

3) Fase proliferativa: 
       Los FC liberados por los macrófagos estimulan la migración y proliferación de fibroblastos, células epiteliales y células del endotelio vascular desde los márgenes de la lesión. Con la migración de fibroblastos estos depositan una matriz provisional de fibronectina y ácido hialurónico estimulados por citoquinas y factores de crecimiento y luego comienzan a sintetizar la matriz de colágeno.  La angiogénesis y la formación de tejido de granulación se inician simultáneamente con la fibroplasia; en ésta proliferación endotelial tiene un papel especial el factor de crecimiento vascular-endotelial (Ramírez Hernández, 2010).  
4) Fase de epitelizacion: 
      Para que se lleve a cabo la epitelización de la herida, los queratinocitos deben migrar desde los bordes de la herida con el fin de restablecer la barrera cutánea. La proliferación de los queratinocitos ocurre en forma superpuesta a la migración, mientras las células epiteliales migran a través de la herida, las células proximales proliferan por el estímulo de mediadores solubles y al “efecto borde” (ausencia de células vecinas en aposición que dispararía el estímulo proliferativo en los márgenes de la herida) (Ramírez Hernández, 2010).
5) Fase de remodelación: 

          Es la última etapa, comienza al mismo tiempo que la fibroplasia y continúa por meses. La célula principal es el fibroblasto que produce fibronectina, ácido hialurónico, proteoglicanos y colágeno durante la fase de reparación, los cuales sirven como base para la migración celular y soporte tisular. Con el tiempo la fibronectina y el ácido hialurónico desaparecen por acción de proteasas y hialuronidasas respectivamente. Posteriormente, el colágeno tipo III es reemplazado por el de tipo I, siendo éste más estable y similar al original. 

        Los fibroblastos sufren una serie de cambios fenotípicos. Primero adoptan un fenotipo migratorio, luego un fenotipo profibrótico y posteriormente, adoptan el fenotipo de miofibroblasto, rico en microfilamentos de actina (Ramírez Hernández. 2010).  Al contraerse los miofibroblastos provocan que se tensen al mismo tiempo las fibras colágenas y que el tejido de reparación se retraiga. La contracción reduce la superficie de la herida considerablemente, y conduce a que la zona de reparación incompleta se mantenga lo más reducida posible (García Esteo et al. 2005).
       Al final del proceso la actividad celular disminuye y el tejido conjuntivo cicatrizal se torna rico en colágeno, pobre en células y vasos. 
Plasma Rico en Plaquetas (PRP)
El PRP se deﬁne como una fracción de plasma obtenido de sangre autóloga que tiene una concentración de plaquetas superior a la del plasma en condiciones basales (Marx, 2004). 
El PRP debe su interés terapéutico al papel decisivo que poseen las plaquetas en el proceso de curación y reparación de heridas tisulares. Este papel reparador no esta relacionado con las plaquetas en si mismas, sino con los FC liberados por sus gránulos α (De La Mata, 2012). Es por ello que la aplicación local de FC es usada para promover la curación de los tejidos (Anitua, 1999).Su naturaleza autóloga parece ser el argumento principal por el cual la tolerancia a su aplicación es excelente.  El efecto terapéutico se consigue concentrando cantidades ingentes de FC en los tejidos dañados (De La Mata, 2012). Los FC liberados de las plaquetas activadas inician y modulan la curación de lesiones, induciendo una diferenciación celular acelerada y produciendo un tejido bien organizado, incluso en lesiones que previamente eran consideradas como intratables (García Esteo et al. 2005).
     A) Obtención de PRP y FC
         Existen diversos métodos para la obtención de FC a partir de PRP. La centrifugación es el procedimiento básico para obtener PRP, con un rendimiento aproximado del 10% sobre la sangre extraída. 
Se recoge la sangre por punción venosa y se coloca en tubos con anticoagulante. Tras centrifugar la misma, se procede a separar las fracciones plasmáticas. Se obtiene 3 capas en función de la densidad: inferior, media y superior, compuestas por glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas, y plasma, respectivamente. La fase plasmática, a su vez, puede subdividirse en 3 fracciones (Figura 1) en función de la cantidad de plaquetas presentes (Welsh, 2000).

Fracción 1: pobre en plaquetas.

Fracción 2: concentración de plaquetas igual a la del plasma.

Fracción 3: fracción rica en plaquetas.

Figura 1

Se separan las fracciones y las plaquetas de la fracción plasmática 3 son activadas añadiendo cloruro de calcio al 10%, en una relación 10:1 y quedando así el preparado listo para aplicar al tejido. 
B) Dosis y forma de administración de FC: 
            La mayoría de los autores están de acuerdo en que el número de aplicaciones debe ser un mínimo de 3; sin embargo no existe unanimidad acerca del intervalo de administración, reportando buenos resultados tanto con una periodicidad semanal, como trisemanal (De La Mata, 2012).

    El plasma puede ser administrado en forma liquida (tópica o inyectable) o bien como coagulo, según necesidad.  
C) Desventajas en la utilización de PRP y plasma rico en FC: 

· Los concentrados de uso clínico de FC podrían actuar como promotores en la carcinogenesis, favoreciendo la división y proliferación de las células previamente mutadas (Martínez Gonzáles et al. 2002). 
· La transmisión de patógenos por contaminación del producto; los protocolos de obtención y aplicación clínica enfatizan la necesidad de realizar tales procedimientos bajo condiciones estrictamente asépticas (Carmona et al. 2011). 
D) Antecedentes en la utilización de FC

La utilización del PRP tuvo sus orígenes en los campos de la cirugía oral y la odontología por los efectos estimulantes de este preparado sobre los ﬁbroblastos de la estructura periodontal, la mucosa oral y sobre los osteoblastos del hueso alveolar.
 Anitua et al. (1999) fueron quienes establecieron la técnica más sencilla y popular para la preparación de PRP y publicaron un gran número de estudios en los que demuestran mejores resultados de regeneración ósea, osteointegración y ganancia de partes blandas cuando se usa el preparado de PRP de manera aislada y/o combinado con otras sustancias como los sustitutos óseos (Anitua et al. 2007; Anitua, 2006).
El PRP también se ha usado en cirugía plástica y dermatológica para favorecer y modular la curación en los colgajos cutáneos repuestos. Se ha utilizado para aumentar la adhesividad de estos al lecho receptor, ofreciendo una mejor regeneración tisular, un mejor sellado y una mejor hemostasia de todos los procedimientos quirúrgicos que llevan implícito el levantamiento de un colgajo (Welsh, 2000). 
En traumatología, y cirugía artroscópica también se ha aplicado PRP en un intento de mejorar la curación de lesiones musculares, cartilaginosas, tendinosas u óseas, existiendo estudios muy prometedores al respecto (Hegewald et al. 2008; Masuda et al. 2004). 

ALGORITMO DIAGNOSTICO DE LOS CASOS:








DESCRIPCION DE LOS CASOS CLINICOS
Caso 1:
RESEÑA DEL ANIMAL:                                                  
NOMBRE: Tiara

ESPECIE: canino
RAZA: mestizo 
SEXO: hembra                                                 
EDAD: 4 años   
TALLA /PESO: mediana / aprox. 25 kilos.      
COLOR DE MANTO: negro y fuego.
SEMIOLOGIA CLINICA:
ANAMNESIS: traen a consulta una perra, castrada, llamada Tiara, proveniente de una ciudad cercana a Tandil, quien actualmente esta siendo tratada en el hospital veterinario por una fístula crónica en flanco derecho que no cicatriza, resultante de una castración realizada hace 3 años.  Anteriormente se realizó tratamiento quirúrgico en 4 oportunidades con la finalidad de resolver la fístula.  Se la ha estado tratando con terapia neural y homeopatía desde hace 6 meses a la actualidad, obteniéndose resultados parciales ya que inicialmente cicatrizó pero al cabo de 40 días reapareció la fístula. En estos 3 años también ha recibido tratamiento con variados antibióticos también con respuesta parcial.

Se le han realizado dos cultivos donde solamente aparece Staphylococcus spp respondiendo a antibióticos convencionales como cefalexina y enrofloxacina.

También se han realizado citologías del exudado sin brindar mayor información que una respuesta inflamatoria  y la presencia de cocos.
       INSPECCION GENERAL: el paciente presenta buen estado general y nutricional y muy buen ánimo. Se observa un lamido constante del área afectada.
      INSPECCION PARTICULAR: puede verificarse la presencia de una fístula en flanco derecho, con un orificio de  5-6 cm, con  presencia de líquido serosanguinolento que resume de la misma. 
      PALPACION: fibrosis subcutánea en la zona.
      AUSCULTACION DEL TORAX: normal, sin evidenciar patología.
FRECUENCIA CARDIACA, RESPIRATORIA Y TEMPERATURA: dentro de los parámetros normales.
En la consulta, se decide aplicar plasma rico en factores de crecimiento (PRFC) en la zona de lesión, para intentar estimular su cicatrización.
METODOS COMPLEMENTARIOS: 
	DETERMINACIÓN
	VALORES HALLADOS 
	VALORES DE REFERENCIA

	HEMATOCRITO (%)
	45
	37-55

	CARACTERÍSTICAS DEL PLASMA 
	traslúcido-amarillento
	traslúcido- amarillento


INTERPRETACIÓN CLÍNICA PATOLÓGICA:
     Los estudios complementarios demostraron características físicas aceptables del plasma  para la aplicación del tratamiento con PRP. 

INTERPRETACION INTEGRADORA DE TODOS LOS METODOS COMPLEMENTARIOS: 

       Si bien no se realizó el recuento de plaquetas que es un paso previo fundamental para determinar  la calidad del PRP, las características físicas del plasma no manifiestan alteraciones que impidan el procesamiento de la sangre para obtener PRP.
TRATAMIENTO:
      El tejido afectado fue tratado con aplicaciones tópicas e intradérmicas de PRFC obtenidos por centrifugación, el concentrado fue activado con gluconato de calcio al 10% antes de ser aplicado. Y se deposito un total de 1,5 ml de plasma alrededor de la lesión. 
      Este procedimiento se realizo 5 veces con un intervalo  aproximado de 2 a 3 semanas, según disponibilidad de sus propietarios. En cada oportunidad se evalúo la respuesta al tratamiento y la evolución de la cicatrización de la fístula (Figuras 2 a 7). 
Al primer control, el paciente presenta buen ánimo y estado general, evidente mejoría de la textura de la piel, buena respuesta de reparación de la herida y una significativa disminución de la fibrosis, aunque en ese momento presentaba supuración serosanguinolenta. 
 En la siguiente consulta, al evaluar los efectos de la segunda dosis de PRP se aprecia reparación de la zona tratada, tendiendo al cierre de los bordes tanto en subcutáneo como en piel. 

 Los resultados de la tercera aplicación de PRP muestran algunas  zonas de la pared subcutánea unidos y casi no hay fibrosis. 
Con la cuarta dosis se observa crecimiento de pelo en la zona y también alrededor de la fístula, la cual va diminuyendo lentamente de tamaño y de ella resume líquido en escasa cantidad. En esta ocasión se aplico la quinta y ultima dosis de PRP. 
Cuatro semanas después de la última aplicación, la fístula cerró por completo y no presenta recidivas a la actualidad. 
Figura 2: Primera dosis de PRP                               Figura 3: Respuesta a la primera dosis
Figura 4: Respuesta a la segunda dosis                  Figura 5: Respuesta a tercera dosis. 
Figura 6: Respuesta a la cuarta dosis, y                  Figura 7: Resolución completa de la lesión a los 2 meses                                       aplicación de la quinta dosis. 
Caso 2:

RESEÑA DEL ANIMAL:
NOMBRE: Luna

ESPECIE: canino
RAZA: mestizo
SEXO: hembra
EDAD: 14 años
TALLA / PESO: grande / aprox. 35 kilos.

COLOR DE MANTO: marrón.
SEMIOLOGIA CLINICA:
       ANAMNESIS: se trae a consulta una perra llamada Luna para evaluar una herida en el miembro posterior.   La lesión se produjo como consecuencia de que la paciente fue atropellada hace 15 días. Presentaba fractura de las falanges distales del miembro posterior izquierdo, perdida de un dedo y piel de los restantes.
Durante los días previos a la consulta, sus propietarios aplicaron azúcar diariamente en la parte lesionada y además administraron antibióticos orales por prescripción del veterinario que la atendió luego del accidente.
 INSPECCION GENERAL: buen estado general.
 INSPECCION PARTICULAR: ausencia de piel en los dedos del miembro posterior izquierdo, sin presencia de infección y presencia de puntos de sutura en la zona (figura 8).
 PALPACION: dolor y calor al tacto. 
        AUSCULTACION DEL TORAX: normal, sin evidenciar patología.
TEMPERATURA, FRECUENCIA CARDIACA Y RESPIRATORIA: dentro de los parámetros normales. 
Se decide aplicar PRP en la zona lesionada con la finalidad de acelerar la cicatrización. 

METODOS COMPLEMENTARIOS: 

	DETERMINACIÓN
	VALORES HALLADOS 
	VALORES DE REFERENCIA

	HEMATOCRITO (%)
	41
	37,0-55,0

	CARACTERÍSTICAS DEL PLASMA 
	traslúcido-amarillento
	traslúcido- amarillento


INTERPRETACIÓN CLÍNICA PATOLÓGICA:
            Los estudios complementarios demostraron características físicas aceptables del plasma  para la aplicación del tratamiento con PRP. 
INTERPRETACION INTEGRADORA DE TODOS LOS METODOS COMPLEMENTARIOS: 
       Al igual que en el caso anterior, no se realizó el recuento de plaquetas, pero las características físicas del plasma no manifiestan alteraciones que impidan el procesamiento de la sangre para obtener PRP.
TRATAMIENTO: 
              En este caso, la zona afectada fue tratada con la aplicación de PRFC en forma de coagulo. El PRP se obtuvo  por centrifugación, y el coagulo se formó aproximadamente 5 minutos después de haber activado el plasma con gluconato de calcio al 10%. Este coagulo de PRFC se aplico directamente sobre la piel limpia y posteriormente se cubrió la zona con una venda.
Los propietarios regresan con la paciente a los a los 3 días para realizar un cambio de vendaje, al retirarlo se observa reepitelización total en uno de los dedos, y parcial en otro de ellos (Figura 9). En esta misma consulta, se retiran los puntos y se decide dejar expuesta la zona, sin vendaje y se mantiene la administración de antibióticos orales (cefalexina 500 mg, cada 12 horas).
Figura 8.          Figura 9.                                                                                  
 Los días transcurridos desde la primo aplicación al momento del control son muy pocos como para administrar una segunda dosis, por ello se establece una nueva aplicación en una semana. Los propietarios no regresaron al hospital veterinario para seguir con el tratamiento.
CONCLUSION: 
        Si bien no se pudo determinar personalmente la evolución total del caso 2 debido a que, por cuestiones personales, no fue presentada a consulta nuevamente por los propietarios, se puede concluir que dada la excelente respuesta a la primer aplicación, se logró acelerar la cicatrización de la herida. Además  por vía telefónica los propietarios del animal comentan que la herida está casi totalmente cicatrizada. En base a los resultados clínicos obtenidos en ambos pacientes, la aplicación PRP resulto ser muy útil para acelerar los procesos de regeneración y reparación tisular.
        También se observó una reducción en el tiempo de cicatrización frente a las curas tradicionales, y además los pacientes no demostraron tener ninguna complicación local o sistémica asociados a los sitios de inyección. 

       Los resultados ampliamente satisfactorios obtenidos en este trabajo demuestran que se hace evidente considerar el uso de una terapia con PRP como coadyuvante en la cicatrización de heridas de difícil resolución. 
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OBJETIVO:





Evaluar el uso de plasma rico en factores de crecimiento como coadyuvante en la cicatrización de lesiones cutáneas en dos pacientes caninos.








FACTORES CLAVES:





El plasma rico en plaquetas se caracteriza por poseer una alta concentración de plaquetas y por ser rico en factores de crecimiento por lo que podría ser usado como coadyuvante en la cicatrización de lesiones cutáneas. 





FACTORES IMPORTANTES: 





Concentrado autólogo de plaquetas.


Factores de crecimiento.


Reparación de herida.
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1- SEMIOLOGIA CLÍNICA











         1a) INSPECCION GENERAL: buen estado general y nutricional.





1b) INSPECCIÓN PARTICULAR: lesiones cutáneas que pueden responder favorablemente al tratamiento con PRP.








2- MÉTODOS COMPLEMENTARIOS














2a) Hematocrito


(normal).








2b) plasma con características aceptables  para su procesamiento.








APLICACIÓN DE CONCENTRADO AUTOLOGO DE PLAQUETAS


(Vía de administración según patología a tratar)
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