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RESUMEN

La angiogénesis es un proceso fundamental en la reparacion y regeneracion
tisular, existen numerosas terapias que buscan estimular este mecanismo, el
Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se ha considerado una de las alternativas
mas sencilla, econdmica y segura. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto del plasma rico en plaquetas sobre la angiogénesis de la
mucosa oral lesionada de conejos mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas, para ello se conté con 6 conejos macho Nueva
Zelanda divididos en 2 grupos, a todos se les realizd una incisidn en la
mucosa oral, el grupo experimental fue tratado con PRP mientras que el
grupo control sin tratamiento, ambos fueron evaluados a los 7, 14 y 21 dias,
utilizando las coloraciones histologicas Hematoxilina/Eosina, Tricromico
Masson y la Inmunotincion CD31. Se obtuvo como resultado un aumento en
la densidad vascular (DV) en ambos grupos y al compararlos se evidencio
que la DV en los conejos que recibieron PRP fue estadisticamente mayores a
los reportados en los conejos no tratados. Concluyéndose que existe una
estimulacién del proceso de angiogénesis debido a la incorporaciéon de
inmunomoduladores a través del PRP infiltrado en la zona lesionada,
pudiendo utilizarse como terapéutica regeneradora de la mucosa oral.

Palabras Clave: Plasma Rico en Plaquetas, Angiogénesis, Mucosa oral,
Histoquimica.
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ABSTRACT

Angiogenesis is a fundamental process in tissue repair and regeneration,
there are numerous therapies that seek to stimulate this mechanism, but
Platelet Rich Plasma (PRP) has been considered one of the simplest,
cheapest and safest alternatives. The present investigation had the general
objective of evaluating the effect of platelet-rich plasma on the angiogenesis
of the injured oral mucosa of rabbits by means of histochemical and
immunohistochemical techniques, for that purpose there were six male New
Zealand rabbits divided into 2 groups with an incision made in the oral
mucosa, the experimental group was treated with (PRP) while the control
group did not receive any treatment, both were evaluated after 7, 14 and 21
days, using the histological stains Hematoxylin / Eosin, Trichrome Masson
and CD31 immunostaining. As a result, an increase in vascular density (VD)
was obtained in both groups and when comparing them it was evidenced that
the VD in the rabbits that received PRP was statistically higher than that
reported in the untreated rabbits. Concluding that there is a stimulation of the
angiogenesis process due to the incorporation of immunomodulators through
the PRP infiltrated in the injured area.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA
Planteamiento del problema
La mucosa oral es un tejido que puede sufrir diversos dafios en su integridad
tisular, entre los factores que pueden afectarla se encuentran las
enfermedades infecciosas, traumatismos, agentes fisicos, agentes quimicos
o las heridas ocasionadas por las intervenciones quirurgicas inherentes a la
practica odontoldgica.’
Cabe destacar, que la mucosa oral tiene un alto nivel de regeneracion y la
mayoria de las veces logra repararse sin ocasionar problemas significativos.
Sin embargo, la magnitud del dano, asi como algunas condiciones propias
del individuo, como lo son las enfermedades sistémicas y la higiene oral,
juegan un papel fundamental en la reparacion y regeneracion tisular
interactuando con el componente biolégico e inmunoldgico del individuo.’
Por esta razén, cuando el dafio supera los mecanismos de restablecimiento
de la integridad del tejido, la herida podria tardar en reparar el dafo tisular, lo
que ocasiona pérdida de la funcién e incluso infecciones oportunistas, lo que
agrava los cuadros infecciosos y supone una condicion mas dificil de abordar

desde el punto de vista clinico."?
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En este sentido, son muchas las moléculas y células que participan en la
regeneracion de los tejidos bucales, la angiogénesis es un mecanismo
ampliamente estudiado que contribuye a la reparacion y regeneracion
aportando nuevos vasos sanguineos que proporcionaran nutrientes vy
oxigeno al tejido que se esta formando. 2

Por esta razon, se han empleado en los ultimos afos técnicas de
regeneracion de tejidos que estimulan la reparacion aportando factores de
crecimiento y sustancias moduladoras del proceso regenerativo, entre las
terapias mas eficaces se encuentra el Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Este
tratamiento consiste en la aplicacion de Plasma autdélogo rico en factores de
crecimiento y plaquetas que se integraran al mecanismo de regeneracion y la
angiogénesis para brindar mejores resultados en el tratamiento de
numerosas condiciones, tanto bucales como en otros tejidos."?

Por consiguiente, en varios paises se han realizado avances en cuanto a la
regeneracion tisular empleando factores de crecimiento autélogos aportados
por plasma sanguineo. Por ejemplo, en Estados Unidos, Europa vy
latinoamérica se han descrito los multiples usos y beneficios que presenta el
uso del PRP en diferentes procedimientos de cirugia maxilofacial, asi como
en el area de periodoncia, implantologia e incluso en la cicatrizacion de
heridas de donantes de injerto de piel.>*°

En Argentina se ha estudiado el papel del Plasma rico en Factores de

Crecimiento en la neovascularizacion de colgajos cutaneos, en donde se ha
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demostrado mediante ensayos con biomodelos animales la eficacia de este
tipo de tratamiento en la angiogénesis cutanea.®

Por otra parte, en Ecuador se han descrito los resultados postexodoncia de
terceros molares con y sin aplicacion de plasma rico en plaquetas,
evidenciandose las ventajas que tiene la aplicacion de esta técnica como
terapia regeneradora de los tejidos bucales.’

De igual forma, a nivel periodontal se ha estudiado el uso del plasma rico en
fibrina como tratamiento en el recubrimiento de recesiones gingivales, en
donde se ha descrito la eficiencia de este procedimiento en el area de
periodoncia, lo que ha llevado aun mas a su empleo en las diversas
especialidades odontoldgicas.®

A nivel nacional se han realizado investigaciones sobre el uso del plasma rico
en plaquetas en la regeneracion ésea de alvéolos postextraccion, donde se
obtuvo resultados igual de favorables que los que se han descrito a nivel
internacional.® Por su parte, se ha estudiado el analisis comparativo de la
regeneracion 0sea obtenida con quitosano y Plasma Rico en Fibrina que
demostré que este ultimo produce una regeneracion ésea guiada mas rapida
que el quitosano.®

La cicatrizacion y reparacion de los tejidos bucales sigue siendo un factor de
suma importancia en la recuperacion del paciente debido a las
complicaciones que pueden surgir si estos procesos no ocurren de forma
adecuada o en el tiempo correcto. En Carabobo también se ha estudiado el

empleo de plasma rico en plaquetas como regenerador tisular de la mucosa
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periimplantar, concluyendo que su empleo acelera la regeneracion 6sea y la
cicatrizacion de los tejidos involucrados en la colocacién de implantes
dentales."

En este orden de ideas, se debe considerar el empleo de terapias
regenerativas que ayuden a acelerar los procesos de cicatrizacion vy
reparacion tisular, debido a que una deficiencia en alguno de estos
mecanismos puede ocasionar infecciones oportunistas, sobre todo en
pacientes inmunosuprimidos o con alteraciones sistémicas, de igual manera
se han descrito casos de alveolitis postextraccién, osteonecrosis y
complicaciones aun mas severas que pueden llevar a verdaderas
emergencias médicas, por lo que el empleo de PRP es una terapia muchas
veces eficiente para prevenir estas complicaciones.”*"’

Una regeneracion tisular interrumpida por factores internos o externos,
puede ocasionar heridas expuestas al medio bucal y por consiguiente a
numerosos microorganismos oportunistas. El elevado costo de los farmacos,
asi como de algunas terapias de regeneracion tisular, han llevado al uso de
alternativas mas econdémicas como el plasma rico en plaquetas, ya que
emplea plasma sanguineo del propio paciente.*"’

Por lo anteriormente expuesto surge la siguiente interrogante. 4 Cual es el

efecto del plasma rico en plaquetas sobre la angiogénesis de la mucosa oral

lesionada de conejos?
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Objetivo general

Evaluar el efecto del Plasma Rico en Plaquetas sobre |la angiogénesis
de la mucosa oral lesionada de conejos mediante técnicas

histoquimicas e inmunohistoquimicas

Objetivos especificos

Identificar el estado de la angiogénesis de la mucosa oral lesionada de
conejos mediante el contaje de vasos sanguineos y determinacion de
la densidad vascular por técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas

Determinar el estado de angiogénesis en la mucosa oral lesionada de
conejos tratados con Plasma Rico en Plaquetas mediante el contaje
de vasos y determinacion de la densidad vascular sanguineos por
técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas

Comparar el grado de angiogénesis en la mucosa oral lesionada de
conejos tratados con Plasma Rico en Plaquetas y conejos no tratados,
mediante el contaje de vasos sanguineos por técnicas histoquimicas e

inmunohistoquimicas
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Justificacion

La presente investigacidbn sirvi6 para brindar aportes tedricos vy
experimentales en referencia a la aplicacién del plasma rico en plaquetas y
su efecto sobre el proceso de angiogénesis en tejidos bucales, para asi dar a
conocer la relacion que existe entre este tratamiento y la formacién de
nuevos vasos sanguineos que contribuyen en la regeneracion de los tejidos,
ya que la mayoria de los aportes que se han realizado se centran en estudios
clinicos in vivo basados en evaluar la eficacia del tratamiento, mas no se
habia profundizado sobre los mecanismos tisulares y moleculares
involucrados en estudios experimentales y en consecuencia existe escasa
informacion sobre la cantidad de vasos sanguineos que pueden formarse
una vez es estimulada la mucosa oral con el PRP.

De igual forma, se emplearon técnicas histolégicas e inmunohistoquimica, lo
cual aporté desde el punto de vista practico conocimientos en relacion a este
tipo de pruebas y su aplicacion en tejidos bucales.

Resulté factible ya que el protocolo a seguir permite la obtencion de PRP de
forma segura, eliminando las posibilidades de contaminacion y reacciones
alérgicas. Ademas, el costo de este procedimiento es bajo, facil de realizar y
replicable.

De igual forma, las técnicas inmunohistoquimicas empleadas permitieron
conocer a mayor profundidad la relacion existente entre el tratamiento con
PRP y el proceso de angiogénesis, el cual no se habia estudiado a

profundidad de forma cuantitativa, ni tampoco en relacion al tiempo de
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aplicacion, por lo que se did a conocer de esta manera el numero de vasos
sanguineos que se forman en la mucosa oral lesionada una vez que es
tratada con PRP.

Por ultimo, la investigacién servira de referencia para futuros investigadores
que deseen trabajar con estas variables, aportando conceptos y teorias

sobre el abordaje de esta tematica.

Hipotesis de la investigacion

El Plasma Rico en Plaquetas estimula la angiogénesis en la mucosa oral

lesionada de conejos de Nueva Zelanda.
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CAPITULOII

MARCO TEORICO

Antecedentes de la Investigaciéon

A continuacion, se presentan algunos estudios como referencia a la presente
investigacion.

En Alemania, se publico en 2019 el secretoma de fibrina rico en plaquetas
induce la activacion angiogénica de tres dimensiones in vitro. Este estudio
fue realizado en cultivo celular y los resultados mostraron un efecto mediado
por Plasma Rico en Fibrina (PRF) sobre la inducciéon de angiogénesis en las
Células Endoteliales (CE). Se promovio la formacién de estructuras similares
a microvasos cuando las CE se combinaron con PRF de bajo Fuerza de
Centrifugacion Relativa (FCR) en comparaciéon con el grupo de control o PRF
de FCR alto. El porcentaje del area de la luz vascular fue significativamente
mayor en el PRF bajo en FCR, especialmente en el dia 7, que coincidié con
un factor de crecimiento estadisticamente significativamente mayor [factor
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-31)
y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)] concentracion medida
en PRF de bajo RCF en comparacion con PRF de alto RCF o grupo de
control. En conclusién, la reduccion de la RCF de acuerdo con el concepto de

centrifugacion a baja velocidad (LSCC) dio como resultado una mayor
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liberacion del factor de crecimiento y la formacién de estructuras
angiogénicas con monocultivo EC, lo que sugiere que la PRF puede ser una
herramienta terapéutica altamente beneficiosa para aplicaciones de

ingenieria de tejidos. "

En Ecuador, en el 2016 se realizé un estudio titulado efecto del Plasma Rico
en Factores de Crecimiento en la cicatrizacion de heridas gingivales. Estudio
experimental en cobayos. Su objetivo fue analizar el efecto del plasma rico
en factores de crecimiento en la cicatrizacion de heridas gingivales realizadas
en cobayos, a partir de un analisis histopatolégico en funcion del tiempo.
Enfocado a determinar el grado de resolucion de la inflamacién y la
reepitelizacion a los 7 y 14 dias, después de provocar las heridas gingivales.
Los resultados no evidenciaron diferencias estadisticas significativas en la
resolucién de la inflamacion a los 7 dias y 14 dias (p=1), y en la
reepitelizacion a los 7 dias (p=1) y 14 dias (p=1); entre el grupo experimental
y el grupo de control. Finalmente, se concluyé que, el plasma rico en factores
de crecimiento no produjo ningun efecto en la cicatrizaciéon de heridas

gingivales.™

Esta investigacion sirve de aporte en relacion al estudio histolégico de

muestras gingivales y sobre la aplicacion de plasma rico en plaquetas como

tratamiento regenerador de la mucosa oral.
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De igual forma, se realiz6 en Peru un estudio experimental titulado Eficacia
del plasma rico en plaquetas (PRP) en la cicatrizacion de heridas por
quemaduras en ratas holtzman, en el que contd con 23 animales de
experimentacion divididos en 3 grupos, 2 experimentales al que se le aplico
PRP y 1 grupo control. Se realizé el analisis histopatolégico de cada herida
de ambos grupos para evaluar la neovascularizacion, reepitelizacion,
fibroplasia y los leucocitos después del sacrificio de los animales,
obteniéndose como resultado diferencias significativas entre los factores
evaluados en los 3 grupos. Concluyendo que el Plasma rico en plaquetas
(PRP) es eficaz en la cicatrizacién de heridas por quemaduras en ratas
Holtzman.™

Este trabajo sirve de aporte para la presente investigacion ya que se tomé la
conceptualizacion de las variables, asi como la metodologia de trabajo en
cuanto a la manipulacién, tratamiento y posterior analisis de los animales de
experimentacion.

Por otro lado, en Ecuador se investigdo el plasma rico en factores de
crecimiento en la neovascularizacion de colgajo cutaneos, donde se empled
como biomodelos a conejos albinos neozalandeses, obteniéndose como
resultado que los valores medios obtenidos para vasos sanguineos cuando
se usa PRFC en los colgajos cutdaneos demostré cifras promedio

significativamente mayores (p < 0,05) que los controles desde el dia 7.°
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Este trabajo sirve como sustento a la presente investigacion por el abordaje
de la variable angiogénesis, su conceptualizacion y su medicion en
biomodelos animales.
Por ultimo, en Venezuela un grupo de investigadores realizaron un estudio
titulado Efectos tisulares del plasma rico en plaquetas en la mucosa
periimplantar de un grupo de individuos sanos “in vivo”, con un tipo de
investigacion experimental, en la que concluyeron que el uso de PRP
pareciera acelerar el proceso de cicatrizacion en el tejido conjuntivo
periimplantar, evidenciado por la localizacién celular en la totalidad del
epitelio de la mayoria de las mucosas tratadas con PRP (p=0.04) mediante la
expresion del anticuerpo de Proliferacion Celular (PCNA)."

El aporte de esta investigacibn se centra en la aplicacion de la
metodologia empleada para el abordaje de las variables, que emplearon
pruebas de inmunohistoquimica para medir factores de crecimiento

endoteliales a nivel tisular.

Bases tedricas

Plasma rico en plaquetas (PRP)

El plasma rico en plaquetas (PRP) se puede definir como la fraccion de
plasma autélogo que posee una concentracion plaquetaria por encima de los

valores basales (150.000-350.000/pL).">"®
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Este se compone de suero con abundantes plaquetas y factores de
crecimiento, estos elementos en conjunto son capaces favorecer la
cicatrizacion, renovacion y reparacién del tejido.

Anudado a esto, el plasma rico en plaquetas posee elementos que inducen a
varios procesos, entre ellos la angiogénesis, asi mismo, puede que éste sea
el factor mas importante en la reparacién o regeneracion de la mucosa bucal.
Para ello, se obtiene una muestra sanguinea utilizando el anticoagulante
adecuado (citrato de sodio), la misma se somete a centrifugacion y se
obtiene el plasma sanguineo. Una porcion de éste es el que se emplea en
diferentes terapéuticas regenerativas. '8

En el afio 1997 se describe el primer uso de un concentrado autdlogo de
plaquetas para la induccion del proceso de cicatrizacion tisular. Posterior a
esto, diferentes estudios emplearon pegamento de fibrina autdélogo para
reconstrucciones maxilofaciales, y se concluyé que esta red de fibrina
ademas de poseer propiedades osteoinductoras, contenian una gran
variedad de factores de crecimiento, los cuales podian suponer una
herramienta terapéutica interesante para promover los procesos de
cicatrizacion y renovacion tisular.’"®

La concentracion de plaquetas que se encuentra en el PRP es
aproximadamente de 2 a 4 veces superior a la concentracion sérica normal
de plaquetas. Del mismo modo, las plaquetas son fragmentos

citoplasmaticos derivados de megacariocitos de médula 6sea que son

capaces de producir diversos factores de crecimiento e inmunomoduladores

25



que estimulan los procesos de cicatrizacion y regeneracion tisular.

El PRP se utiliza como terapéutica regenerativa debido a su capacidad de
aumentar la formacidn de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis),
estimulando la sintesis y diferenciacion de células precursoras y liberando
factores que estimulan la reproduccién celular (fibroblastos y células

endoteliales).®?°

Mecanismo de accion del PRP

Las plaquetas tienen un rol fundamental en los procesos de regeneracion
tisular ya que son portadoras de factores de crecimiento y de otras proteinas
contenidas en sus granulos alfa. Estas sustancias seran aplicadas en los

tejidos para contribuir con su reparacion.

Del mismo modo, en este proceso existen moléculas encontradas en el
plasma sanguineo y las plaquetas que regulan activamente la migracién
(quimiotaxis), proliferacion y diferenciacion de las células que forman vasos
sanguineos, éstas incluyen factor de crecimiento de origen plaquetario
(PDGF), transformacion-beta (TGF-beta), fibroblastico (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) y el mas importante el factor estimulante
del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF), factores de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), factor de crecimiento

epidérmico (EGF).'®1%%
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Obtencién de Plasma Rico en Plaquetas

Existen diversas metodologias para la obtencién de PRP, se han descrito
las ventajas y desventajas de cada técnica.
Una vez obtenida la sangre se recolecta en tubos de ensayo con citrato de
sodio al 3.8% y se centrifuga de acuerdo al protocolo escogido. El plasma
obtenido se divide en 2 porciones, % partes corresponden al Plasma Pobre
en Plaquetas, mientras que 4 parte representa el Plasma Rico en Plaquetas

ubicado adyacente al paquete globular.'®'®

Fisiologia plaquetaria

Las plaquetas, también Illamado trombocitos, son fragmentos
citoplasmaticos delimitados por una membrana ademas de anucleados. Es
importante mencionar que derivan de los megacariocitos de la médula 6sea,
su funcion mas conocida es la de formacion del coagulo (hemostasia
primaria), pero lo mas importante es que tiene un papel en la inflamacién,
inmunidad, la progresion tumoral y la trombosis.

Estas, estructuralmente se dividen en cuatro zonas, la zona periférica, que
consiste en la membrana celular cubierta por una capa gruesa de glucocaliz.
Luego la zona estructural, compuesta por el citoesqueleto que le da forma de
disco a la plaqueta. Por otro lado, la zona membranosa que sirve como sitio
de almacenamiento de iones de calcio. "%

Tienen un diametro de 2 a 4 um, su concentracién normal en sangre

oscila entre 150.000 y 350.000 unidades por microlitro. La vida media util de
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las plaquetas en humana es de 8 a 12 dias, una vez pasado este tiempo, son
eliminadas por el sistema de macréfagos tisulares. '’

Angiogénesis

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente. Este
proceso involucra la migracion y proliferaciéon de células endoteliales, la
formacion y organizacién de células en estructuras tubulares que se uniran,
para finalmente madurar en vasos sanguineos estables.?

Actualmente, se conocen los mecanismos moleculares involucrados en este
proceso, el cual esta mediado por una serie de factores de crecimientos que
conducen a formacién y proliferacién celular para asi formar los nuevos
vasos sanguineos. Este proceso puede ocurrir en situaciones fisioldgicas
como la reparacion tisular, asi como en procesos patoldégicos como el cancer,
el cual se vale del mismo para el crecimiento tumoral y la metastasis a
distancia.?*?*

En este sentido, la angiogénesis es un proceso que se desarrolla durante
toda la vida, que se evidencia en los procesos de remodelacion,
regeneracion y reparacion de tejidos, asi como la maduracion folicular,
ovulacion, ciclo menstrual, entre otros. Se identifican tres etapas que
coexisten superpuestas.?*

-Primero ocurre la producciéon por parte de las células epiteliales del

parénquima tisular de factores pro-angiogénicos.
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-Posteriormente, los factores constituyentes de la matriz extracelular se
encargan de inducir y regular el crecimiento vascular

-Luego, se determina la estructura definitiva remodelada del lecho vascular.
Seguido a esto, se finiquita el proceso angiogénico gracias a factores
inhibidores de tal forma que, en la homeostasis vascular en condiciones
normales, debe existir un equilibrio entre factores estimuladores y factores
inhibidores.”***

Por el contrario, la arteriogénesis se define como la formacion de arterias
maduras y funcionales a través de la remodelacion funcional de arteriolas
interconectadas preexistentes y poco perfundidas después de una oclusién
de arterias de conductancia grande. A diferencia de la angiogénesis, ésta es
principalmente estimulada por factores hemodinamicos, a pesar de ello, se
ha comprobado que la angiogénesis inducida por el suministro de factores de
crecimiento como el VEGF promueve el agrandamiento de las arterias
colaterales. La capacidad de la expansion microvascular mediante la
administracién del factor de crecimiento para impulsar la arteriogénesis a

nivel cardiaco se ha demostrado claramente en modelos animales. ?>23

CD31 como marcador de vasos sanguineos

A nivel molecular, los vasos sanguineos expresan diversos antigenos que
permiten su reconocimiento inmunohistoquimico, uno de ellos, el mas
estudiado es el CD31. La molécula de adhesion de plaquetas / células

endoteliales-1 (PECAM-1) se describié originalmente a mediados de la
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década de 1980 como el antigeno de diferenciacion CD31 expresado en la
superficie de los granulocitos, monocitos y plaquetas humanos. Al mismo
tiempo, varios otros autores informaron de forma independiente la presencia
de un antigeno de la superficie de las células endoteliales, conocido como
glucoproteina (GP) lla [5], GPIlla', antigeno hec7 y EndoCAM. El cribado de
una biblioteca de expresion de ADNc de células endoteliales con un
anticuerpo especifico para proteinas de membrana integral de plaquetas
condujo a la clonacién de una proteina de 130 kDa que tiene homologia con
miembros de molécula de adhesion celular clonada recientemente de la
superfamilia del gen de inmunoglobulina (lg), y la proteina se denomind
plaqueta / molécula de adhesion celular endotelial-1 (PECAM-1) para denotar
sus origenes de clonacién, su pertenencia a la familia y su funcién probable.
La caracterizacion inmunoquimica y bioquimica, junto con su posterior
clonacion de dos bibliotecas de leucocitos diferentes establecieron que la
proteina de unién de células endoteliales, el antigeno de diferenciacién
hematopoyética CD31 y el PECAM-1 de plaquetas eran entidades idénticas,
lo que facilitaba la investigacion del papel que esto desempefiaba. La
adhesion celular y la molécula de sefalizacion juegan en la biologia de la

sangre y las células vasculares. 2%24%°

Mucosa oral
La cavidad oral se encuentra tapizada por una mucosa masticatoria, una

mucosa de revestimiento y una mucosa especializada. Las células
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epiteliales estan unidas entre si para formar una barrera de proteccién entre
el medio bucal y el tejido conectivo subyacente. Este epitelio es plano
estratificado en lineas generales, pero puede encontrarse no queratinizado,
queratinizado o paraqueratinizado de acuerdo al sitio donde se ubique.?

De acuerdo a esto, el epitelio de la mucosa oral esta constituido

fundamentalmente por dos poblaciones celulares:

A.- Poblacion intrinseca o propia del epitelio. Este grupo de células se
denominan queratinocitos y representan el 90% del total de células presentes
en el epitelio, su nombre se debe a la capacidad que tienen de
queratinizarse, éstas sufren una migracion desde el estrato basal hasta la
superficie del epitelio, incluso en ocasiones se convierten en escamas

constituidas por células queratinizadas y anucleadas.?

B.- Poblacion extrinseca: Esta poblacién celular esta constituida por células
que no son propias del epitelio y que se pueden clasificar en permanentes y
transitorias.?’
Poblacion extrinseca permanente: Representada por cerca del 9% de la
poblacién celular del epitelio y constituida por:
1. Melanocitos: Microscopicamente son células claras, de nucleo
pequefio, con prolongaciones alargadas de aspecto cilindrico, el
cuerpo de la célula se encuentra en el estrato basal. poseen

abundantes granulos precursores de melanina.?’
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2. Células de Merkel: Estas células tienen funcién sensorial, a diferencia
de los melanocitos carecen de prolongaciones de tipo dendritico y se
encuentran entre las células de la capa basal del epitelio.

3. Células de Langerhans: Son células presentadoras de antigeno,
frecuentemente aparecen en el estrato espinoso del epitelio. Poseen
prolongaciones de morfologia dendritica, y en su interior poseen

granulos de Birbeck.?

Poblacion extrinseca transitoria: Representa cerca del 1% de las células
del epitelio, se encuentra constituida por células sanguineas, como
granulocitos, linfocitos y monocitos que pueden infiltrarse ocasionalmente en

el epitelio bucal especialmente en procesos inflamatorios.?

Clasificacion histolégica de la mucosa oral

De acuerdo a la regién de la cavidad oral y al grado de queratinizacion de las
células epiteliales se pueden diferenciar tres tipos diferentes de epitelio:
A.- Epitelio plano estratificado queratinizado u ortoqueratinizado, en el que se
diferencian cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo, este ultimo

esta constituido por células queratinizadas y anucleadas.?®

B.- Epitelio plano estratificado paraqueratinizado, con caracteristicas
similares en los estratos basal y espinoso, mientras que el estrato granuloso

se encuentra poco desarrollado y el estrato corneo presenta células
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superficiales que conservan sus nucleos.?
C.- Epitelio plano estratificado no queratinizado, en el que se diferencian tres
estratos, el estrato basal, intermedio y superficial, no posee estrato corneo.?®
Membrana basal de la mucosa oral
La membrana basal separa el epitelio del corion, posee dos regiones: la
lamina basal, sintetizada por las células del epitelio y la lamina reticular,
sintetizada por las células del tejido conectivo.?®
e Lamina basal: Constituida por una doble lamina rectilinea de distinta
densidad, la lamina densa rica en colageno IV y heparan, y la lamina
lucida que contiene laminina y entactina.
e Lamina reticular: Constituida por fibras en una matriz de

glucosaminoglucanos, las cuales son:

- Fibras de anclaje: Son fibras de colageno VIl que finalizan en la lamina
densa y forman bucles en las placas de anclaje.

- Fibras reticulares: Se encuentran compuestas por reticulina (colageno tipo |
y llIl). Se encuentran distribuidas paralelamente al epitelio entre las fibras de
anclaje, mientras que la fibronectina ayuda a fijar la lamina reticular a la

lamina basal.?’

Lamina propia o corion de la mucosa oral
Se encuentra constituida por tejido conectivo laxo (areolar) que brinda sostén

y nutricion al epitelio, promovido por la presencia de papilas que llevan vasos
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sanguineos y nervios hacia el epitelio. Este tejido conectivo puede ser denso,
semidenso o laxo de acuerdo a la regién de la cavidad oral.?®
En la lamina propia se encuentran fibroblastos, linfocitos, macréfagos, células

cebadas y células plasmaticas, ademas de fibras y sustancia fundamental.?

Vasos sanguineos de la lamina propia

En esta zona se encuentran vasos sanguineos de origen arterial que se
distribuyen en una serie de redes capilares proximos al epitelio, la red
subpapilar y las asas capilares primarias, secundarias y terciarias distribuidas
en el eje de las papilas. Estas redes son de suma importancia ya que
permiten la nutricion del epitelio aportando oxigeno, glucosa y oftras

sustancias necesarias para el metabolismo celular.?®

Clasificacion topografica

La estructura histolégica de la mucosa oral varia por la adaptacién funcional
en las diferentes regiones de la cavidad oral, por lo que se diferencian tres
tipos:

A.- Mucosa de masticatoria: presente en las encias y paladar duro. Posee un
epitelio plano estratificado queratinizado y en algunas regiones
paraqueratinizado.

B.- Mucosa especializada: encontrada en los labios, carrillos, superficie de la
mucosa alveolar, piso de boca, cara ventral de la lengua y paladar blando.

Posee un epitelio plano estratificado no queratinizado.
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C.- Mucosa especializada: asociada a la sensacién del gusto, se encuentra

en la cara dorsal de la lengua. Contiene papilas y corpusculos gustativos.?®

Reparacion de heridas en la mucosa oral
Una vez que la mucosa oral sufre una lesién ésta comienza un proceso
reparativo de forma inmediata con la finalidad de restaurar la integridad del
tejido. Sin embargo, esto dependera del tipo, tamano y profundidad de la
lesiéon. En este sentido la cicatrizacion se puede clasificar en:

e Cicatrizacion primaria (por primera intencion)

e Cicatrizacion secundaria (por segunda intencion).?”?®

Proceso de reparacion de heridas

Hemostasia: En primer lugar, ocurre la vasoconstriccion con la finalidad de
disminuir la luz de los vasos sanguineos y de esta manera reducir la pérdida
sanguinea, posterior a esto las plaquetas se adhieren y se agregan para
formar el tapon hemostatico primario, de igual forma, una serie de proteinas
se activaran con la finalidad de transformar el fibrinégeno en fibrina y de esta
manera establecer el coagulo sanguineo. A su vez se liberan citoquinas vy
factores de crecimiento que estimulan la migracion celular al lecho de la
lesidn para la constitucién del tejido nuevo.?’2®

Inflamacién: El proceso inflamatorio involucra una serie de moléculas vy

células, los primeros eventos de la hemostasia estimulan la liberacion de
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prostaglandinas, histamina y otras sustancias con funcién vasoactiva, por lo
que ocurre una vasodilatacion local y un aumento en la permeabilidad
capilar. Aunado a esto, los polimorfonucleares migran hacia el sitio de la
lesion con la finalidad de fagocitar las bacterias y los restos de tejido dafado.
De igual forma, los monocitos se diferencian en macrofagos de acuerdo al
tejido donde actuaran, incrementan el proceso de fagocitosis e inician el
recambio del coagulo previamente formado.?”%

Proliferaciéon tisular: Este proceso comienza alrededor del tercer dia y
puede tener una duracion de dos a cuatro semanas. En este proceso ocurre
la migracién de fibroblastos estimulados por factores de crecimiento como
TGF-a y PDGF, de igual forma, ocurre la deposicién de la matriz extracelular
y la formacién de tejido conjuntivo altamente vascularizado (tejido de
granulacion).

En esta etapa se presenta una angiogénesis como un proceso
independiente a partir de vasos sanguineos preexistentes estimulada por
factores de crecimiento tales como activada por Factor Estimulante del
Endotelio Vascular (VEGF) y el Factor de Crecimiento Transformante Beta
(TGF-B). Mientras que la epitelizacién de la herida ocurre en la etapa final de
esta fase.?’?®
Remodelaciéon: El proceso de remodelacion se da lugar en el transcurso de

varias semanas, para ello, se sintetiza y remodela la matriz extracelular

conjuntamente con la formacion del tejido de granulacion y continua durante
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un periodo prolongado, y alcanza un estado estacionario a los 21 dias
posteriores a la lesion.?®%

Cabe resaltar, que la contraccion de la herida esta influenciada por el TGF-(3,
Factor Derivado de las Plaquetas y el Factor de Crecimiento Basico de los
Fibroblastos, por lo que se produce las interacciones entre los fibroblastos y
la matriz extracelular circundante. El colageno es degradado por
metaloproteinasas producidas por los fibroblastos y leucocitos que se
encuentran en el sitio de la lesion, las fibrillas se reordenan y de esta manera
disminuye la proporcion de colageno tipo |l mientras que se incrementa el
colageno tipo I. Las fibras se organizan de forma desordenada, pero con el
tiempo comienzan a formarse uniones interfibrillas, aumentandose el

grosor 20,27,28

Tipos de cicatrizacion

Cicatrizacion primaria: Este proceso ocurre luego de la interrupcion de la
continuidad de la membrana basal y del tejido conectivo subyacente. En este
sentido, se produce un equilibrio entre la proliferacién celular, sintesis de
colageno y metabolismo enzimatico. Por consiguiente, algun mecanismo
mecanico como la sutura aproxima los bordes de la herida y de esta manera
la herida cierra.?’

Cicatrizacion secundaria: En este caso la pérdida de tejido blando es
extensa, y por esta razon la regeneracion no puede ocurrir por si sola y es

necesario el crecimiento de un tejido de granulaciéon en los bordes de la
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herida, aunado a una acumulacion de matriz extracelular con la fijacion de
colageno. Por este proceso ocurre una contraccion de la herida y
posteriormente la epitelializacion.?’

Tratamientos de los defectos en mucosa oral

Las lesiones de los tejidos blandos son tratados con autoinjertos, este
proceso presenta limitaciones a pesar de que no se produzca rechazo. En
este sentido, en casos donde sea necesario la obtencion de gran cantidad de
tejido puede haber limitaciones en cuanto a la cicatrizacion secundaria en el
donante o a la disponibilidad de tejido lo cual puede llevar a tomar tejido de

otras zonas del cuerpo.?®

Cuadro de Operacionalizacion de Variables

Efecto del PRP sobre la angiogénesis de la mucosa oral lesionada de conejos de
Nueva Zelanda

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES INSTRUMENTO
Tratados
No tratados
PRP Tiempo de Accion 7 dias Ficha de Registro
14 dias
21 dias
Vasos sanguineos /mm?
Angiogénesis Vasos sanguineos /mm?
de la mucosa Densidad Vascular marcador CD31 Ficha de Registro
oral Vasos sanguineos /mm?
HQ
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CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

Tipo y diseiio de investigacion

La presente investigacion se enmarcé en un enfoque cuantitativo, de tipo
experimental. Se define como cuantitativa ya que utiliza la recoleccién de
datos para probar hipdtesis con base en la medicion numérica y el analisis

estadistico y explicativo, ya que responde a las causas de los eventos fisicos.

Tambien se considera experimental, ya que hubo manipulacién directa de las
variables, donde se analizd el efecto del plasma rico en plaquetas sobre la

angiogénesis de la mucosa oral. *

Poblacion y muestra

Se utilizaron 06 conejos Nueva Zelanda, machos con 3 meses de edad, con
pesos comprendidos entre 1 a 1,2 Kg. Los animales se alojaron en la
Universidad Arturo Michelena, en jaulas individuales con comida y agua a
voluntad. Cada conejo fue evaluado una sola vez para evitar alteraciones en

los resultados y el sufrimiento del animal.
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Los conejos se distribuyeron de la siguiente manera:

Grupo control Grupo experimental
(Sin PRP) (Con PRP)
C1: Evaluado a los 7 dias * E1: Evaluado a los 7 dias*
C2: Evaluado a los 14 dias* E2: Evaluado a los 14 dias*
C3: Evaluado a los 21 dias* E3: Evaluado a los 21 dias*

* De haberse realizado la injuria

Consideraciones bioéticas

Los conejos fueron aportadas por la Direccidon de Investigacion y Produccién
Intelectual de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Carabobo a través de su Bioterio Central, con aprobacion del Comité de
Bioética de dicha Direccion, en concordancia con la Ley para la Proteccién
de la Fauna Doméstica Libre y en Cautiverio de la Republica Bolivariana de
Venezuela®', al igual que la normativa internacional que rige la amteria®*>° y
apegado a lo establecido en el Cddigo de Etica para la Vida®, los animales

fueron sometidos al minimo sufrimiento y su manipulacién estuvo

supervisada por la Dra. Silvia Guidotti Directora del Bioterio Central.

Procedimientos

e Lesién en la mucosa oral
Los conejos fueron sometidos a una incision quirdrgica en la mucosa oral
con la finalidad de ocasionar una lesion con una extension de 1 mm tomando
como referencia la encia del incisivo inferior izquierdo, para lo cual se empled

una hoja de bisturi nimero 15 con su respectivo mango.*’
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¢ Obtencion y aplicacion de Plasma Rico en Plaquetas

Se anestesio cada conejo del grupo experimental con Valium y Ketamina
ambas al 10% (1cc/Kg) via intramuscular, se esperé 10 a 15 minutos. A
continuacion se procedi6 a la obtencion de muestra sanguinea via
intracardiaca, palpando el cartilago xifoides e introduciendo una inyectadora
con aguja 21G x 25 mm, se obtuvo un volumen de sangre arterial de 5 mL,
la cual se recolecto en tubos de ensayo con anticoagulante citrato de sodio al
3.8% en una proporcion 9:1 y se centrifugaron por 10 minutos a 1800 rpm en
dos ciclos.

Luego del centrifugado, se procedié a tomar con una inyectadora con aguja
de 30G el PRP que corresponde a la fase mas préxima del paquete globular
y que representa la V. parte del plasma total que corresponde a 1 mL.
Seguidamente se inyectd el PRP en zonas adyacentes a la lesion, utilizando
la misma inyectadora con el bisel orientado a la mucosa, dosificando
cantidades minimas hasta observar una zona protuberante al menos de 1

mm de espesor.'®%’

Obtencion de Tejidos de la Mucosa Oral

Después de transcurrido el tiempo estipulado (7, 14, 21 dias) se procedi6 a
tomar la muestra de tejido, para ello se anestesiaron los conejos segun
procedimiento descrito y se tomo el tejido del sitio donde se inyectd el PRP,
las muestras de tejido obtenidas fueron colocadas en envases identificados

con solucién de formaldehido al 10% para su preservacion por 24 horas
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logrando asi, la fijacion del tejido, es decir, conservar las estructuras

celulares como estuvieran in vivo.*®

¢ Procesamiento histolégico

Para el procedimiento histolégico, las muestras de tejido se colocaron en
casettes identificados, y se lavaron con abundante agua para retirar el formol,
inmediatamente los casettes se colocaron en un procesador automatico,
donde los tejidos se introdujeron en varias concentraciones de alcohol desde
80 al 100% para deshidratar, eliminando asi el agua y sustituirla por parafina
liquida. Luego se pasaron por dos bafos de xilol, el cual sirve como
intermediario entre el alcohol y la parafina ya que es miscible en ambas, y
por ultimo se procedio a la inclusién con parafina, cuya funcion es rellenar los
espacios vacios donde se encontraba xilol y endurecer el tejido.

Una vez obtenidos los bloques de tejidos en parafina, se procedio a realizar
los cortes, en la cual se utilizé un micrétomo de rotacion marca Leica modelo
RM 2125, en el cual se realizaron cortes de 4 de espesor y se extendieron
en el bafo de flotacion para luego montar en laminas portaobjetos

silanizadas y llevarlas a la estufa Quincy Lab In a 60°C, por una hora.

Para la coloracién con hematoxilina y eosina se desparafiné con xilol por 5

minutos, y bafnos de alcohol con concentraciones decrecientes, de 100%,

90% y 80% por tres 3 minutos cada uno, luego se terminé de hidratar
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sumergiendo la gradilla repetidas veces en agua destilada, hasta no ver
rastros de alcohol.

Inmediatamente, se colocd en eosina por cinco 5 minutos, al pasar este
tiempo se llevd a agua destilada para la diferenciacion del colorante, luego
sumergidas en la hematoxilna. Posterior a ello, se colocé en alcohol con
concentraciones crecientes de 80%, 90% y 100% por 3 minutos cada uno y 2
banos de xilol por 5 minutos cada uno. Finalmente se procedié al montaje y
secado para la evaporacion del xilol y se observaron con el microscopio

optico.>®

e Histoquimica con Tricromico de Masson
Esta técnica es util para observar las fibras de colagenos y el tejido conectivo
en general, se utilizara el protocolo modificado por Serxio Fernandez Fidalgo.
En primero lugar se desparafina las muestras y se pasan 5 minutos en
hematoxilina férrica de Weigert, posteriormente por agua corriente para

diferenciacion y 3 minutos por agua destilada.

Una vez realizado esto se procedié a sumergir por 5 minutos en fucsina-
escarlata y luego 2 minutos en agua destilada. Al término de este paso se
llevara 15 minutos en acido fosfomolibdico al 5%. Posteriormente, se llevé 10
minutos con verde luz al 2% y unos segundos en agua destilada, para luego

diferenciar con acido acético al 1% y realizar un deshidratado rapido, en
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etanol de graduacion creciente: 80%, 96% y 100%. Por ultimo, 2 bafos de

xilol, 10 minutos cada uno y se procedié al montaje de las laminas.*

¢ Inmunohistoquimica: Marcaje de CD31
Las secciones fueron sometidas a recuperaciéon antigénica en microondas
con una solucién tampon de citrato 10 mM, pH 6, luego fueron tratadas con
peréxido de hidrogeno al 3 % en Tampon buffer salino (PBS durante 20
minutos. Posteriormente, se procedi6 al bloqueo de anticuerpos
inespecificos. Se incubé en camara humeda a 4 °C con el anticuerpo
primario anti-CD31, diluido 1/100 y luego se empleé el anticuerpo secundario.
El cromogeno diaminobencidina (DAB Cell Marque, USA) fue utilizado para
revelar las proteinas inmunorreactivas. Finalmente, se contrasté con

hematoxilina de Mayer.*'#?

e Contaje de vasos sanguineos
Las laminas obtenidas fueron analizadas en microscopio 6ptico con camara
digital acoplada. Los vasos sanguineos fueron contados haciendo uso del
programa ImageJ, de dominio publico, programado en Java y desarrollado en
el National Institutes of Healthel, que sirve para el procesamiento de
imagenes digitales en medicina y otras areas. De esta manera se obtuvo la

densidad vascular, es decir, la cantidad de vasos sanguineos por superficie.
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Densidad vascular = Numero de vasos sanquineos

Superficie de tejido

De esta forma se tomaron en cuenta los siguientes indicadores:

o Numero de vasos sanguineos por superficie (/mm?)
e Numero de vasos sanguineos marcados con CD31 por superficie

(/mm?)

Método y Técnica de Recoleccion de Datos:
Se utilizé una ficha de registro, donde se asentaron las caracteristicas de
histolégicas y el numero de vasos sanguineos marcados por

inmunohistoquimica con la finalidad de evaluar la angiogénesis de la mucosa

oral, la cual fue validada por juicio de expertos.

FICHA DE REGISTRO

1 2 3 4 5 6
Vasos
Vasos Vasos sanguineos
CONEJO PRP | TIEMPO | sanguineos | sanguineos | /mm?
/mm? /mm? HQ marcador
CD31
CONTROL 1 NO | 7 DIAS
EXERIMENTAL 1 | Si 7 DIAS
CONTROL 2 NO | 14 DIAS
EXERIMENTAL 2 | Si 14 DIAS
CONTROL 3 NO | 21 DIAS
EXERIMENTAL 3 | Si 21 DIAS

HQ: TECNICA HISTOQUIMICA DE COLORACION TRICROMICO DE MASSON
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Densidad vascular = Numero de vasos sanquineos

Superficie de tejido

e Técnica de analisis e interpretacion de los resultados
Los resultados obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva,
distribucion de frecuencias y medidas de tendencia central para cada las
variables. Todos los datos obtenidos se compilaron en Excel y se procesaron
mediante el programa estadistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 25. Se empled la prueba de U de Mann-Whitney (también
llamada de Mann-Whitney-Wilcoxon, prueba de suma de rangos Wilcoxon, o
prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney) la cual es una prueba no paramétrica
aplicada a dos muestras independientes. Es considerada la versién no
paramétrica de la prueba "t" de Student. Se usa para comprobar la

heterogeneidad de dos muestras ordinales.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

A continuaciéon, se presentan los resultados obtenidos posteriores a la
fase experimental de la investigacion. Para ello se realiz6 un estudio
morfolégico  utilizando 3  técnicas, la coloracion de rutina
(Hematoxilina/Eosina), la coloracion especial Tricromico de Masson y por
ultimo el analisis inmunohistoquimico con el marcador CD31 especifico para

vasos sanguineos.

1. ESTUDIO DE LA VASCULARIZACION DE LA MUCOSA ORAL DE

CONEJOS CONTROL

a. Histologia convencional (Hematoxilina/Eosina)
En primer lugar, se puede apreciar en la Figura 1 las caracteristicas
histolégicas de la mucosa oral lesionada del conejo control 1, evaluado a los
7 dias posteriores a la injuria realizada, en esta se sefiala la vasculatura

propia de este tejido.
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Figura 1. Microfotografia mucosa oral de Conejo control 1. Coloracion HE.

Objetivo 40X. Puntos de mira negros: vasos sanguineos.

Tabla 1: Densidad vascular de los conejos control, evaluados mediante

histologia convencional

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?®

Control 1 7 dias 20,8
Control 2 14 dias 29,16
Control 3 21 dias 39,58

?De evaluacion posterior a la injuria realizada

Se puede apreciar en la Tabla 1 la evolucion creciente del numero de

vasos sanguineos a medida que transcurre el tiempo luego de realizada la

lesidn en la mucosa que ocasiona una serie de eventos histologicos vy

48



bioquimicos que tienen como finalidad el restablecimiento de la integridad del
tejido.

b. Tricrémico de Masson
Figura 2. Microfotografia mucosa oral de Conejo control 3. Coloracién

Tricromico de Masson. Objetivo 40X.

En la Figura 2 destaca la coloracion especial de las fibras de colageno
pertenecientes al tejido conectivo, lo que permite una mejor evaluaciéon y

contaje de los vasos sanguineos encontrados en esta zona de la mucosa.

49



Tabla 2: Densidad vascular de los conejos control, evaluados mediante

Tricréomico de Masson

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?”

Control 1 7 dias 25
Control 2 14 dias 31,25
Control 3 21 dias 45,83

?De evaluacion posterior a la injuria realizada

Como senala la Tabla 2 el numero de vasos sanguineos aumenta
progresivamente al paso del tiempo, al igual que lo analizado a través de la
coloracién de rutina, sin embargo, en la técnica de Tricromico de Masson
existe una ligera variacion en la cantidad de vasos sanguineos con respecto
a la técnica convencional, esto debido a que resulta mas facil la evaluacion
por el contraste de colores que se obtienen de la aplicacion de esta

coloracién especial.

c. Inmunohistoquimica CD31

De igual forma, se aplicé la inmunotincion con el marcador CD31, el cual

es especifico para la identificacion de vasos sanguineos, ya que localiza esta

molécula que se expresa a nivel del endotelio vascular.
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Figura 3. Microfotografia mucosa oral de Conejo control 3.

Inmunohistoquimica CD31. Objetivo 40X.

En la imagen microscépica presentada en la Figura 3 se observan las
células endoteliales de color pardo, lo que permite una mejor identificacion y
contaje de las mismas, es por ello que es la mejor técnica para la
determinacién de la densidad vascular de las 3 empleadas en este estudio.

Tabla 3: Densidad vascular de los conejos control, evaluados

mediante Inmunohistoquimica CD31

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?

Control 1 7 dias 31,25
Control 2 14 dias 39,58
Control 3 21 dias 50

4De evaluacion posterior a la injuria realizada
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El comportamiento de la angiogénesis a lo largo del tiempo se puede
apreciar en la Tabla 3, donde se realizé6 contaje especificamente de las
estructuras morfolégicas marcadas con CD31, por lo que hay mayor

especificidad en los resultados.

2. ESTUDIO DE LA VASCULARIZACION DE LA MUCOSA ORAL DE

CONEJOS EXPERIMENTALES

a. Histologia convencional (Hematoxilina/Eosina)

El analisis de la densidad vascular en los conejos tratados con plasma
rico en plaquetas mostré un aumento considerable en el nimero de vasos
sanguineos por superficie, lo que sugiere que este tratamiento estimula los
mecanismos bioquimicos y morfolégicos que conllevan a la angiogénesis en

la mucosa oral.
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Figura 4. Microfotografia mucosa oral de Conejo experimental 1. Coloracién

HE. Objetivo 40X. Puntos de mira negros: vasos sanguineos.

Tabla 4: Densidad vascular de los conejos experimentales, evaluados

mediante histologia convencional

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?
Experimental 1 7 dias 35,4
Experimental 2 14 dias 50
Experimental 3 21 dias 75

4De evaluacion posterior a la injuria realizada
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b. Tricromico de Masson

Figura 5. Microfotografia mucosa oral de Conejo experimental 3. Coloracién

Tricrémico de Masson. Objetivo 40X.

Tabla 5: Densidad vascular de los conejos experimentales, evaluados

mediante Tricrédmico de Masson

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?
Experimental 1 7 dias 37,5
Experimental 2 14 dias 56,25
Experimental 3 21 dias 79,16

4De evaluacion posterior a la injuria realizada
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c. Inmunohistoquimica CD31

Figura 6. Microfotografia mucosa oral de Conejo experimental 3.

Inmunohistoquimica CD31. Objetivo 40X.

Tabla 6: Densidad vascular de los conejos experimentales, evaluados

mediante Inmunohistoquimica CD31

Conejo Tiempo® Vasos sanguineos /mm?
Experimental 1 7 dias 37,5
Experimental 2 14 dias 60,41
Experimental 3 21 dias 83,3

4De evaluacion posterior a la injuria realizada
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3. COMPARACION DE LA DENSIDAD VASCULAR EN MUCOSA

ORAL DE CONEJOS TRATADOS Y NO TRATADOS CON PLASMA

RICO EN PLAQUETAS

Tabla 7: Comparacion de la densidad vascular en mucosa oral de conejos

tratados y no tratados con plasma rico en plaquetas

Conejo

Tiempo® Vasos sanguineos /mm?’

Experimental 1
Experimental 2

Experimental 3

7 dias

14 dias

21 dias

37,5

56,25

79,16

?De evaluacion posterior a la injuria realizada

Tabla 8: Densidad vascular de los conejos experimentales, evaluados

mediante Inmunohistoquimica CD31

Vasos
Vasos Vasos sanguineos
Conejo PRP Tiempo sanguineos sanguineos /mm?
Imm? /Imm? HQ marcador
CD31
Control 1 No 7 dias 20,8 25 31,25
Experimental 1 Si 7 dias 354 37,5 37,5
Control 2 No 14 dias 29,16 31,25 39,58
Experimental 2 Si 14 dias 50 56,25 60,41
Control 3 No 21 dias 39,58 45,83 50
Experimental 3 Si 21 dias 75 79,16 83,3
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Tabla 9: Comparaciéon de la densidad vascular obtenida a través de la

prueba U de Mann-Whitney

Tiempo V4 p

7 dias 1.993 0,046
14 dias 1.993 0,046
21 dias 1.964 0,050

Considerando un alfa= 0,05

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba estadistica de
U de Mann-Whitney los valores correspondientes a la densidad vascular de
los conejos experimentales evaluados a los 7, 14 y 21 dias son

estadisticamente mayores a los de sus respectivos controles.
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Discusion

En la presente investigacion se realizé el analisis del comportamiento de
la mucosa oral lesionada al ser sometida a tratamiento con Plasma Rico en
Plaquetas, estudiandose especificamente el fendmeno de angiogénesis, el
cual es un evento fisiolégico importante en la regeneracién de los tejidos
lesionados. Para esta investigacion se conté con tres técnicas, la coloraciéon
de rutina con hematoxilina/eosina, la coloraciéon especial Tricromico de

Masson y la técnica inmunohistoquimica con anticuerpos Anti-CD31.

En este sentido, la valoracién de la densidad vascular entre las técnicas
resulté diferente, obteniéndose ligera diferencia entre las 3. Al tomar como
valor mas preciso los obtenidos por inmunohistoquimica, donde se marcaron
solo células que expresaran esta proteina, siendo especifico para identificar
células endoteliales, se identificd que la técnica Tricrdmico de Masson resultod
con valores mas cercanos a los obtenidos por inmunohistoquimica que la

coloracion de Hematoxilina/eosina.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Caseres vy
colaboradores en su estudio titulado Utilidad de Tincion de Tricromico de
Masson en la Cuantificacion de Densidad Media Vascular en Mucosa Oral
Normal, Displasia Epitelial y Carcinoma Oral de Células Escamosas, donde

encontraron que al comparar la Densidad Media Vascular de todos los
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pacientes mediante la inmunohistoquimica CD31 vy la tinciéon Tricromico de
Masson, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
obteniéndose un grado correlacion moderado concluyendo que La tincion
con TM podria representar hoy en dia una alternativa viable y accesible para
la evaluacion de la DMV, siendo comparable a la inmunohistoquimica contra

CD31.%3

Al evaluar la densidad vascular en la mucosa oral de los conejos control,
se evidencidé que esta variable aumentd conforme transcurrian los dias,
obteniéndose 20,8/mm? a los 7 dias, 29,16/mm? a los 14 dias y 39,58/mm? a
los 21 dias. Esto se explica debido a que una serie de mecanismos
fisiolégicos se ponen en marcha una vez que es lesionada la integridad
tisular de la mucosa, uno de estos es la angiogénesis, proceso mediante el
cual se generan nuevos vasos sanguineos que aportaran nutrientes, células
de defensa y otros elementos que contribuyen a la regeneracion del tejido

lesionado.

Lo anterior mencionado se relaciona con los resultados reportados por
Aburto en su investigacion titulada Eficacia del plasma rico en plaquetas
(PRP) en la cicatrizacion de heridas por quemaduras en ratas Holtzman, en
la que observaron un aumento en el contaje de vasos sanguineos por campo

en la piel lesionada de los animales conforme transcurria el tiempo.'
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De igual manera, los resultados obtenidos de los conejos experimentales
muestran un aumento en la densidad vascular al transcurrir el tiempo,
observandose 35,4/mm? a los 7 dias, 50/mm? a los 14 dias y 75/mm? a los 21
dias. Es decir, que al igual que el grupo control hubo un aumento en el
numero de vasos sanguineos de forma progresiva desde el momento que se

realizo la lesion en la mucosa oral. ™

Esto concuerda con los resultados de la investigacion llevada a cabo por
Aburto y su grupo de trabajo, quienes encontraron un aumento en el niumero
de vasos sanguineos en ratas con quemaduras tratadas con PRP,
concluyendo que EI Plasma rico en plaquetas (PRP) es eficaz en la

cicatrizacion de heridas por quemaduras en ratas Holtzman.™

Por ultimo, al comparar la densidad vascular de la mucosa oral lesionada
en los conejos tratados y no tratados con PRP se evidencié que los
resultados obtenidos en los conejos que recibieron este tratamiento fueron
estadisticamente mayores a los reportados en los conejos no tratados. De
esta manera se demuestra que existe una estimulacién del proceso de
angiogénesis debido a la incorporacion de factores de crecimiento y otros
inmunomoduladores a través del PRP inyectado en la zona lesionada. Por lo
que constituye un procedimiento eficaz en el manejo de heridas de la mucosa
oral, a través de la angiogénesis como proceso clave en la incorporacion de

vasos sanguineos nuevos que aportan nutrientes, células de defensa,
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anticuerpos y sustancias necesarias para la correcta cicatrizacion, reparacion

y regeneracion de los tejidos.

Lo anterior se relaciona con los resultados reportados por Aburto y
colaboradores, los cuales encontraron diferencias significativas en la
cantidad de vasos sanguineos al comparar ratas tratadas y no tratadas con
PRP."™ De igual forma, se relaciona con los hallazgos encontrados en
Alemania, en la investigacién titulada El secretoma de fibrina rico en
plaquetas induce la activacion angiogénica de tres dimensiones in vitro.
Donde se concluyé que la liberacién de factores de crecimiento y la
formacion de estructuras angiogénicas en monocultivo, sugieren que los
tratamientos con plasma autélogo pueden ser una herramienta terapéutica

altamente beneficiosa para aplicaciones de ingenieria de tejidos. "
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

e La técnica de Tricromico de Masson y la inmunohistoquimica CD31
son eficaces para el contaje de vasos sanguineos y evaluacién de la
densidad vascular en la mucosa oral.

e El proceso de angiogénesis ocurre en la mucosa oral lesionada
aumentando la densidad vascular del tejido conforme transcurre el
tiempo.

e El proceso de angiogénesis se acelera si el tejido es tratado con PRP.

e La densidad vascular en la mucosa oral es estadisticamente mayor si
el tejido es tratado con PRP.

e ElI PRP representa una alternativa para mejorar y acelerar los

procesos de cicatrizacion, reparacion y regeneracion tisular.
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Recomendaciones

Se recomienda a los profesionales de la odontologia utilizar el tratamiento de
Plasma Rico en Plaquetas como coadyuvante en los procesos de
cicatrizacion, reparacion y regeneracion de la mucosa oral, aplicando los
protocolos de obtencidén y aplicacién empleados en esta investigacion.

De igual forma, se recomienda realizar futuras investigaciones donde se
estudien diferentes protocolos de obtencion de PRP y distintas técnicas de
aplicacion.

De igual manera, se recomienda investigar otros marcadores inmunolégicos

como lo es el factor estimulante del endotelio vascular.
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