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INTRODUCCION: En armonizacion orofacial los sistemas autélogos inyectables para
liberacion intradérmica (SLC) son una innovacién. Podrian cargarse con activos como
aminoéacidos, o &cido hialurdnico para potenciar su accion. El acido hialurénico (AH) de
baja reticulacion se ha valorado ampliamente en la reestructuracion cutanea, pero no hay
evidencia que demuestre sus efectos cutaneos cuando se le administra en un SLC de
fibrina  rica en plaquetas inyectable (iPRF). OBJETIVO: Evaluar
histomorfométricamente la efectividad del SLC iPRF- AH versus AH en la
reestructuracion cutanea. METODO: Se administraron via intradérmica los tratamientos
en 13 ratas BIOU Wistar divididas en grupo control-control (3), grupo experimental
iPRF + AH (5) y grupo control AH (5). A las 4 semanas se obtuvieron muestras cutaneas
para ulterior analisis histoldgico. Los hallazgos fueron analizados mediante estadistica
descriptiva en el SPSS V19. RESULTADOS: El AH, no mostrd infiltrado inflamatorio,
cambios celulares reactivos, ni reaccién inflamatoria a cuerpo extrafio. Mostré escasos
foliculos pilosos (80%) y vasos sanguineos (20%), tejido conectivo laxo (80%) con fibras
colagenas tipo | separadas (60%) y algunas fragmentadas (20%), escaso edema
intercelular (60%), nimero de fibroblastos moderado (80%), epidermis delgada con
membrana basal ondulante (100%)y grosor dérmico moderado (80%) . En iPRF+AH
tampoco se observd infiltrado inflamatorio, reaccion a cuerpo extrafio o cambios
celulares reactivos. Mostroé escasos vasos sanguineos (20%), escasos foliculos pilosos
(100%), tejido conectivo laxo con fibras colagenas delgadas y fragmentadas (80%),
moderado volumen intercelular (80%), celularidad de fibroblastos moderada (60%),
epidermis delgada con membrana basal ondulante (100%) y grosor dérmico delgado
(60%). CONCLUSIONES: EIl iPRF+ AH genera menor bioestimulacion de los
fibroblastos que AH control, por lo que la mejor calidad de las fibras colagenas fue
observada con el AH sin conjugar. iPRF+ AH conduce a un considerable mayor volumen
intercelular, benéfico para propo6sitos de hidratacion pues no esta asociado a respuesta
inflamatoria o cambios celulares. EI SLC iPRF+AH evita la respuesta inflamatoria tardia
y restringe la alopecia observada al administrar AH. Se recomienda estudiar el
comportamiento del sistema iPRF +AH en modelos envejecimiento cutaneo avanzado.
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Injectable fibrin with hyaluronic acid as an intradermal release system. Intradermic.
Preclinical trial in a murine model

ABSTRACT

BACKGROUND: In orofacial harmonization, autologous injectable systems for intradermal
release (AIS) are an innovation. They could be loaded with active ingredients such as amino
acids or hyaluronic acid to enhance their action. Low cross-linked hyaluronic acid (HA) has
been widely appreciated in skin resurfacing, but there is no evidence demonstrating its
cutaneous effects when administered in an injectable platelet-rich fibrin (iPRF) SLC. AIM:
To evaluate histomorphometrically the effectiveness of iPRF- HA versus HA SLC in skin
restructuring. METHOD: Treatments were administered intradermally in 13 BIOU Wistar
rats divided into control-control group (3), iPRF + AH experimental group (5) and AH
control group (5). At 4 weeks skin samples were obtained for further histological analysis.
The findings were analyzed by descriptive statistics in SPSS V19. RESULTS: The HA did
not show inflammatory infiltrate, reactive cellular changes, nor inflammatory reaction to
foreign body. It showed scarce hair follicles (80%) and blood vessels (20%), lax connective
tissue (80%) with separated type I collagen fibers (60%) and some fragmented (20%), scarce
intercellular edema (60%), moderate number of fibroblasts (80%), thin epidermis with
undulating basement membrane (100%) and moderate dermal thickness (80%). iPRF+AH
also showed no inflammatory infiltrate, foreign body reaction or reactive cellular changes. It
showed sparse blood vessels (20%), sparse hair follicles (100%), lax connective tissue with
thin and fragmented collagen fibers (80%), moderate intercellular volume (80%), moderate
fibroblast cellularity (60%), thin epidermis with undulating basement membrane (100%) and
thin dermal thickness (60%). CONCLUSIONS: iPRF+ HA generates less fibroblast
biostimulation than control HA, so the best collagen fiber quality was observed with
unconjugated HA. iPRF+ HA leads to considerably higher intercellular volume, beneficial
for hydration purposes as it is not associated with inflammatory response or cellular changes.
The iIPRF+AH SLC prevents the late inflammatory response and restricts the alopecia
observed when HA is administered. It is recommended to study the behavior of the iIPRF+AH
system in models of advanced skin aging.

MeSH: Hyaluronic acid, injectable platelet-rich fibrin, controlled release systems,
transdermal release systems, skin restructuring.

Introduccion

Entre las estrategias con base cientifica para la renovacion cutanea se halla la inyeccion
intradérmica de activos biomiméticos, cuyo éxito reside en la bioestimulacién celular directa,
enfogque novedoso dirigido al reemplazo epidérmico, a la induccion percutanea de colageno
y a la reposicion de los elementos fundamentales del estroma celular para la revitalizacién
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celular, la reestructuracion y redensificacion dérmica, lo cual ayuda a revertir surcos y ritides,
elastosis y dermatoheliosis de la piel, contribuyendo con la regeneracion cutanea faciall.

Algunos de estos activos para la liberacion transdérmica son agentes que promueven y
acortan mecanismos bioldgicos de revitalizacion, reestructuracion y redensificacion cutanea.
La mayoria de estos activos de liberacion transdérmica incorporan sustancias biolégicamente
activas como aminodcidos, acido hialurénico, silicio, acido lipoico, entre otros para estos
fines 2,3, siendo de especial interés en esta investigacion el &cido hialurénico no reticulado
(AH).

El Acido Hialurénico, es el glicosaminoglicano mas simple. Es un polimero producido
naturalmente en el cuerpo humano en los liquidos vitreo y sinovial, cordén umbilical y tejidos
conectivos 4,5. y participa también en varias funciones fisioldgicas como la regulacion del
sangrado, la inflamacidn, la promocidn de la regeneracion 6sea y la curacion de los tejidos
6.

El Acido Hialurénico es higroscopico (capaz de retener una gran cantidad de agua —miles
de veces su peso), una propiedad viscoelastica que contribuye al mantenimiento de la
estructura y el volumen del tejido, la rigidez estructural y al llenado de espacios?, por lo cual
el volumen de HA es fundamental en el soporte estructural de la piel.

El AH sintético no reticulado es un biomaterial inyectable cuyo efecto en la bioestimulacion
celular cutanea ha sido ampliamente estudiado con éxito, pero su vida media suele ser
ultracorta, de 1 a 2 dias en la epidermis, biodegradacion a cargo de las enzimas
hialuronidasas8; por lo cual es un reto prolongar su accion local.

Ahora bien, nos hallamos ante una nueva era de la estética facial. Aun cuando se sigue
indicando el relleno subdérmico con &cido hialurénico, existe una nueva comprension de la
fisiopatologia del envejecimiento facial, que implica recordar que los tejidos que integran el
macizo orofacial esta organizados por estratos y que al envejecer cada estrato experimenta
cambios a diferentes ritmos, con injerencia sobre los demas tejidos. Este nuevo paradigma
redirigié las pautas de tratamiento, para la reposicion de los tejidos lo méas cercano a su
ubicacion original, a través de adipoestructuracion, dermosustentacion, ritidoreversion
compensatoria y la cutaneoregeneracion9.

La ritidoreversion se puede definir como el conjunto de estrategias dirigidas a la reversion
de la ritidosis cutanea que ha permanecido remanente pese haber realizado tratamientos de
reposicion de los tejidos. Se puede compensar la ritidosis mediante estrategias de
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bioestimulacion celular, reestructuracion tisular y redensificacion dérmica a fin de lograr una
verdadera reversion de las ritides y no simplemente rellenar espacios de volumen perdidos10.

Por lo cual el empleo de scaffolds o andamios bioactivos inyectables como sistemas de
liberacion intradérmica podria aportar un valor inigualable en la tarea de renovar el tejido
cutaneo para alcanzar la ritidoreversion. No obstante, hasta el momento no hay ningdn
sistema inyectable comercial para la liberacion intradérmica que contenga activos
cosmecéuticos como el acido hialurdnico, aun cuando numerosas investigaciones 8,11, 12,
13, 14 han demostrado la capacidad del &cido hialurénico para actuar como scaffold o
andamio para la ingenieria de tejidos.

Por otra parte, los polimeros empleados para la construccion de los sistemas de liberacion
controlada suelen ser sintéticos. Afortunadamente existen matrices bioactivas de origen
autologo que superan esta desventaja como el iPRF, que podria representar un posible nuevo
sistema de liberacion que puede ser inyectado en el tejido  cutaneo cumpliendo con un
doble papel, ser reservorio para la liberacion intradérmica controlada del medicamento
cosmecéutico y liberar sustancias bioldgicas que promuevan la bioestimulaciéon celular local,
induciendo la renovacion del tejido.

El iPRF es un excelente andamiaje o vehiculo fluidol15, cuyo anélisis ultraestructural indica
que podria permitir la entrega controlada del AH mientras ejerce un efecto regenerativo
sinérgicol6 por su mayor cantidad de sustancias bioactivasl7, mayor al PRP y otros
concentrados de plaquetasl8, moléculas de capital interés en los procesos regenerativos
orofaciales.

El iPRF ha sido ampliamente estudiado en la ultima década como sistema para la
bioestimulacion celularl9, ha sido empleado con carga biomateriales y sustancias Utiles en
la regeneracion tisular en tejidos duros y blandos orofaciales20, 21,22 demostrando superar
los efectos adversos de los biomateriales de relleno23-26como la formacion de granuloma e
infecciones cronicas o retardadas, comunes en los procedimientos de reestructuracion
orofacial27.

Considerando las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas reportadas para el AH y la fibrina
rica en plaquetas inyectable, se planted el desarrollo y estudio de un andamio de iPRF
cargado con AH. Este andamio nanoliberador podria emplearse no solo para la
reestructuracion cutanea sino expandir su interés a la curacion avanzada de heridas, su
infiltracion para restituir la reconexion nerviosa en patologias como lesiones del nervio
dentario inferior, lesiones de la articulacion temporomandibular como la retrodisquitis entre
otras lesiones tratables con este sistema.
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Sin embargo, luego de una bdsqueda de evidencia cientifica sobre ensayos clinicos o
preclinicos controlados al respecto, se constatd que no hay publicaciones cientificas sobre la
respuesta cutanea a la liberacion intradérmica del AH mediante fibrina rica en plaquetas
inyectable como vehiculo bioactivo y aun cuando se puede teorizar sobre su posible
mecanismo de accion al inyectarse, todavia se desconocen sus efectos tisulares concretos.

Para llenar este vacio se propuso como objetivo general: Evaluar histomorfométricamente la
efectividad de un andamiaje de iPRF-AH en la reestructuracion cutanea.

Su cumplimiento se alcanzé a través de los siguientes objetivos especificos:

« Determinar el efecto de la administracion intradérmica del Acido Hialurénico no
reticulado sobre la reestructuracion cutanea en modelo murino.

« Describir el efecto cutaneo del SLC intradérmico Acido hialurénico-Fibrina rica en
plaguetas inyectable.

» Comparar los resultados obtenidos en cada uno de los grupos estudiados.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue conducida bajo el enfoque cuantitativo, es de tipo correlacional,
con un disefio experimental, estipuldndose un experimento puro de disefio con
posprueba y grupo control-control, descriptivo. La variable independiente
corresponde a los tratamientos de liberacion intradérmica con AH e iPRF + AH que
fueron suministrados para analizar las consecuencias que tiene sobre la
reestructuracion tisular (cambios histolégicos en la epidermis y en la dermis), la cual
representa la variable dependiente.

Se utiliz6 una muestra homogénea en cuanto a linea, sexo, edad y peso corporal,
constituida por 13 ratas adultas jovenes machos de al menos 12 semanas de edad de
lalinea BIOU: Wistar, con peso corporal comprendido entre 250 y 350 g, provenientes
del Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA).

Se considero6 necesario la realizacion de este estudio preclinico en un modelo murino
para valorar los efectos del farmaco cosmecéutico puesto que es reciente su
posicionamiento en el mercado. Constituye una estrategia confiable, que garantiza el
control e influencia de variables externas, permitiendo predecir el comportamiento
farmacocinético, farmacodinamico, pues la muestra de ratas Wistar no solo es
homogenea en cuanto a consanguinidad, sexo, edad y peso corporal, sino que esta
especie y cepa ha sido anteriormente estudiada como modelo de envejecimiento en
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pruebas de farmacos y protocolos terapéuticos de sustancias y células dirigidas a
terapias en estética por la similitud bioldgica del tejido dérmico de estos ejemplares
con la dermis en humanos?’:28:29,

Procedimiento
Los grupos que componen el ensayo, fueron divididos en:

e Grupo A (Grupo control-control, n=3): a este grupo no se le administré
tratamiento.

e Grupo B (Grupo Control, n=5): a este grupo se le administr6 0,02 mL del
AH, dosis Unica.

e Grupo C (Grupo Experimental, n=5): a este grupo se le administré 0,02 mL
de AH mezclado con iPRF, dosis Unica.

Los 3 grupos se mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales y de
alimentacion. La identificacidn de los animales que conformaron los grupos a evaluar
se realizo por marcaje de la cola en aros con diferentes colores, uno para cada grupo,
cuyo namero de aros identifico a cada animal. Durante el periodo experimental, se
mantuvieron en jaulas individuales y posteriormente se separaron en 3 grupos segin
el grupo (control-control, control y experimental).

Ademas, este ensayo preclinico honré el Cddigo de Etica del Ministerio del Poder
Popular para la Ciencia, Tecnologia e Industrias intermedias de la Republica
Bolivariana de Venezuela y el proyecto fue evaluado por la comision de bioética de
BIOULA obteniéndose el aval numero CEBIOULA/123 para ejecutar la investigacion.

Para asegurar la viabilidad, confiablidad y cumplir con las normas bioéticas también
se realizé una prueba piloto, constituida por 2 ratas adultas macho de la linea BIOU:
Wistar, con un peso entre 250 y 350 g. Se desarroll6 en las instalaciones del Bioterio
de la Universidad de Los Andes y consistio en la ubicacion de la zona anatémica fuera
del alcance del animal para evitar rascado o cualquier lesion, hallandose que la zona
mas idonea era el area entre las escapulas. Se probaron 3 dosis de los productos, para
hallar la dosis idonea de acuerdo a la capacidad elastica del tejido cutaneo en la rata,
asi como la técnica de inyeccidn adecuada para el nivel dermoepidérmico, resultando
la técnica micropapular la méas adecuada para no comprometer la vascularizacion del
area.
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Administracion de los tratamientos

Los tratamientos fueron cargados en jeringas de 1 mL con aguja descartable. El
calculo de la dosis se realizo haciendo extrapolacion de la cantidad méxima a
administrar por cada deposito en el area cervicofacial segun las indicaciones clinicas,
entendiendo que por via intradérmica se suelen emplear dosis minimas para cumplir
con el principio mesoterapeutico de baja dosis.

Previa depilacion del area dorsal, se delimité la zona a infiltrar mediante marcaje con
un didmetro aproximado de 1cm. Posteriormente se infiltré via papula intradérmica
0.02ml de &cido hialurénico en los especimenes control y el mismo volumen de AH
con iPRF fue administrado en el grupo experimental. La profundidad exacta de
inyeccion de 4mm fue asegurada empleando para la puncién agujas hipodérmicas 30g
x 4mm. La infiltracion se realiz6 con sedacion inhalatoria leve con halotano con ayuda
de otro operador especializado en manejo de pequefios animales de experimentacion
para lograr la inmovilizacién atraumatica del animal (Figura 1).

Figura 1. Infiltracién via pdpula intradérmica
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A las 4 semanas de intervencién se sacrificaron los animales mediante la utilizacion
de sobredosis anestésica inhalatoria con euflourano. Mediante diseccion cutanea del
area marcada se obtuvieron las muestras para la valoracion histoldgica,
conservandoles en formalina al 12% en envases cerrados e identificados. (Figura 2)

Figura 2. Eutanasia y obtencion de las muestras.

Posteriormente se realizé el estudio histolégico, en el cual las muestras fijadas se
colocaron en casetes identificados e introducidas en la bateria de alcoholes para
deshidratacién, luego fueron sumergidas en el agente aclarante y posteriormente
fueron embebidas en parafina se llevaron a la estufa a 56°C por 2 horas. Cada bloque
de parafina se secciond con el microtomo obteniéndose de 3 a 6 cortes de 0,5 micras
(Figura3a). Los cortes resultantes se montaron en portaobjetos y se introdujeron en
la estufa 2 horas para desparafinarlas. (Fig

Figura 3. a. Corte de la parafina para el montaje. b. LAminas en la estufa de calor
seco.

Velazco G. & Suérez D. Fibrina inyectable con acido hialurénico como sistema de liberacidn
intradérmica. Ensayo preclinico en modelo murino Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.



14
Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.

Se realizd la coloracion con hematoxilina-eosina y montaje de los preparados
histologicos. Se usé como medio de montaje el Martex® y se colocaron los

cubreobjetos sobre todos los preparados histoldgicos (Figura 4).
Figura 4. Preparados histolégicos

El procedimiento de inspeccion de las 1d&minas de los preparados se llevo a cabo
usando un microscopio éptico de doble cabeza para permitir la observacién del autor
y el experto simultdneamente. Un primer vistazo para la familiarizacion y calibracion
de los observadores y una segunda ronda de observaciones para el llenado del
instrumento. Se fotografiaron los cortes guardandose las imagenes digitalizadas para
la interpretacion de los resultados.

Recoleccion de datos, aspectos bioéticos y procesamiento estadistico

La técnica de recoleccién de datos empleada para este estudio fue la observacién
indirecta, para determinar por anélisis histomorfométrico las caracteristicas del tejido
tratado con el activo solo y en combinacion con el iPRF. Asimismo, se tratdé de una
observacion estructurada, puesto que se utilizaron instrumentos detallados vy
categoricos que permitieron registrar estructuradamente la presencia o ausencia de los
diferentes indicadores e igualmente el grado en que se manifestaron algunos de estos.

Para ello se empled una ficha de registro de hallazgos histolégicos previamente
validada por 2 especialistas en histopatologia, instrumento de recoleccion de datos en
donde se plasmé la informacion relacionada con las categorias de los parametros
histologicos que quedaron establecidos por la opinion experta de la siguiente forma:

1. Tejido conjuntivo (laxo y Denso)

2. Edema intercelular (Ausente, escaso, moderado, elevado)
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3. Cambios celulares (Ausente y Presente)
4. Infiltrado inflamatorio crénico (Ausente, escaso, moderado, elevado)
5. Reaccion de tipo a cuerpo extrafio (Ausente y Presente)

6. Vasos sanguineos (ausente, escasos [< a 3 vasos sanguineos X campo],
moderado [>a 4], elevado [> de 7])

7. Foliculos pilosos (ausente, escasos [< a 4 foliculos pilosos x campo],
moderado [>a 4], elevado [> de 7])

8. Calidad y densidad de fibras colagenas (fibras colagenas gruesas y
entrelazadas, fibras colagenas delgadas y separadas, fibras colagenas
fragmentadas o degeneradas)

9. Celularidad de Fibroblastos (Ausente, escasa [< 10 células X campo],
Moderada [> a 10 células X campo], Elevada [> de 20 células X campo])

10. Grosor epidérmico (epitelio delgado y membrana basal ondulante, delgado y
membrana basal rectificada, grueso y membrana basal rectificada, grueso y
membrana basal ondulante)

11. Grosor dérmico (delgado grosor [ocupa 1/4 del didametro del campo],
moderado grosor [2/4 del didmetro del campo], elevado grosor [3/4 del
didmetro del campo])

Una vez recolectada la informacion, para realizar el analisis se empled el paquete
estadistico SPSS version 19, en el cual fueron vaciados los resultados obtenidos de la
observacion histologica para su posterior analisis mediante medidas estadisticas
descriptivas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior a las 4 semanas de infiltrarse los tratamientos en las 13 ratas, se realizo la
eutanasia para el andlisis histopatoldégico de los grupos en comparacion. Se
caracterizaron algunos cortes de las 3 ratas pertenecientes al grupo control-control, a
fin de ser empleados como referencia como el patréon de normalidad para el contraste
para correspondiente el contraste con los grupos control y experimental. A
continuacion, se muestran los hallazgos de las microfotografias de los cortes control -
control.
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HALLAZGOS GRUPO CONTROL-CONTROL (grupo de referencia, sin inyectar)

La piel de los especimenes de la cepa inoculada en este estudio se caracteriza por un
epitelio delgado estratificado plano cuya membrana basal es ondulante formando
depresiones o crestas epidérmicas de corta amplitud, asi como papilas dérmicas de
semejante amplitud como se puede apreciar en la Figura 5.

Asi mismo, el grosor de la dermis se midi6 desde la membrana basal o unién
dermoepidérmica al inicio del tejido subcutaneo subyacente, ocupando de acuerdo a
su extension promedio aproximadamente 2/4 partes del campo en 40x (Figura5). Este
grosor se considerd un grosor moderado y fue el pardmetro para establecer otros
niveles de grosor en los grupos de estudio.

Control-control

- _:,'"-_ .::GEstroma
2R

-t
t

& t"‘ .‘_

Figura 5. Microfotografia de corte histolégico de piel teiido con H-E (10x). Se
identifica la morfologia tipica del epitelio (epidermis) y estroma (dermis) en el
grupo control-control en la linea BIOU: Wistar

Destacan multiples unidades pilosebaceas (referencial de 5 foliculos pilosos en
promedio por campo de 40x) que macroscopicamente le otorgan el aspecto piloso en
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el pelaje animal y un variado numero de glandulas sudoriparas (Figura 6). Estas
Gltimas no fueron contabilizadas por no aportar datos o variaciones significativas
dentro de los parametros a valorar.

Ademas, la celularidad de fibroblastos en dermis ronda por una poblacion de alrededor
de 20 fibroblastos por campo de 40x (Figura 6), lo cual fue tomado en cuenta al igual
que otros parametros para contrastar como referencia con los hallazgos del grupo
control y experimental.

Control-control

40x=450um

Fibroblastos

Figura 6. Microfotografia de corte histoldgico de piel grupo control-control de la
linea BIOU: Wistar tefiido con H-E (40x). Se identifican estrato c6rneo con sus
células descamativas, fibroblastos, unidades pilosebaceas en dermis y un foliculo en
segundo plano detras en la epidermis.

El estroma esta constituido por un tejido conectivo denso y organizado, sin infiltrado
inflamatorio y con presencia de escasos vasos sanguineos (aproximadamente 3 vasos
sanguineos por campo de 40x) que le aportan nutricion (Figura 7).
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Controlcontrol

Figura 7. Microfotografia de corte histolégico de piel tefiido con H-E (40x).
Morfologia tipica del conectivo denso del grupo control-control en la linea BIOU:
Wistar

Las fibras colagenas del estroma papilar son delgadas y con discreta separacion entre
ellas, mientras que el estroma reticular muestran mayor grosor, con menor distancia
entre fibras y mayor entrecruzamiento en contraste con algunas bandas coldgenas
robustas y compactas (Figuras 7 y 8). Estos hallazgos coinciden con las
caracteristicas de la dermis en ratas adultas de 3 meses de edad de una investigacion
previa que identifico fibroblastos grandes, una matriz extracelular bien organizada,
mostrando haces de colageno compactos y orientados regularmente®°.
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Control-control

Fibras
coldgenas

Figura 8. Microfotografia de corte histolégico de piel tefiido con H-E (40x).
Morfologia de las fibras colagenas en el grupo control-control de la linea BIOU:
Wistar

Al no contar con insumos y condiciones para inducir envejecimiento en el modelo
murino empleado en este estudio, se tomaron como referencia los parametros de
publicaciones cientificas previas que estudian el envejecimiento cutdneo en ratas,
como la de Jankovic et al®® quienes en 2019 sefialan que los principales cambios
cutaneos a nivel histoldgico y molecular en la rata envejecida obedecen a alteraciones
oxidativas que generan engrosamiento de la epidermis, alteraciones morfol6gicas del
estrato basal, desaparicion de interqueratinocitos y uniones, manchas perinucleares
vacias entre los queratinocitos, espacios vacios inter e intracelulares en toda la
epidermis, desaparicion de la lamina basal y unién dermoepidérmica.

Ademas, la matriz dérmica suele ser avascular con rarefaccion y nimero reducido de
fibroblastos, se torna mas desorganizada con agrandamiento de los haces de colageno
con reducido espacio interfibrilar, pero mal orientados. Hay baja capacidad de
renovacion de la piel por alteraciones mitocondriales evidente en los queratinocitos,
fibroblastos y mastocitos®®. Estos cambios son extrapolables a piel humana, dado que
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se ha conocido que los cambios microestructurales relacionados con la edad son muy
similares en la piel humana y murina3..

A partir de las imagenes referenciales del ensayo piloto parte de esta investigacion y
la calibracion con experto en el area, se lograron analizar los parametros hallados en
los grupos control y experimental, cuyos resultados se muestran seguidamente.

Hallazgos grupo Control (MATRIX) vs. Experimental (MATRIX + iPRF)

Tipo de tejido conectivo

El estroma en ambos grupos fue predominantemente laxo (gréafico 1), rico en fibras
de colédgeno tipo I, abundantes fibras de elastina, caracteristico de un tejido que
macroscopicamente es mas elastico y organizado.

TIPO DE TEJIDO CONECTIVO EN
DERMIS

DENSO LAXO

CONTROL EXPERIMENTAL

Grafico 1. Tipo de conectivo en las muestras en estudio.

Esta laxitud del conectivo observada en ambos grupos (Figura 9) es atribuida a que
el activo Matrix contiene mayoritariamente &cido hialurénico, el cual es un
glicosaminoglicano parte fundamental de la matriz extracelular en el tejido conectivo.
Es una molécula larga con una gran capacidad de hidratacién, aportando a los tejidos
resistencia a presiones mecanicas y lubricacion, pero también otras funciones
relacionadas con la comunicacién y diferenciacion celular.
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Figura 9. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (40x). Tejido
conectivo laxo en las muestras de ambos grupos de estudio.

La capacidad de surtir de hidratacion al tejido proviene de su capacidad de asociarse
a moléculas de agua, por sus cargas negativas en su estructura molecular. Por su
tamafo, el pobre plegamiento de su estructura y a su capacidad hidrofilica, ofrece un
gran espacio acuoso en su interior favoreciendo la difusién de moléculas no muy
voluminosas a través de esos espacios®2.

Volumen intercelular

Es posible que esta hidratacién propiciada por las moléculas de acido hialurénico por
medio de su capacidad higroscépica generé un volumen mayor de sustancia
fundamental en el estroma al combinarsele con el iPRF, como se denota en el gréafico
2 que indica que en el grupo experimental se elevo el volumen intradérmico en el 80%
de los casos.
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Gréfico 2. Edema dérmico en los grupos de estudio.

Atipia celular y reaccion inflamatoria.
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Si bien hubo incremento de volumen dérmico no se trat6 de un volumen patolégico
proveniente de un proceso inflamatorio cronico puesto que en ninguno de los dos
grupos no se registraron cambios celulares reactivos (Tabla 1), ni reaccion
inflamatoria a cuerpo extrafio (Tabla 2) y tampoco se detecté infiltrado inflamatorio
crénico (Tabla 3, Figura 10).

Tabla 1. Cambios celulares o atipias experimentadas en epidermis o dermis

Porcentaje Porcentaje
Grupo Frecuencia [Porcentaje [Valido Acumulado
Control Validos  Ausente 5 100.0 100.0 100.0
Experimental Vaélidos  Ausente 5 100.0 100.0 100.0
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Tabla 2. Respuesta inflamatoria a cuerpo extrafio

Porcentaje  |Porcentaje
Grupo Frecuencia [Porcentaje [Valido Acumulado
Control Validos Ausente 5 100.0 100.0 100.0
Experimental Validos Ausente 5 100.0 100.0 100.0
Tabla 3. Infiltrado inflamatorio crénico en estroma

Porcentaje Porcentaje
Grupo Frecuencia [Porcentaje Valido Acumulado
Control Vélidos Ausente 5 100.0 100.0 100.0
Experimental Vélidos Ausente 5 100.0 100.0 100.0

23

Velazco G. & Suérez D. Fibrina inyectable con acido hialurénico como sistema de liberacidn

intradérmica. Ensayo preclinico en modelo murino Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.



24
Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.

Figura 10. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (40x).
Representa a la ausencia de infiltrado inflamatorio en ambos grupos de estudio.

Entonces estos resultados de ausencia de proceso inflamatorio, confirman que en lugar
de pensarse en un edema patoldgico, este incremento de volumen registrado con mayor
frecuencia en el grupo experimental ciertamente es un aumento de sustancia
fundamental que clinicamente podria surtir de mayor hidratacion a la piel,
luminosidad, tono cutaneo o dermosustentacion, pues puede contribuir a revertir la
profundizacion de surcos y ritides cutaneas, por un efecto fisico-mecanico y por efecto
biolégico aumenta la sefializacion celular y su mayor biodisponibilidad local serviria
de sustrato para la sintesis de fibras, de matriz extracelular, propiciando la
reestructuracion tisular.

Foliculos pilosos

El &cido hialurénico forma parte natural del cuero cabelludo y es una sustancia
fundamental para el crecimiento de las células de la papila dérmica en las unidades
pilosebaceas®®. No obstante el conteo sefiala un predominio de escasos foliculos en
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ambos grupos (menor o igual a 4 Foliculos pilosos por campo, Grafico 3) que puede
interpretarse como una alopecia incipiente.

Aunque hay evidencia de que el AH puede provocar alopecia, ésta realmente se
produce como consecuencia de un compromiso vascular, ya sea por un volumen de
relleno excesivo que provoca un taponamiento vascular o por una embolizacion de
AH que conduce a una oclusion intravascular; ambos resultan en hipoxia tisular3®.

Los escasos foliculos observados pudieran deberse a la actividad catdgena transitoria
ejercida por el incremento de volumen intradérmico que presiona sobre las unidades
pilosebéaceas, lo cual no es preocupante, pues son cambios funcionales reversibles al
no encontrarse un proceso cicatricial que comprometa la viabilidad de las unidades
pilosebaceas.

CANTIDAD DE FOLICULOS
PILOSOS POR
CAMPO

20

ESCASO ELEVADO ESCASO
(<ad X (>a7X (<adX

EXPERIMEN CONTR

Gréfico 3. Conteo de foliculos en los grupos de estudio.
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Figura 11. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (40x). Se
identifican foliculos pilosos escasos en corte tangencial. Imagen representativa en
ambos grupos de estudio.

Calidad de las fibras colagenas

Llama la atencion la aparente degeneracion colagena en ambos grupos (Figura 12)
con predominio en el grupo experimental (80% de fibras fragmentadas) en contraste
con la presencia de fibras colagenas gruesas y entrelazadas en un 60% de las muestras
controles (grafico 4).

La asociacion de acido hialurénico no reticulado con iPRF parece generar un volumen
superior de sustancia amorfa que activar las colagenasas en el medio, generando
fragmentacion fibrilar, aun cuando la evidencia cientifica disponible apunta a lo
contrario, que la mezcla de AH con concentrados plaquetarios es beneficiosa puesto
que los factores contenidos en el PRP aumentan la elasticidad dérmica al activar la
eliminacién de componentes de la matriz extracelular deteriorados por fotodafiado e
inducir la sintesis de nuevo colageno por parte de los fibroblastos dérmicos®.
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Figura 12. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (40x). Se
identifican fibras colagenas fragmentadas. Imagen representativa en ambos grupos de
estudio.
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Gréafico 4. Calidad de las fibras coladgenas en estroma en grupos control y
experimental

Proliferaciéon de fibroblastos

Coincidentemente la poblacién de fibroblastos fue mayor en el grupo control AH
(80%) (gréfico 5, Figura 13) que en el grupo experimental iPRF-AH (60%) (grafico
5, Figura 14), lo cual también explica en parte la menor formacion colagena por parte
de estas células que fue observado en el resultado anterior acerca de las fibras
colagenas.
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Grafico 5. Conteo de fibroblastos en ambos grupos de estudio.

Esta mayor poblacién de fibroblastos observada cuando el AH es usado en
mesoterapia se debe a que este producto es bioactivo actuando de forma pasiva gracias
a su composiciéon bioquimica, pero también actda como molécula de sefializacién,
pues modula efectivamente la migracion y la adhesion celular de los fibroblastos de
la piel humana mediante eventos de sefializacion celular propiciados por un grupo de
proteinas de union llamadas hialadherinas de matriz y hialadherinas celulares®®. Se ha
determinado que promueve la viabilidad de los fibroblastos cutaneos (+ del 15%) y
aumenta la expresidn génica del colageno tipo | y la elastina en 9.7 veces y 14 veces,
detectado mediante la reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa®’.
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Figura 13. Microfotografia de corte histolégico de piel tefiido con H-E (10x) grupo
control. Se identifica celularidad de fibroblastos moderada.
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Figura 14. Microfotografia de corte histolégico de piel tefiido con H-E (10x) grupo
experimental. Se identifica celularidad de fibroblastos escasa.
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Grosor epidérmico v estado de la membrana basal.

La membrana basal de la epidermis no se rectifico ni en grupo experimental ni en el
control (Figura 15) debido a que la reestructuracion cutanea se logro a expensas de
la incorporacién de un volumen discreto y no una redensificacion dérmica por
colagenizacién, por ello en ambos grupos la membrana basal es ondulante (Tabla 4)
con mayor amplitud de la ondulacion que la referencia observada en el grupo control -
control de referencia comparativa.

Tabla 4. Grosor epidérmico y estado de la membrana basal en 10x y 40x

Porcentaje Porcentaje
Grupo Frecuencia [Porcentaje [Valido Acumulado
Control Vélidos Delgado y
membrana 5 100.0 100.0 100.0
Basal ondulante
Experimental Validos Delgado y
membrana 5 100.0 100.0 100.0
Basal ondulante

Epitelio delgado y membrana basal ondulante 10x=1800pum

Figura 15. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (10x). Se
identifica membrana basal ondulante en control y experimental.
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Grosor dérmico

El grosor moderado de la dermis (Figura 16) predomino en el grupo control (80%) en
tanto que el grosor delgado (Figura 17) se mostré en el 60% del grupo experimental.
El biotipo dérmico en cuanto al grosor puede ser asociado a la respuesta del tejido
ante las sustancias inyectadas.

Aunque se sabe que los factores de crecimiento presentes en el andamio AH-iPRF
(grupo experimental) propician una intensa remodelacion del tejido cutaneo®>, el
momento capturado en la observacion microscépica puede corresponderse con un
momento de reorganizacion tisular en el que hay menor celularidad.

En tanto que, el grupo control que fue tratado solo con el AH, puede exhibir una mayor
superficie dérmica producto de una gran bioestimulacién celular provista por el mismo
AH, que tiene poderosa influencia en proliferacion celular®.

10x=1800pm

ocupa 2/4
partes del
didmetro del
campo

Figura 16. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (10x). Se
identifica grosor de dermis moderado, prevaleciente en el grupo control.
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Figura 17. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (10x). Se
identifica grosor de dermis delgado, prevaleciente en el grupo experimental.

Vasos sanguineos en estroma

La persistencia de vasos sanguineos solo se presentd en el 20% de los casos tanto en
el grupo control como experimental (Figura 18) lo cual es igual a la cantidad de vasos
sanguineos hallados en la piel control o no intervenida de las ratas, por lo que es
indicativo de una correcta respuesta del estroma en la fase tardia de reparacion, donde
desaparecen la mayor parte de vasos quedando solo los necesarios para aportar
nutricidn al tejido. En contraste el 80% de las muestras analizadas no se hallaron vasos
sanguineos (Figura 19), corroborando lo esperable en la fase tardia a la cual pertenece
el periodo de evaluacion de los grupos (Grafico 7).

Sin embargo, se ha sefialado que la combinacién fibrina activada del PRP con AH
induce a una secrecion de niveles mas altos de VEGF en las primeras horas hasta las
72 h, lo que sugiere un potencial angiogénico en este andamiaje®®. Esta actividad
angiogénica no pudo ser valorada en el actual estudio puesto que no se realizaron
eutanasias en las primeras 72 horas postratamiento.
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Grafico 7. Conteo de vasos sanguineos en los grupos en estudio.

40x=450pum

Figura 18. Microfotografia de corte histologico de piel teiido con H-E (10x).
Persistencia de vasos sanguineos escasos en la dermis de ambos grupos.

Velazco G. & Suérez D. Fibrina inyectable con &cido hialurénico como sistema de liberacion
intradérmica. Ensayo preclinico en modelo murino Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.



34
Rev Venez Invest Odont IADR. 2023;11(1): 5-41.

40x=450pum

Figura 19. Microfotografia de corte histologico de piel tefiido con H-E (10x).
Dermis sin vasos sanguineos, imagen prevaleciente en ambos grupos.

Sobre el potencial del scaffold AH-iPRE

Aun cuando no hay otros ensayos clinicos controlados o preclinicos especificos del
empleo combinado de iPRF con AH no reticulado en intradermoterapia para discutir
los resultados del presente estudio, si existen estudios que han valorado la viabilidad
bioldgica y fisicoquimica del PRP con AH, un concentrado plaquetario con similitud
al iPRF.

De acuerdo con los ensayos clinicos y los metaanalisis (los mas altos niveles de
evidencia cientifica) existentes sobre EI PRP con AH, las principales aplicaciones
clinicas de este combinado de PRP con AH estan dirigidas al uso de scaffolds in vitro
para proliferacion celular e in vivo para la curacion avanzada de Glceras cronicas*C,
seguido de su empleo en la recuperacidn de la osteoartritis, la regeneracion de defectos
0seos postquirargicos en craneo, para la reduccion del dolor y la inflamacion
postquirargica en cirugia bucal** y un amplio empleo en traumatologia®?-#4,
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En cuanto la bioestimulacion dérmica, el &rea de interés del presente estudio, la
mezcla de PRP con acido hialurénico también ha sido ponderada como exitosa, por su
efecto visible en la bioestimulacion dérmica facial.

Algunos estudios evidencian resultados superiores en la ritidoreversién y mejora en
las propiedades de la piel al inyectar AH mezclado con PRP. Se especula que su éxito
reside en que el acido hialurénico potencia la liberacion de factores de crecimiento
desde PRP en menor tiempo®°.

Otro autor introdujo la mezcla de 5cc de plasma con 0,5 cc% de gel de &cido
hialurénico 3,5% y 0,5 cc de procaina, relatando resultados satisfactorios para el
rejuvenecimiento facial a partir del primer tratamiento, lo cual sugiere que los
tratamientos con HA y PRP pueden tener efectos sinérgicos. Se postula que el AH
agregado al PRP proporciona un ambiente viscoso e hidratado ideal para las funciones
del factor de crecimiento®®.

Los resultados de la actual investigacién sugieren que los hallazgos positivos y
superiores al inyectar AH + iPRF también se deben a un efecto sinérgico entre ambas
sustancias en el tejido cuténeo, en la cual el andamio fluido no solo se comporta como
un vehiculo de liberacion sino que es un verdadero sistema bioactivo que potencia el
efecto del AH y a su vez es influenciado por el AH como un catalizador que potencia
la liberacidn de factores de crecimiento en el entorno donde es inyectado el sistema.

El incremento de volumen registrado en el grupo experimental corresponde a un
aumento de sustancia fundamental, mas no un volumen patoldgico puesto que no
existié infiltrado inflamatorio, por lo cual el andamio de liberacién AH + iPRF,
clinicamente podria surtir de mayor hidratacion a la piel, luminosidad, tono cutaneo
o dermosustentacion, pudiendo contribuir a revertir la profundizacién de surcos y
ritides cutaneas, por un efecto mecanico ofrecido a través de este volumen y un efecto
bioldgico propiciaria la sefializacién celular, pues el andamio de iPRF al contener el
farmaco AH por mas tiempo, genera mayor biodisponibilidad local de AH y de
factores de crecimiento es un sustrato seguro para la sintesis de mas acido hialurénico
nativo en la matriz extracelular, para la sintesis de fibras colagenas y elasticas,
propiciando asi la reestructuracién cutanea.
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CONCLUSION

» EliPRF+ AH genera menor bioestimulacion de los fibroblastos que cuando se inyecta
AH no reticulado solo, por lo que se obtiene una mejor calidad de fibras colagenas
cuando se usa el AH sin conjugar.

« El andamio iPRF+ AH conduce a un considerable mayor volumen intercelular,
benéfico para propdsitos de hidratacion pues no esta asociado a respuesta inflamatoria
0 cambios celulares.

» EI SLC estudiado también evita la respuesta inflamatoria tardia y parece restringir la
alopecia que se observo al administrar AH solo.

» Inyectar AH con iPRF, si resulta superior a inyectar AH de forma convencional, pues
el proposito de este producto no es la redensificacién dérmica por lo cual la respuesta
de la colagenizacion seria secundaria y posiblemente tardia a cargo de los factores
contenidos en el IPRF que si bioestimula a los fibroblastos.

» Se recomienda estudiar la velocidad y concentracion de la liberacién de AH desde
sistema iPRF +AH mediante espectroscopia UV Vis, su compatibilidad biolégica
mediante microscopia electrénicay con estos datos disefiar un protocolo para inyectar
en pieles fotoenvejecidas a fin de confirmar su utilidad clinica.

» El sistema AH+iPRF es un andamio nanoliberador que podria emplearse no solo para
la reestructuracion cutanea sino expandir su interés a la curacion avanzada de heridas
cutaneas y mucosas, con potencial de uso en Armonizacién Orofacial y Medicina
Estomatologica.

« Su infiltracién intraoral podria servir para restituir la reconexion nerviosa en
patologias como lesiones del nervio dentario inferior o como biomaterial para la
remodelacion de la arquitectura gingival, proyectandose la papila gingival mediante
su inyeccidén progresiva, esto es importante en la Armonizacion Orofacial pues una
sonrisa con triangulos negros desprovistos de encia interdental, no es estética.

« Ademas, podria emplearse en patologias de la articulacién temporomandibular como
la retrodisquitis inyectada extraoralmente, en el espacio articular superior, entre otras
lesiones tratables con este sistema como la osteoartritis de la ATM.
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