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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La agresion a los tejidos tiene como resultado su alteracion, respondiendo el organismo
con un proceso de restauracion del tejido afectado. Dicho proceso siempre comienza
con la aparicion de un coagulo sanguineo que rellena el defecto y aporta las proteinas
necesarias para generar un tejido fibroso que termina en cicatricial, que no respeta la
arquitectura ni funciones originales ni preexistentes. Este proceso se conoce como

reparacion’.

En ocasiones el proceso no lleva a una reparacion sino a la creacion de un tejido similar
al original con una arquitectura y funcion exactamente iguales. En este caso se habla de

regeneracion’.

El premio Nobel de medicina en 1990 Joseph Murray habla de las cuatro “R”; retirar,

reparar, reemplazar y regenerar?.

Desde el principio de los tiempos éste ha sido el objetivo, buscandose la forma de
cumplir con esta mision. Aportar de forma natural los factores que intervienen en la
cicatrizacion no es algo novedoso, existiendo en la historia diferentes formas, algunas
pintorescas incluso en su momento, como son las que describen los trabajos de
Thomas®; utilizaba gusanos para la curacion de las heridas. Ya en las batallas
napoleonicas los utilizaban para evitar la sobreinfeccion al remover el tejido necrotico y

promover la cicatrizacion de las heridas provocadas en la batalla.

Mas recientemente y en referencia con el tema que se va a tratar aparece como

antecedente la utilizacion de una malla de fibrina por parte de los traumatologos®.

En el coagulo sanguineo formado en las heridas existen los componentes estratégicos,
como ya se ha comentado, que desencadenan cualquiera de los dos procesos que se
pueden producir, reparacion o regeneracion. En la cascada de la coagulacion se
desencadenan reacciones en las que las células sanguineas quedan atrapadas en dicha
malla. Entre estas células se encuentran las plaquetas, que no sélo tienen como funcion
el taponamiento de los vasos sanguineos ya que en su interior se almacenan proteinas
que catalizan los procesos de la cicatrizaciéon. Estas proteinas son los factores de
crecimiento que producen sehales peptidicas moleculares que cambian el
comportamiento de las diferentes células que intervienen en la reparacion y desarrollo
de los tejidos, mediando en el proceso biolégico de la migracion, proliferacion,

diferenciacién y metabolismo celular”.




ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Entre las mas estudiadas estan el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, el
factor de crecimiento parecido a la insulina, el factor de crecimiento beta
transformador de la familia de la proteina morfogenética, con una gran intervencion en
la formacion de hueso, el factor de crecimiento vascular que interviene en la
neovascularizacion, el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento de los
fibroblastos, etc. De todos estos, el factor de crecimiento beta transformador, el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas, ademas del factor de crecimiento

vascular, son los que mayor concentracion tienen en las plaquetas.

Con esta idea fue Tayapongsak® quien descubri6 en cirugia maxilofacial la fibrina
autologa. El primer término, acuiado en la literatura cientifica como fibrina autologa
adhesiva (AFA), describia la adaptacion de la fibrina que forma parte del suero para
vehiculizar al injerto en cirugia. Tras la extraccién de sangre al paciente anadiendo
anticoagulantes, ésta se centrifugaba depositandose elementos formes en el fondo del
recipiente, formandose asi el suero con la fibrina. Al ser las plaquetas el elemento
menos pesado de todas las células sanguineas se depositaban por encima del resto y por
tanto quedaba embebido en dicha fibrina. La combinacion de fibrina mas plaquetas

conseguia unos resultados 6ptimos en cirugia.

Posteriormente Robert Marx’ aporté otro término a la bibliografia cientifica, plasma rico
en plaquetas (PRP). El procedimiento para su obtencion consiste en la adaptacion del
mismo compuesto de fibrina autéloga en la que se engloban el mayor nimero posible de
plaquetas pensando en el aporte de las proteinas que en su interior existian. Estas
proteinas, como ya se ha comentado aportan sefales importantes en el proceso de la
cicatrizacion. Conociendo el comportamiento de los elementos formes y de los fluidos,
como es la sangre, se pueden acotar unos parametros en la centrifugacion para
decantar las células sanguineas con mayor peso en el fondo y las de menor peso justo
por encima. De esta forma, se consigue que los hematies que son los de mayor peso se
depositen en el fondo del recipiente, a continuacion la serie blanca, e inmediatamente

por encima, las plaquetas, justo antes del suero con la fibrina.

Hasta este momento todos los métodos utilizados para la obtencion de este concentrado
precisaron gran cantidad de sangre, fundamentalmente el método de plasmaféresis, que
necesitaba de una aparatologia complicada y de uso exclusivamente hospitalario,

haciendo que este fuera poco operativo y solo util en la cirugia reconstructiva. Otros
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métodos mas al alcance del clinico precisaban de cetrifugas especificas y de un volumen
de sangre que, aunque menor que el necesario para la plasmaféresis, sigue

considerandose un volumen excesivo.

La Gltima aportacién cientifica con respecto al plasma fue hecha por Anitua®, que
describio el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) como un método
ambulatorio que no necesitaba de una complicada instalacion ni una gran cantidad de
sangre para tener un coagulo rico en plaquetas y por tanto rico en factores de
crecimiento. De forma ambulatoria y con una centrifugadora de laboratorio

convencional obtenia resultados clinicos muy llamativos.

Este método, por su simplicidad, se hizo muy popular. Consiste en la extraccion de
sangre mediante venopuncion en la flexura del brazo; dicha sangre, que se mezcla en
un tubo de ensayo con citrato sodico para evitar su coagulacion, se centrifuga a una
velocidad y tiempos determinados, de forma que se separan, como en los
procedimientos anteriores, los elementos formes mas pesados de los mas ligeros, para
su posterior decantacion. Una vez conseguida la decantacion de los elementos formes,
con la ayuda de unas pipetas de laboratorio, se extraen del tubo original las fracciones
de plasma con menor concentracion en plaquetas, aspirando desde la superficie, hasta
llegar a la zona del plasma con mayor concentracion de plaquetas, inmediatamente por

encima de la serie roja’.

Los usos del plasma con plaquetas son muchos y variados, aunque para algunos autores

claramente discutidos'.

Existen varios trabajos que hablan de la utilidad del plasma en regeneracion dsea'" '»

3. cicatrizacion de heridas cutaneas' y en traumatologia', tanto en aceleracion de la
curacion de lesiones musculares', tendinosas y articulares. También se utilizan en

18, 19, 20

cirugia oftalmologica en las intervenciones del limbo o de la cornea , en cirugia

cardiopulmonar para evitar el sangrado y la pérdida de aire en lobotomias pulmonares?',

en Cirugia maxilofacial** ** ** y en Odontologia® *.

Una de las ultimas formas de aprovechar las cualidades del concentrado en plaquetas,
es su aplicacion al campo de las células madre, una de las lineas de la regeneracion con
mas futuro. Se esta utilizando como vehiculo y alimento de las mismas, de forma que

aumente la supervivencia a la hora de utilizar las colonias celulares”.
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También existen trabajos que vislumbran los posibles efectos secundarios que podrian
aparecer por el uso indiscriminado del plasma con plaquetas y que aportan un punto de

vista diferente a la mayoria de los articulos publicados al respecto® .

Una de las posibles causas de la controversia sobre la eficacia del plasma con plaquetas
es la existencia de las proteinas activas resultantes en el coagulo, que depende de la
fiabilidad del operador, sobre todo en las técnicas ambulatorias que precisan una gran

intervencion humana y, por tanto, una manipulacién dependiente del operador®.

Por estos motivos, creemos que esta justificada la descripcion de una técnica de
obtencion de plasma rico en plaquetas que pueda aclarar algo mas en el campo de la
regeneracion, ya que, al parecer, en los ultimos anos han decaido los trabajos que

justifican su utilizacion en la regeneracion tisular y en la cirugia reconstructiva.
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Las plaquetas son pequenos fragmentos celulares adaptados o cualificados para
adherirse a los vasos sanguineos lesionados, agregandose entre si con gran facilidad lo
que favorece el taponamiento de los defectos de los vasos. Son capaces de formar ese

tapon y de cambiar su citoesqueleto incluso en condiciones adversas.

También actlan como almacén de una gran variedad de moléculas, que, como se ha
explicado anteriormente, intervienen en la cicatrizacion. Estas moléculas que se
encuentran en los granulos alfa y en el citoplasma son liberados en el momento en el
que las plaquetas se activan y cambian su morfologia; pierden su morfologia discoide y
sus organelos se redistribuyen. Los microtibulos forman un disco en la periferia y se
acompana con una degranulacién de los granulos alfa al conectarse al sistema

canalicular.

Las moléculas que se liberan son proteinas como el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), el beta transformador (BTGF), el factor de crecimiento vascular

(VGF), el de los fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF).

De todos ellos, los que mas intervienen en la cicatrizacion probablemente son BTGF,

IGF, PDGF y VGF como describe Lynch en sus trabajos®': 3% 3% 3% 3,

Se dispone de diferentes métodos para obtener plaquetas. Dentro de estos, podemos

considerar que existen tres grandes grupos.

El primero requiere maquinaria sofisticada, es un método aceptado por la comunidad
cientifica internacional ya que esta automatizado y cerrado. Este es el de la aféresis
plasmatica que solo se realiza en ambiente hospitalario ya que es inGtil en clinica
ambulatoria, pues no esta permitido el transporte de hemoderivados®*. En el caso de
aislar las plaquetas se denomina plaquetoféresis. Es un método en el que los
hematologos las aislan para su posterior transfusidon a pacientes con problemas
sanguineos importantes que precisan de plaquetas. Suelen utilizar sangre de donantes
tras comprobar su factor RH y grupo sanguineo en pacientes compatibles con dichos
concentrados de plaquetas. El proceso dura en torno a 90 minutos en los que el
separador celular procesa entre 400 y 500 ml. de sangre del donante, obteniendo unos
200 ml de volumen de concentrado con una concentracion plaquetaria de 3,5x10"' y
menos de 0,5 ml. de hematies. El principio fisico que utilizan es el de gradiente de peso

en una centrifuga. Seglin el peso de los elementos formes de la sangre, la fuerza
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centrifuga desplaza hacia el exterior de la circunferencia los mas pesados. Se puede ver

dicho dispositivo en la figura 1.

Fig. 1. Aparato de plaquetoféresis

El segundo grupo de procedimientos existentes se basan en el mismo principio. Utilizan
maquinaria cara y especifica de centrifugacion considerandose sistemas cerrados. Entre
ellos se puede describir el sistema Platelet Concentrate Collection System® PCCS *” 3

%, Se puede ver dicha centrifuga en la figura 2.

Fig. 2. Collection System® PCCS.
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Este sistema necesita un minimo de 50 centimetros cibicos de sangre que se extraen al
paciente con una jeringa impregnada con anticoagulante (citrato sodico). Esta sangre se
trasvasa a un recipiente especial bicameral flexible que se centrifugara durante 3,45
minutos a 3000 revoluciones por minuto (rpm). Previamente se habra pesado el
contenido de dicha bolsa para poner un inserto a modo de contrapeso de agua, que
equilibre el rotor de la centrifuga de la casa comercial. Tras el primer centrifugado se
separa el suero de la fase roja abriendo la comunicacion entre ambas camaras de la
bolsa e insuflando aire en la camara principal de forma que el suero se trasvase a la
segunda camara. Una vez hecho esto, se cerrara la comunicacion entre dichas camaras
y se volvera a centrifugar esta vez a 3000 revoluciones por minuto durante 13 minutos.
Pasados los 13 minutos se extrae plasma pobre en plaquetas inyectando de nuevo aire
en la camara que contiene el suero y dejando en su fondo el plasma rico en plaquetas
que vendra a ocupar aproximadamente entre 5 y 7 mililitros (ml). Este concentrado se
extrae con una jeringa de 10 centimetros clbicos (cc) y se puede mezclar o no con

alguin tipo de injerto y activarlo con trombina y cloruro calcico.

El Haverst Smart Prep System®>” “° se basa en el mismo principio de doble centrifugado
con la misma cantidad de sangre y recipientes parecidos aunque de diseno distinto. La

evolucion de este sistema se llama Synphony Il (figura 3).

Fig. 3. Synphony II.
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La extraccion de sangre se realiza también con jeringa, depositandose la sangre en el
recipiente rigido bicameral de la casa comercial. Lo diferencia del anterior que tiene un
solo programa, pero no necesita intervencion por parte del operador. Dicho programa
dura 14 minutos; durante este tiempo la maquina de forma automatica realiza un
primer centrifugado, para e inclina el recipiente de forma que el suero pasa a la
segunda camara tras lo cual comienza el segundo centrifugado para concentrar las
plaquetas. Finalizado el tiempo se saca el recipiente y con la ayuda de una jeringa se

extrae el concentrado en plaquetas que sera aproximadamente de unos 7 ml.

Otro sistema, Vivostat PRF®* (figura 4), utiliza 120 cc. de sangre e incorpora un sistema
automatico que por centrifugacion también separa el concentrado en factores de
crecimiento que ademas tienen la peculiaridad de poderse aplicar directamente en

forma de espray.

Fig. 4. Vivostat PRF ®

El tercer grupo de métodos son los que utilizan tubos de ensayo. No precisan alto
volumen sanguineo; se extraen tantos tubos de sangre como concentrado final se
necesite. Por el contrario, tienen el inconveniente de que son sistemas en los que el
operador necesita estar bien adiestrado para obtener unos resultados optimos v,

ademas, son sistemas abiertos expuestos a contaminacion.
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Existen varios trabajos comparando los resultados de diferentes métodos*” *"» *% 4 En

éstos se compara fundamentalmente el rendimiento a la hora de la obtencion del
numero de plaquetas e incluso, en algunos, la determinacion de factores de
crecimiento, pero, en la mayoria no se habla de la funcionalidad de esas plaquetas o del
momento de la activacion de las mismas, lo que es un factor determinante para realizar
su funcidn. De todas formas, la mayoria de los articulos y estudios realizados han sido

sobre su eficacia clinica en la regeneracion dsea.

Fernandez Barbero y col® en 2006, realizaron citometria de flujo y microscopia
electronica para ver las caracteristicas morfologicas de las plaquetas en concentrados
plaquetarios y para saber el estado de las mismas tras su manipulacién y por tanto, su

utilidad como trasportadoras de factores de crecimiento.

Lo ideal seria disponer de un método que aunara las ventajas de unos y otros sistemas;
obtener un plasma rico en plaquetas sin necesidad de un gran volumen de sangre si no
fuese imprescindible para la técnica, y que el proceso se pudiera considerar un método
cerrado en el que la intervencion del operador no fuese definitiva para tener buenos

resultados.

El primer paso para la evaluacion de un método seria verificar la validez del sistema en
concentracion tanto en el nimero de plaquetas como en los principales factores de
crecimiento, ya que esta puede ser la causa de que los resultados clinicos sean tan
diversos dependiendo del autor, dado que no todos estan de acuerdo en la utilidad del

47 comenta la importancia, al comparar tres métodos

plasma rico en plaquetas. Everts
diferentes, de que la obtencion de mayor concentracion de factores de crecimiento se
consigue cuanto menos se activen las plaquetas en el proceso, conclusion a la que
también se refieren Vassallo® y Skripchenko® en su estudio de comparacién entre

métodos de preparacion de concentrado en plaquetas.

Otro factor que influye en las propiedades del PRP es el hematocrito inicial de la

muestra, como describe Andrade™.
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De esta forma los objetivos planteados son los siguientes:

1. Obtener un nuevo sistema cerrado en que la sangre no se exponga al medio

externo hasta el momento de su utilizacion.

2. Comprobar que éste proporcione la suficiente concentracion de plaquetas y

factores de crecimiento para su uso en la regeneracion.

3. Verificar que no active o fragmente las plaquetas por su manipulacioén y las

mantenga integras hasta el momento de su utilizacion.
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INTRODUCCION

Las plaquetas son pequenos fragmentos celulares del megacariocito adaptados para
adherirse a los vasos sanguineos lesionados, agregarse unas con otras y facilitar la
generacion de trombina. Estas acciones contribuyen a la hemostasia mediante la
formacion de un tapon de plaquetas y el afianzamiento posterior del mismo por la
accion de la trombina que convierte el fibrinégeno en fibrina. Para llevar a cabo estas
tareas las plaquetas tienen receptores de superficie que pueden unirse a glucoproteinas
(GP) de adhesion; entre éstos receptores se encuentran el complejo GPIb/IX/V que
ayuda a la adhesion plaquetaria al unirse al factor von Willebrand incluso bajo
condiciones de gran turbulencia, y el receptor GPlIb/Illa que es especifico de las
plaquetas y media en la agregacion plaquetaria al unirse al fibrindgeno y/o al factor von
Willebrand. Otros receptores de las glucoproteinas de adhesion (GPla/lla, GPVI y GP65
para el colageno, GPIc*/Ila para la fibronectina y GPIc/lla para la laminina) también
intervienen en la adhesion plaquetaria, pero sus contribuciones exactas estan menos
definidas. Las plaquetas activadas muestran P-selectina en la superficie, que interviene
en las interacciones con los leucocitos. La actividad coagulante plaquetaria resulta de la
exposicion de los fosfolipidos cargados negativamente en la superficie de las plaquetas y
de las microparticulas plaquetarias junto con la liberacion y activacion del factor V
plaquetario y, posiblemente, de la exposicion de los receptores especificos para los

factores de coagulacion activados.

Las plaquetas cambian de forma con la activacion debido a modificaciones complejas en
el esqueleto y citoesqueleto de su membrana. Con la activacion experimentan la
liberacion de los granulos, cuerpos densos y del contenido de los lisosomas. El proceso
de activacion implica un niUmero de receptores para agonistas como ADP, epinefrina,
trombina, colageno, tromboxano A2 y factor activador de plaquetas, asi como
diferentes rutas de sefales de transito, que incluyen el metabolismo del fosfoinositol, la
liberacidn y conversion del acido araquidonico en tromboxano A2 y la fosforilacion de
una serie de diferentes proteinas. El aumento de calcio intracelular es el resultado de la
activacion plaquetaria y ademas contribuye a ella. La activacion plaquetaria provoca un
cambio en la conformacion del receptor GPllb/llla dando lugar a la union de un ligando

de alta afinidad y a la agregacion plaquetaria.

Las plaquetas también actlan como almacenes de las moléculas que afectan a la

funcion plaquetaria, inflamacion, tono vascular, fibrindlisis y cicatrizacion de las
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heridas; estos agentes son liberados con la activacion plaquetaria. Otras sustancias
vasoactivas de las plaquetas son sintetizadas cuando éstas son activadas. Mediante las
interacciones bioquimicas cooperativas pueden comunicarse con otras células de la

sangre y con células endoteliales y ser afectadas por ellas.

Empleando las tinciones adecuadas, mediante el microscopio éptico las plaquetas se ven
como pequeios corpusculos gris-azulados, ovalados o redondos con varios granulos
purpura. El diametro medio varia en los diferentes individuos, oscilando entre 1,5y 3
micras aproximadamente, es decir, entre un tercio y un cuarto del tamano de los
globulos rojos. También hay una variabilidad considerable en el tamano de las plaquetas

de un mismo individuo.

Estudiadas mediante el microscopio electronico de barrido presentan una superficie
borrosa (glicocalix). Las plaquetas son modelo en el campo eléctrico, como si tuviesen
una carga negativa. Parece ser que esta propiedad les sirve para evitar que se unan
unas a otras. La superficie presenta una serie de indentaciones que se cree que

corresponden a las aperturas del sistema canalicular.

Al microscopio electréonico de transmision presentan numerosos granulos en su interior.
El contenido de estos se puede liberar al exterior por canaliculos cuando se unen entre

ellos.

ESTRUCTURA.

La membrana plasmatica es una unidad trilaminar compuesta por una bicapa de
fosfolipidos en la que estan embebidos el colesterol, los glucolipidos y las

glucoproteinas.

Elementos del citoesqueleto: esta compuesto por el citoesqueleto de la membrana,

microtUbulos y microfilamentos.
Organelos.
Peroxisomas: se piensa que contribuyen al metabolismo lipidico.

Mitocondrias: implicadas en el metabolismo de la energia oxidativa.
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Lisosomas: contienen hidrolasas tipicas de las plaquetas. Su deteccidon en la
membrana plasmatica sirve como marcador de la reaccion de la secrecion

plaquetaria.

Cuerpos densos: contienen elevadas concentraciones de serotonina. La
membrana de estos cuerpos densos es igual que la membrana plaquetaria y la de

los granulos alfa.

Granulos alfa: aproximadamente entre 50-80 por plaqueta, son los granulos mas
abundantes en estas. Tienen entre 200 y 400 nanometros de diametro en la
seccion transversal y muestran una variacion interna en la densidad electrénica,
con un area excéntrica de densidad electronica acentuada denominada
nucleoide. Contienen unas proteinas que intervienen en la adhesion plaquetaria
y ayudan al factor von Willebrand. También contienen otras proteinas con
diferentes funciones como son fundamentalmente el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, el factor de crecimiento de las células endoteliales, el
factor de crecimiento del endotelio vascular, el factor de crecimiento
epidérmico y el factor beta transformador del crecimiento. Los granulos alfa se
forman durante la maduracion del megacariocito. La sintesis de sus elementos
tiene lugar en la red del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi del

megacariocito®'.

AW FISIOLOGIA DE LAS PLAQUETAS.

El sistema hemostatico esta sometido a mecanismos complicados de control para que la
respuesta no sea inadecuada, bien por una respuesta hemorragica o bien por la

produccion de un trombo por un estimulo insignificante.

La funcion principal de las plaquetas es sellar las aperturas en el arbol vascular. Por
tanto, es adecuado que la sefal de inicio para que se produzca el depodsito y la
activacion plaquetaria sea la exposicion de las partes subyacentes de la pared del vaso
sanguineo, manteniéndose separadas las plaquetas circulantes mientras exista un
revestimiento endotelial intacto. Otros parametros que probablemente controlan la

respuesta plaquetaria son:

1) Profundidad de la lesion.
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2) Lecho vascular.

3) Edad del individuo.

4) Numero de gldbulos rojos; si es elevado desplazan a las plaquetas y
favorecen su interaccion.

5) Velocidad del flujo sanguineo y tamafo del vaso.

La respuesta vasoespastica que acompana a una lesion vascular probablemente
contribuye a que las plaquetas, mediante la liberacion de tromboxano A2 y serotonina,
tengan un papel clave en la disminucion de la hemorragia. Ademas, facilita el depdsito

plaquetario a través de su efecto en el flujo sanguineo.

La velocidad del flujo afecta directamente a la adhesion en su superficie; esta
respuesta, dependiente del factor von Willebrand, es mas importante con velocidades
de flujo mayores, probablemente debido a que estas producen cambios de
conformacion en el factor von Willebrand y/o en el GPIb. Una velocidad de flujo muy
alta puede determinar que las plaquetas se agreguen a través de un mecanismo que
implica una union de factor von Willebrand a la GPIb/IX seguido de la activacion de la
GPlIb/1lla.

Varios factores inhibidores sirven para equilibrar la activacion plaquetaria y prevenir el
deposito excesivo de plaquetas. Entre estos inhibidores estan la prostaciclina y el éxido

nitrico que son sintetizados por las células endoteliales.

Activacion plaquetaria.

En el momento en que las plaquetas detectan cualquiera de los anteriores factores
(adhesion, trombina, tromboxano A2, ADP, epinefrina, serotonina, vasopresina,
trombospodina, factor von Willebrand, fibrindgeno, factor de agregacion plaquetario,
complejos inmunes o el flujo sanguineo) se produce su activacion en diferente medida.
Dependiendo de qué factor actle y en qué concentracion lo haga, primero se produce
un cambio morfoldgico en la plaqueta y luego una liberacion de citoquinas o solamente
una activacion incompleta. Este mecanismo esta estudiado y comprobado tanto
mediante técnicas inmunohistoquimicas como por microscopia electronica. Se puede
demostrar mediante marcadores por el método ELISA de antigenos como el CD61+
CD41a+ CD42b+>2. Estos fenomenos tienen una correlacién morfoldgica que se aprecia

en microscopia electrénica en la superficie de la membrana plasmatica. Estos cambios
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se analizan mediante el llamado factor de forma (FF form factor) que calcula la relacion
entre el perimetro de la plaqueta antes y el perimetro de la plaqueta después de la
activacion al formarse proyecciones (pseudopodos). Para ello se emplea la formula
FF=4nX area/perimcroft2 (formula de Crofton®); los valores varian entre 0y 1, siendo 1

la forma discoide ideal.

Secrecion plaquetaria.

Se considera probable que el mecanismo contractil que afecta a la actina y a la miosina
intervenga en la secrecién granular y la retraccion del coagulo. Los detalles de este
mecanismo continGan siendo desconocidos. Después del cambio de forma inicial de las
plaquetas la actina se organiza centralmente en gruesas masas filamentosas donde
probablemente se asocia con filamentos de miosina®. Parece que la respuesta
contractil se inicia por un aumento en el calcio-calmodulina que a continuacion activa
la quinasa de la cadena ligera de la miosina, la fosfatasa y la quinasa A, dependiente de
AMPc, que pueden modular la respuesta. La centralizacion de los organelos en un anillo
central se correlaciona con la secrecion. Sin embargo, existe controversia sobre si las
plaquetas secretan el contenido de sus granulos por la fusion con el sistema canalicular

abierto en su centro o por la fusidn directa con la membrana plasmatica®.

Se ha propuesto un modelo de dos pasos para la secrecion granular en el que el primero
es la aproximacion de los granulos a la cara interna de la membrana plasmatica y el
segundo la fusion de las bicapas lipidicas. Se piensa que este proceso de aproximacion
implica a pequenas GTPasas como el r3 que es fosforilada al activarse la plaqueta.
Existe la hipétesis de que el r3 forma complejos con el receptor proteico, factor soluble
sensitivo n-ethylamida (SNARE) presente en el granulo y en la membrana plasmatica,

incluyendo las sintaxinas 2 y 4, lo que da lugar al complejo de aproximacion 7s.

Actualmente también se baraja la posibilidad de que la secrecion de las plaquetas sea
igual que la de las neuronas en relacion a lo que se llama el mecanismo SNARE. Esto
contradice lo postulado anteriormente®. Esta hipdtesis se basa en la composicion de
tres componentes: t-SNARE, v-SNARE y el componente soluble SNAP/NSF. Se ha
demostrado mediante marcadores que tanto el SNARE como la sintaxina 2 intervienen
en la secrecion de los granulos plaquetarios®. Posteriormente también se ha visto que

la sintaxina 4 interviene liberando el contenido, primero de los granulos alfa y
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granulos densos y posteriormente el contenido de los lisosomas. Esta fusion consta de
tres periodos: acoplamiento, unién y fusion. El acoplamiento consiste en la aposicion de
los granulos a la cara interna de la membrana plasmatica, donde son reconocidos por
receptores complementarios. Este proceso requiere de una cierta energia y es
catalizado por una proteina, la proteina sensitiva de fusion N-etilamida (NSF) con
actividad ATP-asa. Como ya se ha comentado, también intervienen las proteinas
solubles asociadas a NSF (SNAP) caracterizando a los receptores de membrana
denominados SNARE. Estos SNARE pueden ser el blanco de membrana (t-SNARE) o de las
vesiculas (v-SNARE). Ademas, con la ayuda de las proteinas asociadas a las vesiculas

(VAMP), realizan la fusidn y la exocitosis del complejo de los granulos® (figura 5).

1. Docking 2. Priming
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Fig. 5. Tomado de Rendu y col. Mecanismo de accion por el cual los granulos se

unen a la membrana plaquetaria para liberar su contenido. Platelets (2001) 26.
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Una vez explicado cual es el mecanismo de activacion y liberacion de las plaquetas se
describira la funcién de los factores de crecimiento liberados por los granulos alfa

revisados en este estudio.

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

Es una proteina que ha sido estudiada ampliamente. Existen dos diferentes polipéptidos
que son homélogos en un 56%. Se han encontrado al menos tres formas de este factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, el AA, BB y AB. También hay dos receptores
distintos para el factor de crecimiento derivado de las plaquetas: el receptor alfa para

el AA, BBy AB y el receptor Beta para BB y AB.

La diferente capacidad de las células para unirse a un tipo de factor de crecimiento
derivado de las plaquetas depende de la presencia de uno de estos tipos de
receptores®” *®. Ademas de encontrarse en los granulos alfa de las plaquetas se pueden
encontrar en macréfagos, células endoteliales, monocitos, fibroblastos y en la matriz

osea™.
Entre sus acciones bioldgicas se encuentran:

Participacion en la glucogenogénesis.

Regulacion del crecimiento y diferenciacion celular en el sistema nervioso
central durante su desarrollo.

Favorece la cicatrizacion interviniendo en la reparacion tisular al inducir la
litogénesis y estimula la angiogénesis al aumentar la mitosis endotelial.
Favorece la produccion de matriz extracelular y la quimiotaxis de
fibroblastos, monocitos, células musculares y macréfagos. También estimula
la fagocitosis en los neutrofilos y monocitos™.

Estimula la produccion de fibronectina utilizada durante la proliferacion y

migracion celular en la cicatrizacion.

Tras su liberacidn actia como una cerradura de doble llave®®; no basta con que el factor
de crecimiento se una al receptor para desencadenar su cometido, sino que es
necesario ademas que este se una a un sustrato de adhesion molecular que a su vez
tiene un receptor simétrico para que intervenga el segundo mensajero. Este actla sobre

el ADN mitocondrial o nucleoideo que induce la manifestacion de los genes especificos.
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Estos genes desencadenaran los procesos de adhesion intercelular, migracion,

proliferacion y diferenciacién y estimularan la sintesis y secrecion de proteinas.

Para que esto ocurra se tiene que inducir la activacion de la quinasa. La quinasa
activada es visualizada por una tirosina fosforilada del receptor molecular; es lo que se
conoce como autofosforilacion. Este proceso tiene como propositos el control de la
actividad de la quinasa y la creacion de uniones para la transduccion de la sefal
molecular. Una vez realizado el mismo se activan numerosos factores desencadenantes
de la interaccion con el ADN y, como se ha mencionado, se genera el proceso para la

cicatrizacion®'.

Se ha comprobado en estudios con animales de experimentacion que el PDGF aplicado a
la superficie radicular de perros tras un buen desbridamiento favorece la proliferacion
de fibroblastos en la cicatrizacion temprana del ligamento sin la necesidad de usar
membranas como barrera. Esta afirmacion se basa en el analisis mediante

autorradiografia®.

Otros animales estudiados fueron los monos macca fascicularis a los que también se les
aplico PDGF-BB e insuinelike en regeneracion periodontal. Esta regeneracion se midio

con histomorfometria®.

Factor de crecimiento beta transformador.

Pertenece a la familia de las proteinas morfogenéticas. Es un dimero formado por dos
subdimeros de 112 aminoacidos que provienen de un precursor de 391 aminoacidos. Se
han descrito tres tipos diferentes: el beta 1 que se encuentra en las plaquetas, el beta 2
que se puede encontrar en extractos 6seos y, por ultimo, el beta 3 o 1.2 que son

heterodimeros®® ¢,

Sus funciones conocidas son:

- Inhibicién de la sintesis de esteroides adrenales.

- Transformacion fenotipica de fibroblastos.

- Regulacion de la embriogénesis y de la diferenciacion.

- Inhibicion de la proliferacion de células mesenquimales, epiteliales y
endoteliales.

- Estimulacion de la proliferacion de células mesenquimales y endoteliales.
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Control de las interacciones de la matriz extracelular.
Inmunosupresion.

Control de la accidén y biosintesis de la hormona foliculo estimulante.

Factor de crecimiento semejante a la insulina.

Se llama asi por su gran similitud en composicién con la insulina. Esta formada por dos
tipos fundamentales de 70 y 67 aminoacidos que se llaman | y Il respectivamente.
Existen dos receptores celulares correspondientes a cada uno de estos dos tipos de

proteina.
Entre sus funciones se pueden destacar:

Estimular la sintesis de la matriz 6sea, diferenciando a los osteoblastos y
replicando células osteoprogenitoras.

Es mitogénica y quimiotactica de células. Es estimuladora del glucoégeno
hepatico.

Presenta una gran sinergia con el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas.

Factor de crecimiento vascular.

Proteina hemodimérica en un 24% igual al factor de crecimiento derivado de las

plaquetas, aunque utiliza diferentes receptores celulares.

Sus funciones son la mitogénesis de células endoteliales y, por tanto, una accion

angiogénica.

Estas proteinas intervienen en la cicatrizacion como se describira a continuacion.

CICATRIZACION.

La cicatrizacion consiste basicamente en eliminar los tejidos danados y restablecer la

normalidad del 6rgano tanto anatomica como funcional. Consta de tres etapas:

Controlar la vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular.
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Eliminar completamente el exudado inflamatorio y las células muertas.

Regenerar las células del tejido lesionado.

Existe otra clasificacion en tres fases que serian fase catabdlica, anabdlica y

contraccion de la herida.

1. Fase catabodlica.

Desde el momento del traumatismo hasta el sexto dia. En esta fase se intenta limpiar la
herida eliminando los cuerpos extranos, restos necroticos, derrames, exudados y
bacterias que hayan podido contaminar la herida. Esta funcion detergente se realiza por

el poder enzimatico local. Se podrian diferenciar dentro de esta fase dos distintas:

1.1. Periodo inflamatorio postraumatico: en toda herida se pueden diferenciar
dos zonas claras, una central o intraincisional, donde se encuentran todos los
residuos, y otra excéntrica o periincisional®. En la zona central se produce un
coagulo de fibrina formado por la sangre extravasada que dara estabilidad y

estanqueidad a la herida ademas de retener un gran nimero de plaquetas.

En la zona periférica, en la que los vasos no se han danado, empieza el proceso
inflamatorio. De la zona central llegan senales de las quininas liberadas de los
factores de complemento y del factor XIl de Hageman que interviene en la
coagulacion favoreciendo la hemostasia. También existen otros factores
derivados de la destruccidon celular como las prostraglandinas del grupo E,
histamina y productos lisosdomicos. Esto provoca la produccion de productos
flogdogenos que como resultado final generan los clasicos fenomenos de la
inflamacion, vasodilatacion arteriolar, aumento de la permeabilidad capilar,
exudacion y plasmaféresis. Se establecen asi cambios bioquimicos en la herida
con aumento de la albumina, y alfa-globulinas, incrementando el porcentaje
hidrico electrolitico asi como del fibrindgeno y glucoproteinas. La degradacion
de las macromoléculas de conectivo provoca un acumulo de hexosaminas,
polipéptidos, aminoacidos, albumosas y peptonas, muchos de los cuales poseen
grupos sulfatados que posteriormente se utilizaran para la sintesis de

glucosaminoglicanos.

El éstasis produce una hipoxia relativa con un pH en torno a 6,22 que se traduce
en un metabolismo anaerobio con la subsiguiente produccion de acido lactico e

hidrogeniones libres.
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1.2. Periodo destructivo. Corresponde a los fendmenos celulares de una
reaccion inflamatoria y llega hasta el sexto dia. Los responsables son los
fagocitos (leucocitos, polimorfonucleares y monocitos), que se desplazan por el
quimiotactismo, estimulados por las citoquinas y el factor 2 del complemento
fundamentalmente. De esta forma, se limpia la zona de residuos. Son fases que
se relacionan en el tiempo y la actuacion y no son situaciones aisladas la una de

la otra.

2. Fase anabdlica.

Los fibroblastos aparecen antes de que acabe la fase catabolica por lo que se
superponen ambas fases. Esta fase es fundamental para la cicatrizacién llegando hasta
el decimocuarto dia desde la aparicién de la lesion. Se pueden diferenciar varios

periodos:

2.1. Periodo proliferativo. Se extiende desde el tercero al decimocuarto dia y
consume gran cantidad de energia. En él ocurren dos hechos muy relevantes, la

neovascularizacion e infiltracion de fibroblastos.

2.2. Neovascularizacion. La hipoxia relativa, la despolimerizacion del tejido
conectivo y el aumento de la presion hidrostatica capilar secundaria a la
vasodilatacion son circunstancias desarrolladas en el area central de la herida
durante el periodo de inflamacion. En este momento tienen la virtud de
estimular la actividad mitética de las células endoteliales capilares con lo que se
configuran cordones celulares que avanzan a una velocidad media de 0,1 a 0,6
milimetros al dia y se introducen de manera progresiva en la zona lesionada. Asi
se originan los capilares que como auténticos ejes troficos van a aportar el
oxigeno y la energia necesaria para toda la actividad de sintesis de las células.
Este crecimiento se hace siguiendo la direccion de las fibras de la red de fibrina
presente en la herida. Ademas, se sabe que las células endoteliales poseen en su
citoplasma un activador del plasminégeno capaz de poner en marcha localmente
el mecanismo fibrinolitico de la palsmina, con lo que serian lisadas aquellas

fibras que representan un obstaculo al avance del capilar.

2.3. Desarrollo de los fibroblastos. La proliferacion de fibroblastos se encuentra

muy relacionada con el desarrollo vascular ya que como cualquier célula
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necesitan aporte sanguineo. Los fibroblastos se localizan en zonas con tensiones
de oxigeno superiores a 15 milimetros de Hg que son las que no se alejan mas de
50 a 80 micras de los capilares. En esta fase los fibroblastos se caracterizan por
su alta actividad mitotica y su capacidad de desplazamiento a una velocidad de
0,2 milimetros diarios. Este fenomeno se mantiene hasta el momento en el que
los fibroblastos contactan con otras células y se conoce como inhibicion por
contacto. Es el responsable de frenar el desplazamiento hacia territorios con alta
celularidad. Llegado a este punto las células frenan su division y desplazamiento

para iniciar otro periodo.

2.4. Produccion de colageno y sustancia fundamental. En este periodo
comienza la sintesis de colageno en el interior de los fibroblastos en forma de
tropocolageno. También comienza la sintesis de glucosaminoglicanos en forma
de precursor al que se incorporan las bases sulfatadas que posiblemente
provengan de detritus generados en la fase inflamatoria, como se menciond

anteriormente.

3. Contraccion de la herida.

El tejido conectivo formado avanza desde los margenes hacia el centro de la herida y
una vez la rellena comienza una contraccion centripeta que suele comenzar a las 48-72
horas y terminar a los 21 dias. Se piensa que de esta forma se intenta disminuir la

cantidad de tejido a reparar® ¢ ¢,

ACCION DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS.

El plasma rico en plaquetas (PRP) acelera la cicatrizacion de los tejidos blandos y el
proceso de formacion de hueso en el caso en el que lo apliguemos sobre un punto.
Como se ha visto, en la primera fase de la cicatrizacion existe un entramado de fibrina
que engloba plaquetas y otras células, como neutroéfilos y monocitos, encargadas de
proporcionar quimiotaxis, estimulacion de la division celular y sintesis de matriz. Si se
aporta un mayor numero de plaquetas y, por tanto, de estos estimulos, se acelera el

proceso de la cicatrizacion® . La accion de los factores de crecimiento que se liberan
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es complicada de explicar ya que pueden provocar diferentes respuestas en un mismo

tejido dependiendo a veces de la concentracion de dichos factores®.

Existen diferentes trabajos que estudian el efecto de los factores de crecimiento

liberados por los concentrados de plaquetas a nivel celular tanto in vivo como in vitro.

Uno de ellos intentaba determinar en una primera parte la concentracion del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas BB, del factor de crecimiento beta-1
transformador, del factor de crecimiento vascular y del factor de crecimiento
fibroblastico, dependiendo de la concentracion de calcio y trombina y, en una segunda
parte, la importancia fisioldgica de los factores de crecimiento en la nueva formacion
de vasos. La influencia del calcio la estudiaban aportando diferentes concentraciones al
concentrado de plaquetas que luego anadian a un cultivo de células de cordon umbilical
humano. El resultado sugeria que algunos factores de crecimiento podrian tener
acciones sinérgicas y que el aumento de la concentracion de calcio o trombina iniciaba
inmediatamente la liberacion de los factores de crecimiento en el concentrado
plaquetario, pero no observaron una correlacion entre la concentracion especifica de

factores de crecimiento y el rango de proliferacion de células de cordon umbilical.

También se estudid el efecto del concentrado de plaquetas sobre la funcion de las
células oseas. En dicho trabajo se veia la influencia del concentrado de plaquetas sobre
las células oseas de hueso de calota de rata. Como resultado del estudio se pudo
concretar que el concentrado de plaquetas influia sobre dichas células aumentando la
proliferacion, la adhesion y su posterior maduracion con respecto a los grupos control.
También se comprobd que su accion era dependiente de la dosis y que la exposicion a
corto plazo (24 horas) promueve las funciones de proliferacion y quimiotaxis de las
células 6seas, mientras que la exposicion a largo plazo (11 dias consecutivos) tiene
como resultado un descenso tanto de la actividad de la fosfatasa alcalina como de la
formacion mineral’.

Annunziata’' present6 el efecto del concentrado de plaquetas sobre las células del
ligamento periodontal in vitro. En un cultivo celular con células del ligamento
periodontal, fibroblastos gingivales y queratinocitos, se afadia un concentrado de
plaquetas; observo un aumento de la division celular y de su funcion secretora durante

las primeras 72 horas, comprobada por la determinacion de fosfatasa alcalina y
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secrecion de colageno. También se pudo observar que ese efecto era mayor en las
células del ligamento periodontal que en los fibroblastos gingivales y marcadamente
inferior en los queratinocitos, llegandose a la conclusion de que seria interesante en la

cirugia regenerativa.

In vitro se estudio el efecto de diferentes concentraciones de concentrado de plaquetas
sobre osteoblastos y fibroblastos’. Se cultivaron osteoblastos y fibroblastos humanos
sobre los que se aplicaron concentrados de plaquetas en concentraciones de 2.5, 3.5,
4.2 y 5.5. La proliferacion celular se cuantificé a las 24 y a las 72 horas. Los resultados
mas llamativos se obtuvieron a las 72 horas. El maximo efecto lo conseguia la
concentracion de 2.5; concentraciones mayores podrian causar problemas a la hora de
la diferenciacion celular, no consiguiendo resultados tan &ptimos como con las

concentraciones de 2,5.

Kark” utilizé cultivos de células dseas a las que aplicaba diferentes concentraciones de
plasma rico en plaquetas (1:2, 1:4, 1:40, 1:200 y 1:400), obteniendo como resultado que
tanto la proliferacion como la migracion celular se manifestaba mas en el grupo de

mayor concentracion (200%).

En uno de los Ultimos trabajos, Lindeboom’™ aplica el concentrado de plaquetas en la
cicatrizacion de la mucosa oral. En dicho estudio se comprob6, mediante luz polarizada
lineal, el nimero de vasos formados en la mucosa oral en pacientes operados de
elevacion de seno maxilar. El resultado es que en el lado en el que se usaba el
concentrado de plaquetas con respecto al otro lado de control (estudio a boca partida)
la densidad capilar observada en una semana era mucho mayor. El resultado a las cinco
semanas era muy parecido en ambos lados pero demostraron la gran influencia del

concentrado de plaquetas para conseguir en un menor tiempo el resultado final.

LA SISTEMAS DE OBTENCION DE PRP.

Dentro de los sistemas para la obtencion de un concentrado en plaquetas se podria

hacer una clasificacion atendiendo a la cantidad de sangre necesaria para este fin.

Un primer grupo de métodos comprende aquellos que utilizan una gran cantidad de
sangre, aproximadamente 500 ml. Estos métodos son de uso hospitalario, se denominan

sistemas de aféresis y son sistemas de ambito Unica y exclusivamente hospitalario. El
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sistema consiste en la obtencidén de una via venosa del paciente a través de la cual se
hace pasar la sangre a una centrifuga que por gradiente separa los elementos celulares;
posteriormente se reinfunde al paciente tanto el plasma como las células que no se van
a utilizar, todo ello en un sistema cerrado y estéril que evita la contaminacion. Con este
sistema se puede obtener una gran concentracion de plaquetas que, ademas, suele ir
acompanada de la serie leucocitaria. La mayoria de los trabajos consultados sobre este
sistema intentan buscar una forma de prevenir la acumulacion de citoquinas y

leucocitos en el concentrado plaquetario®.

Un requisito importante en estos sistemas para obtener concentrado de plaquetas es la
conservacion de las mismas de forma integra pero sin que se activen. Para evitar que la
sangre se coagule suelen utilizarse sustancias como el citrato sodico; el EDTA (acido
etilendiamida tetracético) no se recomienda debido a que tiende a fragmentar las
plaquetas”’. También se han observado los cambios plaquetarios durante su
almacenamiento; cuanto mayor es el tiempo de almacenamiento mayor es la
probabilidad de que se produzca fragmentacion. A las pocas horas de la extraccion de
sangre se libera el contenido de sus granulos alfa, lo que hace aconsejable su rapida

utilizacion.

En el segundo gran grupo de métodos de obtencion de plasma con plaquetas se utilizan
una cantidad de sangre menor y ademas el sobrante no es reinfundido al paciente. La
cantidad que suelen manejar estos sistemas es de 50 a 200 ml, que se obtienen
normalmente tras la venopuncion de la flexura del codo; con la ayuda de
anticoagulantes se colocan en un recipiente para su centrifugacion. El anticoagulante
que suele utilizarse suele ser citrato sodico o citrato dextrosa en una proporcion de seis
ml. por cada 60 ml. de sangre. De este tipo de sistemas se podrian senalar

fundamentalmente tres modelos:

1. Vivostat PRF preparation Kit®.
2. PCCS plateler concentrate collection system®.

3. Haverst® Smartprep 2APC 60 Process.
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1. Vivostat PRF preparation Kit®.

Es un sistema desarrollado por la compania BIOSER.

Con 120 ml. de sangre del paciente se obtienen 6 ml. de fibrina autéloga mas factores
de crecimiento. Es un sistema completamente automatico en el que se extrae la sangre
al paciente anticoagulada con citrato sédico y se deposita en el contenedor especifico
de la maquina, que a su vez se pone en el interior de la unidad de procesamiento,
donde se centrifuga para obtener el concentrado de factores de crecimiento y fibrina,
que se pueden dispensar mediante un aplicador especialmente disenado para su

utilizacién en forma de espray”.

2. PCCS plateler concentrate collection system®.

Desarrollado por Biomet 3i implant innovation.

La recogida de sangre se realiza mediante la venopuncion con una jeringa de 60 ml.
previamente tratada con ADO. Posteriormente se coloca en la bolsa colectora que

proporciona el fabricante (figura 6).

Fig. 6. Bolsa colectora del concentrado final.
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La muestra se introduce en la centrifugadora y se contrapesa con agua utilizando la
misma cantidad de agua que de sangre. Se cierran las valvulas del contenedor y se
realiza un primer centrifugado durante 3 minutos y 45 segundos a una velocidad de 3000
revoluciones por minuto. Una vez terminado se realiza la primera manipulacion del
centrifugado resultante (figura 7), primero mediante la infusion de aire en la camara
del contenedor que contiene la sangre se separan el plasma y los globulos rojos
colocando una jeringa en una de las valvulas de la bolsa y abriendo la valvula que

comunica con la camara adyacente que conforma el recipiente colector.

Fig. 7. Camara de la centrifuga.
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Al insuflar el aire se separa el plasma en el otro recipiente, se cierran las valvulas y se
vuelven a colocar en la centrifuga para realizar esta vez un centrifugado durante 13
minutos. Pasado ese tiempo se vuelve a hacer otra separacion en las bolsas del
recipiente. De nuevo se introducen mediante la ayuda de una jeringa 35 centimetros
clbicos de aire para separar el plasma pobre en plaquetas (figura 8). El resultado
obtenido es de 5 a 7 ml. de concentrado en plaquetas que se podran extraer con la
ayuda de una jeringa para su posterior utilizacion (figura 6).

Fig. 8. Bolsa colectora con la resuspension de plaquetas.
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3. Haverst® Smartprep 2APC 60 Process (ahora Synphony-II).
Comercializado por la casa Johnson and Johnson.

En este sistema se utilizan también entre 50 y 60 ml. de sangre del paciente
previamente anticuagulada con citrato soédico. El recipiente disefiado por la marca
(figura 9) contiene dos departamentos, introduciendo la sangre en el mas grande de
ellos; colocaremos dicho recipiente en la centrifuga y se contrapesara con agua para

realizar la centrifugacion durante 14 minutos (figura 10).

Fig. 9. Desechables del sistema Synphony.
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Fig. 10. Centrifuga de Synphony.

El tercer gran grupo de sistemas de obtencion de plasma con plaquetas son aquéllos que

utilizan una cantidad inferior a 50 centimetros cubicos. Entre estos cabe describir los ss:
1. El sistema PRGF System Il. BTI®.
2. Curasan system®.
3. Sistema descrito por Dr Sonnleitner.
4. Sistema del Dr. Gonsord.
5. Fibrinet® Autologus Fibrin et platelet System.
6. Plateltex®.
7. Friadent-Schitzer®.
8. PDGF 90-1.

9. Plaquetar®.
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1. PRGF System Il. BTI®

La cantidad de sangre necesaria oscila entre 10 y 40 centimetros cubicos (cc)
dependiendo de las necesidades clinicas. Se realiza la extraccién mediante venopuncion
en tubos estériles de 5 cc. con citrato sodico al 3,8% lo que hace necesarios entre 2y 8
tubos, siempre pares para equilibrar la centrifuga, dependiendo de la cantidad de
sangre que extraigamos. El centrifugado se realizara durante ocho minutos a 1800
revoluciones por minuto con la centrifuga de la propia marca. Del centrifugado
resultante en los tubos apareceran dos fases claramente diferenciadas, una con la fase
rojay, otra por encima, con el suero. Con la ayuda de las pipetas se iran extrayendo de
500 pl. en 500 pl. hasta llegar a la ultima fraccion que es la que mayor concentracion de
plaquetas obtiene. Para activar el coagulo se utiliza cloruro calcico al 10% en una

proporcion de 50ul. por cada 1000 pl. de suero (manual del fabricante).

2. Curasan system®.

Consiste en una centrifuga convencional de laboratorio (Heraeus labofuge 300) en la
que se utilizan tubos citratados de 8,5ml. que se centrifugan primero a 2400
revoluciones por minuto durante 10 minutos; posteriormente se separan los hematies y
se vuelve a centrifugar a 3600 revoluciones por minuto durante 15 minutos obteniendo

un pellet de plaquetas en el fondo del tubo’.

3. Fibrinet® Autologus Fibrin et platelet System.

El sistema dispone de una centrifuga propia y de tubos de 9 ml. citratados en los que se
recolecta la sangre (figura 11). Esta se centrifuga una primera vez durante 6 minutos a
1100 g para separar la fase roja, que se mantiene separada del suero gracias a un gel
que también porta el tubo y que separa los elementos mas pesados (globulos rojos) del
suero. El suero resultante se centrifuga de nuevo durante 15 minutos a 1450 g con
cloruro calcico para obtener unos 2 centimetros cubicos de una malla rica en plaquetas

(manual del fabricante).
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Fig. 11. Desechables de Fibrinet.

4, Sistema descrito por Sonnleitner.

Utiliza tubos con citrato sodico de 6 ml. La centrifugacion se realiza durante 20 minutos
a 160 g. Tras éste primer centrifugado que separa toda la fraccion de plasma se realiza
una segunda centrifugacion durante 15 minutos a 400 g obteniéndose aproximadamente

0,5 ml de concentrado en plaquetas ”’.

5. Sistema de Gonshor.

Utiliza tubos de 10 ml. anticoagulados con citrato. Se realiza una primera
centrifugacion a 1300 revoluciones por minuto (160g) durante 10 minutos. Del
resultante se extrae todo el suero sobrenadante y, en otro tubo, se hace otro
centrifugado a 2000 revoluciones por minuto (400g) durante 10 minutos obteniéndose de
nuevo dos fases, un suero pobre en plaquetas y un deposito rico en plaquetas en el
fondo del tubo. Este ultimo se separa con la jeringa y una aguja larga pudiéndose

mezclar con injertos o utilizar solo tras su activacion®.

6. Plateltex®.

Utiliza tubos de 8 centimetros clbicos citratados que se centrifugan durante 10 minutos
a 180g. El procesado del centrifugado se realiza igual que en los métodos anteriores. La
caracteristica del sistema es la coagulacion de la muestra con Batroxobin anadido a

gluconato calcico’.
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7. Friadent-Schiitzer®.

Utiliza tubos de 8 centimetros clbicos con citrato que se centrifugan en una Heraeus
Labofuge 300 a 2400 revoluciones por minuto durante 10 minutos. El centrifugado
obtenido se separa en dos; todo el suero sobrenadante se traspasa a otro tubo que se
centrifuga durante 15 minutos a 3600 revoluciones por minuto para obtener

aproximadamente 0,8 ml. de concentrado en plaquetas”.

8. PDGF 90-1.

Utiliza tubos de 10 centimetros clUbicos 90-1. Se extrae sangre con una jeringa de 10
centimetros cubicos y posteriormente se rellena el tubo 90-1 (sin anticoagulante). Se
coloca dentro de la centrifuga (figura 12) contrapesado con otro relleno de agua y se
centrifuga durante doce minutos a una velocidad de 12.500 revoluciones por minuto,
obteniéndose el coagulo dentro del tubo que se extrae con unas pinzas. Con la ayuda de
unas tijeras separamos la fase roja del resto del coagulo. El coagulo de fibrina se puede

mezclar o utilizar directamente (manual del fabricante)®.

Fig. 12. Centrifuga 90-1.

9. Plaquetar®.

Utiliza también tubos de cinco centimetros cubicos citratados. Se utiliza la centrifuga
de la propia casa comercial pero no se determina la velocidad. El posterior procesado
de las muestras se realiza mediante pipetas estériles siguiendo criterios parecidos a los

anteriores sistemas mencionados (manual del fabricante).
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Existen diferentes trabajos, que se describen a continuacion, que comparan el

rendimiento de los sistemas descritos anteriormente.

Gemmel® compara los sistemas de Haverst y PCCS simplemente haciendo un recuento
de la recoleccion de plaquetas que se obtienen con cada uno de estos sistemas. El
estudio pone de manifiesto que el sistema PCCS es el que mayor niUmero de plaquetas

obtiene con un resultado del 78,34% frente a un 60,54% de Harvest.

Zimmermann® realiza un estudio comparativo entre métodos que utilizan tubos y otros
que necesitan mayor cantidad de sangre en un colector especifico. Para este trabajo se
analizaron diferentes parametros como la concentracion de plaquetas, la concentracion
de globulos blancos, la determinacion de factores de crecimiento, la expresion de
anticuerpos monoclonales de membrana, PH, presion de oxigeno y presion de anhidrido
carbonico; en definitiva, muchos parametros para poder tener mayor numero de
elementos de juicio. Como resultado se observd que los métodos que usaban tubos
tenian menos capacidad de concentracion que los otros. Sin embargo, la concentracion
de factores de crecimiento fue comparable en los tres grupos que se analizaron. Como
resultado de este trabajo se determind la contaminacion de estas muestras en glébulos
blancos y la activacion de las plaquetas en la mayoria de los procesos utilizados, con la
consecuente liberacion del contenido de las plaquetas, en particular de sus granulos
Alfa.

Weibrich® comparé el resultado de tres sistemas de doble centrifugado frente a dos
sistemas de un solo centrifugado. Analizé la concentracion de plaquetas, la capacidad
de la concentracion de factor de crecimiento derivado de las plaquetas AB y el factor
de crecimiento Beta 1 transformador. Obtuvo como resultado que las maquinas de doble
centrifugado tenian un mejor rendimiento a la hora de concentrar plaquetas asi como

factores de crecimiento.

l”*, comparaba el método Curasan, PCCS y

Otro estudio comparativo realizado por Appe
uno rutinario de laboratorio de doble centrifugacién, separando primero los hematies y
tras el segundo centrifugado lento la fase inferior rica en células. El resultado indicé
que con los dos primeros métodos se conseguia mas concentracion (2,4 veces la

concentracion en sangre entera frente a 1,4 del método de laboratorio en
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transfusiones), pero que se podria utilizar como alternativa si no se disponia de otros

métodos mas sofisticados.

Ballester”' compar6 cuatro procedimientos de obtencién de coagulo concentrado en
plaquetas utilizando tubos y centrifugas pequenas. Estudia la fisica que aplican los
métodos de obtencion de plaquetas, demostrando que es la fuerza centrifuga expresada
en “g” la que determina la eficacia de la concentracién y no la velocidad en
revoluciones por minuto ya que dependiendo del brazo de giro de la centrifuga que se
utilice se puede cambiar la velocidad del retorno para conseguir la misma fuerza
centrifuga. Como conclusion observa la distorsion de los diferentes sistemas desde el
punto de vista economico y sefala las ventajas y desventajas de cada uno de ellos a la

hora de su ejecucion.

Weibrich*® analizd el sistema Harvest frente al Friadent-Schiitze. Su objetivo era
analizar el rendimiento de ambos sistemas buscando la mejora a la hora de utilizar
clinicamente el plasma rico en plaquetas. Analizd el concentrado y el rendimiento asi
como la cantidad de factores de crecimiento. Observé que el sistema Harvest era mejor
con respecto a su facilidad de manejo y tiempo de preparacion, asi como en el
rendimiento en la recoleccion de plaquetas, mientras que el sistema Friadent-Schiitze

ofrecia una ligera ventaja en la concentracion de factores de crecimiento resultantes.

Weibrich®' también comparé un sistema de aféresis de banco de sangre y un sistema
analogo al Curasan PRP. El recuento mas alto de plaquetas fue para el sistema de
aféresis del banco de sangre lo que significaba también un mayor nivel de factor de
crecimiento Betal transformado. El nivel de leucocitos era mayor en el sistema

Curasan.

Zimmermann® comparé técnicas de preparacion de concentrado de plaquetas, no desde
el punto de vista del sistema utilizado sino desde el punto de vista de la preparacion del
método, anadiendo diferentes sustancias para la conservacion o la obtencion de un
mejor rendimiento de los factores de crecimiento, siendo la disoluciéon con Triton-X-100
la que mejor resultado obtuvo al cuantificar la conservacion de las plaquetas de los

factores de crecimiento derivado de las plaquetas.

Leitener*® compara Vivostat PRF preparation Kit®, PCCS plateler concentrate collection
system®, Haverst® Smartprep 2APC 60 Process y Fibrinet® Autologous Fibrin y Platelet

System. En este estudio no solo se determino la concentracion de plaquetas o de factor
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de crecimiento derivado de las plaquetas sino que se analizd la imagen al microscopio
electronico de los concentrados obtenidos. El resultado del trabajo concluye que el
concentrado de factor de crecimiento derivado de las plaquetas depende de la cantidad
de concentrado de plaquetas obtenido y que dependiendo del sistema utilizado la
integridad de las plaquetas se mantiene o se pierde. En el sistema Vivostat las plaquetas
estaban lisadas y su contenido habia sido liberado al plasma. En los otros tres sistemas
la imagen de las plaquetas era el de plaquetas activadas aunque se mantenia su

integridad y por tanto su contenido.

LI USOS CLINICOS DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS.

En el campo de la Oftalmologia existen diferentes trabajos; Ghering'® en 1999 mediante
una aféresis conseguia un concentrado en plaquetas mediante dos centrifugados. Estos
concentrados se usaban en pacientes con maculas retinianas en estadio Il a IV. Durante
la vitrectomia se instilaban 2 6 3 ml. del concentrado de plaquetas seguidos del gas
para taponar. Los pacientes fueron revisados durante 9 meses. El resultado fue que la
cicatrizacion de la macula se consiguid en 18 de los 19 pacientes tratados y que en 14
de ellos mejord la agudeza visual, concluyendo que el concentrado de plaquetas era

efectivo en el tratamiento de las maculas retinianas.

Hartwing® probo el concentrado en plaquetas en la epitelizacién de defectos de la
cornea. Obtenia el concentrado en plaquetas mediante plaquetoféresis y lo usaba como
colirio para acelerar la cicatrizacion de ulceras corneales. El resultado clinico se
verificd haciendo un cultivo de células de epitelio humano a las que aplico el
concentrado en plaquetas observando migracion y diferenciacion celular. Como
conclusidn se confirmé que el concentrado en plaquetas tenia un efecto positivo sobre

la estimulacion de las células epiteliales de la cornea.

Un grupo espanol®® ha publicado recientemente la eficacia del tratamiento
subconjuntival y topico de concentrado de plaquetas tras el autotrasplante vy
heterotrasplante compatible de células de limbo en el ojo con insuficiencia limbar total
tras quemaduras por acido en los que habia sido insuficiente un injerto previo. El
resultado puso de manifiesto el acortamiento del tiempo de adaptacion de los injertos,
estabilizacion corneal y mejora de la agudeza visual en el ojo tratado. Al mismo tiempo

se aceleraba la cicatrizacion del ojo donante con la aplicacion topica.
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En Cirugia general existen también aplicaciones del plasma rico en plaquetas con

resultados alentadores.

Kjaergard® usando el método de Vivostat® presentd un trabajo en el que realizaba
resecciones pulmonares en cerdos en las que aplicaba en forma de espray el
concentrado en plaquetas para evitar las fugas de aire en el post-operatorio, con unos

magnificos resultados.

Schips® mediante el mismo método de obtencién de plasma rico en plaquetas aplico
dicho concentrado sobre el lecho cruento de una nefrectomia parcial para mejorar la
hemostasia tras la intervencién, comprobando que con el método de Vivostat® obtenia

una hemostasia mas rapida.

En Cirugia plastica se ha utilizado para mejorar la cicatrizacion, como describe Eppley®”
8, Estos estudios se han realizado en modelos animales estudiando la mejora de la
cicatrizacion. Demostraron que un adecuado nivel de concentracién de factores de

crecimiento favorece la cicatrizacion de procedimientos quirirgicos.

Sidman® lo aplico en la amigdaladenoidectomia disminuyendo el sangrado y acelerando

la cicatrizacion.
En el campo de la Traumatologia ha sido mas utilizado.

Gil Albarova® en una revision bibliografica aceptaba los beneficios que aportaban el
plasma rico en plaquetas y los factores de crecimiento en los tratamientos ortopédicos y

traumatologicos.

Sanchez'® utilizé plasma rico en factores de crecimiento segiin el método de Anitua para
realizar 50 plastias del ligamento cruzado anterior, frente a otros 50 pacientes de
control. El resultado es que en el grupo de estudio aparecieron menos complicaciones
postoperatorias como hematomas, infecciones, drenajes de la articulacion y sindrome
de Cyclops. La cicatrizacion de las heridas y la integracion de la plastia fueron mas
rapidas también en el grupo de estudio que en el control. Su conclusiéon fue que los
beneficios que aporta el plasma rico en factores de crecimiento son alentadores para

cirujanos y pacientes.

Guillén Salazar' utiliza el plasma rico en plaquetas para la rediferenciacion de
condrocitos en la reparacion del cartilago en condroplastias articulares. La expansion

exvivo de condrocitos autélogos es la alternativa mas aceptada. Para ello realizé un
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estudio en el que se estudi6 el efecto del plasma rico en plaquetas en condrocitos
humanos y de conejo, cultivados y trasportados en plasma rico en plaquetas que luego
se reimplantaron en el condilo femoral, con unos resultados que le permitian afirmar

que era una aportacion importante en la terapia de regeneracion del cartilago hialino.

En Dermatologia se ha usado para la curacidon de Ulceras de la piel, bien por origen

vascular o diabético, traumatismos y quemaduras. Anitua'* %

presenta una serie de
casos en los que consigue la curacion de este tipo de ulceras en pacientes con estos

problemas.

Uno de los primeros campos en los que se utilizoé fue en Cirugia maxilofacial. Ya en 1997
Whitman®* habla de un gel de plaquetas como alternativa a la fibrina en la cirugia. Se
utilizaba fundamentalmente en las cirugias de paladar hendido, reconstrucciones
mandibulares, comunicaciones oro-antrales o sinusales, etc. Como resultado confirmo
mayor predectibilidad y hemostasia en las intervenciones en las que usaba el gel de

plaquetas frente a aquellas en las que no lo utilizaba.

El trabajo mas conocido quiza sea el de Robert Marx en 1998’ en el que se describe el
método de obtencion de un concentrado en plaquetas mediante centrifugacion de
forma mas ambulatoria de lo que se hacia hasta el momento y la repercusion de su uso
en la Cirugia maxilofacial, observando la cicatrizacion y maduracién del hueso mediante
analisis radiologicos valorados con histomorfometria, determinando la densidad 6sea en
los operados. En su trabajo también describe la fisiologia de la maduracion osea y la
influencia de los factores de crecimiento derivados de las plaquetas y del beta

transformador, abriendo un nuevo y muy polémico campo de estudio.

En el intento de hacer llegar los métodos de obtencion de concentrado en plaquetas al
ambito extrahospitalario, Eduardo Anitua® en 1999 describi6 su propio método asi como
los resultados preliminares para la preparacion de lechos oOseos para la posterior
colocacion de implantes. En dicho trabajo describe como con una pequefa cantidad de
sangre, de unos 10 ml, pueden obtenerse entre 1 y 2 ml. de concentrado en factores de
crecimiento (PRGF). Posteriormente ha realizado diferentes publicaciones en distintas
revistas en la que cambia el protocolo inicial de 160 g por 280 g*° 0 460 g*, realizando
también experimentacion animal y viendo la capacidad de regeneracion en defectos
creados artificialmente que luego biopsia, con unos resultados sorprendentes’.

Presenta el estado de las plaquetas en microscopia electronica para comprobar su
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integridad y los cultivos de osteoblastos en presencia de PRGF y en grupos control sin

PRGF, siendo los cultivos con PRGF mas favorables.

Anitua” estudia los alveolos postextraccion realizando un trabajo con 11 pacientes a los
que se les rellenaron los alveolos con PRGF, midiendo con densitometria en unidades
Hounsfield la calidad de hueso formado para alojar implantes a las 8-12 semanas.
Concluye que el limite inferior para poder realizar la cirugia de implantes es de 500

unidades Hounsfield.

Otros autores han publicado posteriormente ensayos clinicos con resultados similares en

la aplicacion del PRGF mezclandolo con materiales de aloinjertos®.

Otros trabajos mas recientes en experimentacion animal llegaron a conclusiones no tan
alentadoras; estudian defectos de mas de 6 mm. en el craneo de ratas viendo que el
poder de estimular la formacion de hueso era limitado dependiendo del defecto, ya que
en las histologias realizadas no observaban diferencias entre usar o no concentrado en

plaquetas™.

Sin embargo, Akca” refuerza la teoria de la utilidad del PRP en la cicatrizacion 6sea en
un trabajo realizado con camaras de titanio de 4 mm. en tibias de conejos en la que se
veia una mejor cicatrizacion en aquéllas en las que se utilizaba PRP que en las que no.
Hatakeyama” llega a esta misma conclusion utilizando también conejos pero en

defectos de craneo.

A la misma conclusion llegaron Plachokova® y sus colaboradores con un estudio de
similares caracteristicas en el que ademas analizaban no solo la histologia sino la
histomorfometria y micro CT de las zonas regeneradas. Como resultado no encontraron
beneficios claros a las 4 semanas entre utilizar el PRP en gel o liquido mezclado en
ambos casos con hidroxiapatita y fosfato tricalcico, pero tampoco encontraron efectos

nocivos o perjudiciales.

Una de las técnicas de regeneracion mas utilizada y predecible en Odontologia y Cirugia
maxilofacial es la elevacion de seno maxilar. Probablemente sea una de las técnicas de
regeneracion sobre la que existen un mayor numero de trabajos realizados con
diferentes técnicas de abordaje y en la que se utilizan diferentes materiales de relleno,

desde hueso autologo hasta materiales sintéticos.
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Existen series de casos en los que ademas de la elevacion de seno se realizaba aumento
de la cresta con la ayuda de hueso desmineralizado mezclado con PRP en un total de 15
pacientes en los que ademas se colocaron 36 implantes; posteriormente se realizo una
histologia en el momento de la reentrada para la colocacién de los implantes entre los
120 y 168 dias de la colocacion del injerto. Los resultados histologicos revelaron hueso

vital neoformado sin signos de inflamacion®.

Por supuesto, el uso de PRP mezclado con diferentes materiales se ha estudiado con

diferentes resultados.

En el ano 2001 se publicaron trabajos clinicos en los que se estudiaron los resultados
sobre la cicatrizacion de los tejidos blandos”; en otro mas completo se realizd una
biopsia del relleno en la segunda cirugia para colocar los implantes con resultados muy
buenos en cuanto a la maduracion ésea'®. En otro estudio muy similar las conclusiones
que obtuvieron indicaban que la diferencia entre usar PRP o no usarlo en la elevacion de
seno con BioOss® no era estadisticamente significativa aunque los resultados eran
mejores con PRP. Analizaron tanto la maduracion 6sea como la union hueso-implante en
los casos experimentales que se incluyeron en el estudio. La Unica conclusion positiva
que argumentaron fue la manejabilidad que aportaba al material de injerto a la hora de

su colocacion'".

El uso de fosfato tricalcico en combinacion con PRP en una serie de 23 pacientes se
comparo con un grupo control de 22 casos realizandose biopsias de la zona regenerada
en la cirugia de implantes. El resultado fue que el PRP ayudo6 entre un 8% y un 10% mas
en los casos en los que se aplico aunque no favorecia la reabsorcion de las particulas de

fosfato tricalcico'®.

Para determinar de una forma mas exhaustiva la influencia del PRP en la regeneracion
de los tejidos 6seos se empezaron a realizar trabajos con animales para poder hacer un
mayor numero de determinaciones que aclarasen el papel del PRP en la regeneracion
del hueso. Uno de estos trabajos se realizd en ovejas a las que se les efectuaron
elevaciones de senos con hueso autologo de cresta iliaca colocando PRP en uno de los
senos. Tras 4-12 semanas se obtuvieron biopsias del hueso en los diferentes lugares. Se
evaluaron, con analisis histomorfométricos, el porcentaje de hueso neoformado dentro
del lugar de injerto y el porcentaje de area de contacto entre hueso injertado y hueso
neoformado. En el grupo de las 4 semanas la proporcion media de hueso neoformado en

el lado control fue del 26% mientras que en el lado con PRP fue del 29,2%. Tras 12
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semanas, en el lado control fue de 46,9% y en el del PRP del 51,1%. En cuanto al
contacto 6seo con el hueso injertado y el neoformado fue a las 4 semanas del 73%
frente al 78,5% del lado problema y del 87,2% y 90,1% respectivamente a las 12
semanas. El analisis estadistico destacé que no habia una diferencia significativa entre

usar o no usar el PRP para obtener una mejor regeneracion dsea'®.

Otro animal de experimentacion sobre el que se realizé un estudio fue el cerdo minipig
en el que se utilizé hidroxiapatita sola o con PRP en los dos senos. En total se evaluaron
12 cerdos. Al mismo tiempo se insertaron implantes de superficie pulida. Se sacrificaron
los animales a los 3, 6 y 12 semanas y se prepard histologicamente en bloque la zona
sinusal con el hueso neoformado. En las muestras se observo que habia menos contacto
6seo en la pared facial del seno en los lados sin PRP a las 3 y 6 semanas. En el hueso
injertado, por el contrario, el contacto de hueso con el implante a las 3 semanas fue
mayor en el lado del PRP que en el contrario; a las 6 semanas disminuia por debajo del
grupo control pero volvia a ser superior a las 12 semanas. Como final se concluy6 que el
PRP era util en la mejora de la cicatrizacién del hueso injertado en union con

hidroxiapatita frente a los grupos controles de hidroxiapatita sola'®.

En ese mismo ano se efectud otro trabajo clinico en el que se practicaron biopsias del
hueso injertado en elevaciones de seno en pacientes con PRP mezclado con BioOss o sin
PRP. En las muestras obtenidas se pudieron observar zonas de hueso con aspecto
osteogénico asi como lagunas de reabsorcion osteoclastica junto a los granulos de
BioOss® lo que llevo a pensar a los investigadores que la malla de fibrina proporciona
un armazon al biomaterial para la migracion osteoblastica y que los factores de

crecimiento de las plaquetas potencian la capacidad de regeneracion'®.

Otro trabajo'® ha estudiado elevaciones de seno con fosfato tricalcico con o sin PRP
tomando injertos a los tres meses tras la reconstruccion, con resultados muy similares a
los anteriormente realizados aunque los analisis se hicieron en este con

microradiografias e histomorfologia.

Otros materiales mezclados con PRP para la elevacion de seno fueron los biocristales.
Tras el injerto y la colocacion de implantes en senos de cerdos minipig se realizaron
biopsias al mes, 2 meses y 12 meses. Las muestras también se mezclaron o no con hueso
autologo. Se analizaron por microscopia oOptica con tincion y microrradiografias para
determinar el contacto del hueso con los implantes. Los resultados fueron mejores pero

no estadisticamente significativos'”.
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La utilizacién de PRP se ha extendido a la ingenieria tisular'® al realizar las elevaciones
de seno con células madre mezcladas con PRP en un seno y médula con PRP en el lado
contrario del mismo animal (conejos blancos japoneses). Las biopsias se tomaron a las
2, 4y 8 semanas evaluandose formacion de hueso por histologia e histomorfometria. Los
resultados demostraron la presencia de hueso neoformado y neovascularizacion a las 2
semanas y un aumento de hueso vertical mayor en el lado del PRP con células madre,

por lo que se llega a la conclusion de que es una mezcla Util en esta técnica quirlrgica.

Otro de los usos clinicos del PRP ha sido la cirugia periodontal'®

. Se ha probado en
defectos infradseos en los que se mezclaba con hueso desmineralizado para regenerar
los mismos. Los resultados obtenidos eran de una disminucion clara de la medida de los
sondajes, observandose cantidades radioldégicamente significativas de hueso

neoformado.

Camargo'" realizd un estudio de regeneracién de defectos infraoseos con PRP en
combinacion con hueso bovino y membranas de acido polilactico obteniendo buenos
resultados en la regeneracion de los defectos, evaluando la profundidad de sondaje, el

nivel de insercidn y el relleno de los defectos controlados en reentradas a los meses'"".

Lekovic'" continud el trabajo anterior con el mismo grupo de investigadores haciendo
un estudio comparativo entre hueso bovino mezclado con PRP y hueso bovino solo. La
regeneracion tisular guiada tratd de mejorar defectos infradseos realizando una
reentrada en los defectos tratados a los 6 meses para evaluar la profundidad de
sondaje, el nivel de insercion y el relleno de los defectos. Los resultados pusieron de
manifiesto que en el grupo en el que se utilizaba la membrana se conseguian una
ganancia de 4,82 mm., mientras que en el otro grupo una media de 4,72 mm., con lo

que no existia diferencia estadisticamente significativa.

El siguiente trabajo'"® continud utilizando esta misma combinacién de PRP mezclado con
hueso bovino con membranas en defectos de furca grado Il. Los resultados en la
regeneracion fueron significativos pues obtenian una media de 4,07 mm. de hueso
frente a 2,49 mm. en los casos control en los que simplemente se realizaba un
desbridamiento de los defectos. El estudio se realizd a boca partida en un total de 26

pacientes.

En un trabajo mas'™ la regeneracion también se realiz6 mezclando el PRP con cristales

bioactivos, comparando los resultados obtenidos con este solo con los resultados
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obtenidos utilizando una combinacién de biocristales y membrana. El estudio también
se realizd a boca partida en un total de 15 pacientes en los que se evaluo la profundidad
del sondaje, el nivel de insercion y el nivel 6seo radioldgico. Los resultados no fueron
significativos estadisticamente entre ambos grupos pero la conclusion es que el PRP con

biocristales tenia tan buenos resultados como los del grupo control.

Como en técnicas anteriormente mencionadas, en la regeneracion periodontal también
se ha utilizado la mezcla de PRP y células madre mesenquimales aspiradas de la cresta
iliaca del paciente. Esta mezcla se aplicaba sobre la superficie radicular y en el espacio
del defecto adyacente y se valoraban la disminucién de la profundidad de sondaje, el
nivel de insercion y el relleno del defecto dseo. Los resultados mostraron una reduccion
de 4 mm. en la profundidad de sondaje y una ganancia de nivel de insercion de 4 mm.,
mientras desaparecian el sangrado y la movilidad dentaria. Como efecto anadido se

estudio la regeneracion de la papilas?.

Uno de los campos en los que los autores muestran un mayor acuerdo es en la mejora de
la cicatrizacion de tejidos blandos. Con esta intencion se ha utilizado en la maduracion
de los tejidos en la cirugia estética periodontal. De esta forma se ha visto que
disminuyen los problemas postoperatorios en la cirugia y aumenta el nivel de
recubrimiento radicular. Ademas, la utilizacion de la parte pobre de plaquetas
resultante de la centrifugacion en la zona donante de tejido disminuye el sangrado del

"5 Este dato se ha

paladar por la actividad coagulante de la fibrina existente
demostrado en un estudio en el que se analizaba la influencia de los diferentes factores
de crecimiento existentes en el PRP sobre los fibroblastos y la angiogénesis, mediante

analisis del RNA e inmunohistoquimica''.

Lindeboom’® demostré la influencia del PRP en la cicatrizacién de la mucosa oral. En 10
pacientes en los que se realizaron elevaciones de seno se realizé un estudio a boca
partida en el que en un lado se aplicaba PRP y en el otro no. En los periodos tempranos
de cicatrizacion se evalud la densidad de microvascularizacion con un espectrometro de
polarizacion ortogonal entre el dia de la cirugia y los 10 dias posteriores. Los resultados
fueron que la microcirculacion aumentaba de forma significativa durante los primeros
10 dias en el lado del PRP frente al lado control y que se igualaba a las 5 semanas de la

cirugia.

117

El dltimo trabajo al respecto’’’ compara injertos de conectivo embebidos en PRP o no,

en recubrimientos radiculares; analiza la recesion, el nivel clinico de insercion, la
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queratinizacion del tejido, la localizacién de la linea mucogingival y la distancia
horizontal de los defectos. Los resultados demuestran una ligera mejoria de los

resultados con el uso del PRP pero recomiendan un seguimiento a mas largo plazo.

El aumento de la cresta alveolar es otra de las técnicas quirQrgicas que mas problemas
crea a los cirujanos debido a su complejidad para conseguir aumentos verticales de
hueso en maxilares atroficos. El uso de PRP en combinacion con regeneracion tisular
guiada permitio ganancias verticales y horizontales en defectos localizados con hueso
autologo particulado. El resultado es que se consigue una media de ganancia de hueso
de 3-4 mm. El manejo de los injertos en todos los casos fue mas comodo y rapido,
dandole estabilidad primaria a los injertos. Sin embargo, no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la calidad del hueso en las biopsias obtenidas con

trefina en los lechos en los que se colocaron los implantes''.

En esta linea clinica también se ha combinado el PRP con la distraccion alveolar para
solucionar atrofias severas de mandibula. Se interpuso hueso de cresta iliaca mezclado
con PRP en el gap creado en la cirugia de distraccion, obteniendo en el total de los
pacientes tratados, 2 hombres y 3 mujeres con atrofias clase V y VI de Cawood y

Howell, una regeneracién que permitio6 la colocacién de implantes posteriormente'".

Experimentalmente se ha comparado en animales el uso de PRP con injertos en bloque.
En calota de conejo se ha interpuesto PRP en los injertos en bloque y se ha comparado
con un grupo control sin PRP para ver la diferencia. Los resultados demostraron que en
el caso del PRP a los 7 y 15 dias eran claramente mejores, pero a los 30 y 60 dias se
igualaban, de forma que no habia una diferencia estadisticamente significativa entre los

dos grupos'®.

Por supuesto el PRP también se ha incluido en la cirugia de implantes pudiendo

encontrar diferentes publicaciones.

Primero se estudio la maduracion del hueso alrededor de los implantes y su uso en las
técnicas complementarias de injertos particulados en la colocacion de implantes, con

resultados clinicos excelentes pero sin datos histologicos'" "2,

En esta misma linea, Garg'” utiliza el PRP mezclado con hueso en casos en los que se
necesitan pequenas regeneraciones en torno a los implantes. Este mismo autor realizo
estas pequenas regeneraciones creando membranas autdlogas con el plasma para

utilizar en la cirugia como barrera y con sus propiedades biologicas'**.
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' realiz6 una comparativa mezclando en una muestra PRP con hueso

Kim
desmineralizado y en otra no, en el tratamiento de defectos 6seos en implantologia. El
estudio analiza la osteointegracion de los implantes colocados en animales medida
mediante histomorfometria a las 6 y 12 semanas de la cirugia. Los resultados que
obtuvo manifestaron un mayor porcentaje de contacto entre hueso e implante en los

implantes en los que se uso en el defecto hueso desmineralizado mezclado con PRP.

Como muestra histologica e histomorfometria también se comprobo el grado de
cicatrizacion u osteointegracion de los implantes. En cerdos minipig se colocaron
implantes tras las extracciones de los premolares y se instilé en los alvéolos el PRP. Los
animales se sacrificaban a las 3, 6 y 12 semanas para la extraccion y analisis de los
implantes. Las histologias y los estudios histomorfométricos revelaron un mayor
porcentaje de union hueso-implante en el grupo en el que se instilo el PRP que en los
casos control, fundamentalmente en el periodo temprano, que posteriormente se pierde

para no encontrar diferencias significativas estadisticamente.
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4.1. L.

El disefio del estudio ha precisado de lo siguiente:

4.1.1. Recursos humanos.
4.1.2. Material fungible.

4.1.3. Material fisico o aparatologia.

4.1.1. Recursos humanos:

50 Alumnos voluntarios sanos de la Facultad de Odontologia de la Universidad Europea

de Madrid con edades comprendidas entre los 19 y 23 anos.
4.1.2. Material fungible:

Material fungible para la toma y procesado de las muestras.
Palomillas Multyfly 21 G (casa Stardet®)

Jeringas Monovette de 3 mI9NC. (0,30ml de citrato sodico de Stardet®) (figura 13).

Fig. 13. Palomillas Multyfly y jeringas Monovette de Stardet.
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Material complementario:
Gasas estériles.
Alcohol de 96°.
Fichas para recolectar datos.
Material fotografico.

Material bibliografico.

Material para la inclusién en resina.
Glutaraldehido al 2,5%.
Solucion fosfato (Millunig).
Tetraoxido de osmio y ferrocianuro.
Acetona.

Resina.

Material para la determinacion proteica.
ELISA del laboratorio Bender MedSystems®.

Inmunométrica quimioluminiscente del laboratorio Diagnostic Products

Corporation® marcada enzimaticamente.

4.1.3. Material fisico o aparatologia:

Centrifuga de laboratorio convencional marca Bayer®. El rotor es oscilante y con una

capacidad de 12 tubos con insertos intercambiables. Los mandos de control de
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velocidad y tiempo son electrénicos pudiendo presentar en la pantalla la velocidad o

sus equivalentes en “g" (figura 14).

Fig. 14. Centrifuga Bayer de laboratorio.

El analizador Cell Dyn 3500 (figura 15) tiene entre sus funciones ser un contador
celular. El contaje se realiza mediante impedancia eléctrica y se utiliza para realizar
el recuento de plaquetas en las muestras realizadas. El canal es conjunto con los
globulos rojos y se basa en los cambios en la corriente eléctrica que produce una
particula suspendida en un liquido conductor al pasar por una abertura de dimensiones
conocidas. A cada lado de la abertura hay un electrodo sumergido en el liquido, cuya

finalidad es crear un trayecto eléctrico a través de él.

- R
—
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Fig. 15. Analizador Cell-Dyn 3500.
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A medida que cada particula pasa a través de la abertura desencadena un cambio
transitorio en la resistencia eléctrica reinante entre los dos electrodos. Dicho cambio
origina una pulsacion eléctrica medible. El nimero de pulsaciones generadas indica el
numero de particulas que han pasado la abertura. La amplitud de cada pulsacion es

esencialmente proporcional al volumen de la particula que la produjo.

Al ser posible que coincidan en el paso mas de una particula existe un sistema de
correccion. Es lo que se denomina perdida por pasada coincidente que es
estadisticamente predecible porque guarda una relacién directa con el volumen

efectivo de la abertura y con la cantidad de la dilucion.

La correccion se realiza por la volumetria de precision. Solo es posible realizar el
contaje conociendo la cantidad exacta de sangre diluida que pasa a través de la

abertura.

El conjunto volumétrico del canal de plaquetas consiste en un tubo de vidrio calibrado
provisto de dos detectores Opticos. La distancia entre ambos electrodos ha sido
calculada para medir precisamente 100 microlitros. Se agrega detergente al diluyente
en el tubo volumétrico para crear un menisco en el liquido. Cuando se inicia el ciclo de
conteo de las plaquetas el liquido desciende por el tubo volumétrico. La fase de
conteo del ciclo se inicia cuando el menisco llega al detector superior y se detiene
cuando el menisco llega al detector inferior. El tiempo que necesita el menisco para
recorrer la distancia que separan los dos detectores recibe el hombre de tiempo de

conteo.
Campana de flujo laminar (figura 16).

Se utiliza para manipular las muestras sin riesgo de contaminacion ya que mantiene un
flujo de aire ascendente que impide que se depositen particulas o microorganismos en

ninguna de las muestras.

Fig. 16. Campana de flujo laminar.
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Microscopio electronico de trasmision de 400 Kv (JEOL mod. JEM-4000 EX) del centro
de microscopia electronica “Luis Bru” de la Universidad Complutense de Madrid (figura
17).

Fig. 17. Microscopio.

Ultramicrotomo. Permite cortar las muestras incluidas en resina al espesor adecuado

para las rejillas (figura 18).

Fig. 18. Microtomo.
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Rejillero. Para colocar y ordenar las muestras del microscopio electrénico. Se muestra

en la figura 19.
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Fig. 19. Detalles del Rejillero.

Las rejillas son el soporte sobre el que se colocan las muestras. Son el equivalente al

porta de cristal en microscopia optica.

4.2. [L1qye]re]Ke]c]}.\

4.2.1. Seleccion de pacientes.

4.2.2. Extraccion de sangre y centrifugado.
4.2.3. Contaje y determinacion.

4.2.4. Inclusion en resina.

4.2.5. Visionado en microscopia electronica

4.2.6. Analisis estadistico
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4.2.1. Seleccion de pacientes.

50 pacientes voluntarios sanos; 18 hombres y 32 mujeres con una edad comprendida

entre los 19 y 23 afnos.

Criterios de exclusion:

e Menores de 18 anos.
e Mujeres embarazadas.
e Enfermedades sistémicas.

e Pacientes que hayan sufrido tratamiento inmunosupresor.

4.2.2. Extraccion de sangre y centrifugado.

Se realizo la extraccion de sangre de una via periférica que por su sencillez fue de la
vena cefalica de la flexura del codo (figura 20). Se desinfect6 la zona con alcohol de
96 grados y se realizd la venopuncion mediante el sistema Multyfly 21 G que se
conectd a una jeringa Monovette de 3 mI9NC (0,30ml de citrato sodico de Stardet®).
De esta forma se consigui6 una muestra de sangre en ambiente estéril y sin

manipulacion.

Fig. 20. Venupuncion.
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Estas jeringas permiten realizar la extraccion haciendo una aspiracion gradual o
aplicando previamente el vacio en la jeringa llevando el émbolo al final. Se debe
realizar una aspiracion gradual ya que es menos traumatica, destruyéndose menos
células y produciéndose menos turbulencias en la muestra. Tras las extracciones se
rompe el vastago de plastico de las jeringas Monovette y estas se introducen con el

tapon hacia abajo en los insertos de la centrifuga como se muestra en la figura 21.

Fig. 21. Colocacion de los tubos en la centrifuga.

Se us6 una centrifuga de laboratorio convencional de la marca Bayer®, haciendo una
primera centrifugacién con 800g durante 2 minutos para eliminar los elementos mas
pesados (globulos rojos). Una vez transcurrido este tiempo se colocaron en la gradilla
boca abajo, encontrandose, como en otros sistemas, dos fases claramente
diferenciadas: una parte inferior del tubo con los globulos rojos y otra, por encima,
con el plasma. Con la ayuda de la palomilla Multyfly® se conecta a la jeringa y se
decanta la fase roja en un tubo de sucio para desecharla. Se desconecta la jeringa de
la palomilla y se vuelve a introducir la jeringa en la centrifuga sometiéndolas a una
nueva centrifugacion, esta a 500g durante 8 minutos (resultante de un estudio previo

realizado por nosotros, pendiente de publicacion).
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Del resultado de esta segunda centrifugacion se obtuvo plasma en el que se pueden
diferenciar tres grandes fases (figura 22); la primera y mas cercana al tapon, con los
globulos rojos residuales del tubo y leucocitos; una segunda fase que ocupa
aproximadamente un tercio del volumen total del plasma muy concentrado en

plaquetas y, la tercera, un plasma pobre en plaquetas.

Fig. 23. Decantacion de los globulos rojos y leucocitos.

De nuevo con la palomilla Multyfly®, se desecharon los hematies residuales y

leucocitos (figura 23).
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Se decanto el tercio mas cercano al tapon en un tubo para su analisis como muestra la

figura 24.

Fig. 24. Resultado de la decantacion

4.2.3. Contaje y determinacion

Por cada paciente se realizo el siguiente analisis: recuento de plaquetas basales en la
sangre entera mediante el analizador Cell-Dyn 3500 y determinacion de factores de
crecimiento que fueron factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento beta transformador (TGFB), factor de crecimiento vascular (VGF)
mediante ELISA del laboratorio Bender MedSystems® y la IGF mediante una prueba
inmunométrica quimioluminiscente marcada enzimaticamente del laboratorio
Diagnostic Products Corporation®. Tras el centrifugado, se analizo la fraccion rica en
plaquetas, con recuento de plaquetas y determinacion de los mismos factores de

crecimiento que los analizados en sangre entera.

A cada voluntario se le extrajeron 21 ml. de sangre en siete tubos de 3 ml cada uno. Al
centrifugar se consiguié un tubo resultante que contenia entre 4 y 5 ml. de plasma
concentrado en plaquetas. Se diluy6é la muestra el doble, decantando mas suero para
conseguir un volumen minimo con el fin de poder realizar los contajes, porque si no,

tendriamos que haber extraido mucho mas volumen de sangre, practicamente el doble
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a cada uno de los voluntarios. Hay que tener en cuenta, que en nuestro concentrado
estaran diluidos los factores de crecimiento, lo que se tendra que considerar a la hora

de analizar los datos.

4.2.4. Inclusion en Resina

18 muestras de concentrados y 4 de sangre periférica se incluyeron en resina para su

inspeccion mediante microscopia electrénica.

Primero se fijaron las muestras con glutaraldehido al 2,5% durante 4 horas'® 7. De

nuevo se centrifugd la muestra 4 minutos a 4 grados centigrados. Posteriormente se

lavaron 3 veces con una solucion fosfato (Millunig) con un pH de 7,3.

Se dejd la muestra resultante en tampén durante 12 horas. Se tifieron las muestras con
tetradxido de osmio y fierrocianuro durante una hora. Esta maniobra y las siguientes se

realizaron en una campana de flujo laminar continuo.

A continuacién se lavaron con agua destilada 3 veces y pasaron a deshidratarse las

muestras con acetona.

Se empezo6 con acetona al 30% durante 15 minutos cambiando la solucion a la mitad de
dicho tiempo. Este mismo proceso se repitio al 50, 70, 80, 90, 95% y por ultimo en

acetona al 100% durante 30 minutos.

Una vez deshidratadas las muestras se embebieron en una solucion de resina-acetona
en relacion 1-3 durante una hora. A continuacidon se cambié la solucién por una
relacion de la misma 1-1 también durante 1 hora y por ultimo en una solucion 3-1 de

resina acetona durante 2 horas.

Pasado el tiempo se cambid por resina pura y se dejo hasta el dia siguiente. La resina
se sustituy6 por otra también pura y se polimerizo en la estufa a 70 grados durante 72
horas. Posteriormente se realizaron cortes en el microtomo para inspeccionar las
plaquetas en un microscopio electronico de transmision de 400 Kv (JEOL mod. JEM-
4000 EX) del centro de microscopia electronica “Luis Bru” de la Universidad

Complutense de Madrid.
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4.2.5. Visionado en microscopia electrénica

Se observaron las muestras por campos y cortes a diferentes aumentos para ver la
integridad de la membrana de las plaquetas y el contenido en granulos alfa en su

interior.

4.2.6. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé la T de Student como prueba paramétrica para

una muestra y la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon como no paramétrica.
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A MRFCUENTO DE PLAQUETAS

Los resultados que se reflejan en este apartado corresponden a los recogidos en las 50
muestras de experimentacion que tienen como objetivo averiguar el rendimiento en el

nuevo método de obtencion de plasma rico en plaquetas.

Para ello se realizaron mediciones del nimero de plaquetas de todas las muestras antes
de procesarlas, que es lo que denominamos valores basales, y lo mismo después del

procesado de las muestras.

Otras determinaciones que se realizaron consistieron en obtener los valores de los
diferentes factores de crecimiento en sangre periférica, como ya se ha mencionado
anteriormente, los valores basales y los valores de las mismas en los concentrados
obtenidos después del procesado de las muestras. Los factores de crecimiento que se
determinaron fueron: derivado de las plaquetas, vascular, beta transformador y el

parecido a la insulina.

5.1.1 Recuento de las plaquetas basales
Los resultados obtenidos de esta determinacion se muestran en la tabla 1.

Los valores obtenidos en este recuento estan dentro de los valores normales para los
individuos analizados. El rango de valores es bastante homogéneo con un valor minimo
de 94.000 y uno maximo de 293.000.
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Como se puede ver en la figura 25 la mayoria de los datos se encuentran en un rango de
185.000 plaquetas y solo 2 valores por defecto y 4 por exceso se salen de dicho rango.
La media de plaquetas (PLT1) obtenida en la muestra de sangre entera es de
185.000/mm?® con una desviacion tipica de 43, lo que indica que la muestra es muy

homogénea, con un valor minimo de 94.000/mm?® y un valor maximo de 293.000/mm°.

Para el analisis estadistico solo se validaron de todas formas 48 resultados; 2 de las

muestras se desecharon por deterioro de las mismas.
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Fig. 25. Distribucion de los valores en nimero de plaquetas.
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10X3/MM3
RECUENTO
PACIENTE PLT
1 179
2 152
3 204
4 293
5 173
6 182
7 143
8 132
9 157
10 212
11 163
12 139
13 142
14 205
15 135
16 179
17 221
18 218
19 232
20 214
21 196
22 286
23 208
24 177
25 210

10X3/MM3
RECUENTO
PACIENTE PLT
26 207
27 207
28 96,4
29 177
30 170
31 189
32 173
33 181
34 182
35 175
36 223
37 161
38 259
39 195
40 145
41
42 94
43 211
44 201
45 169
46 157
47 291
48 129
49 168
50

Tabla 1. Valores en cada una de las muestras expresados en numero de

plaquetas por milimetro cubico de sangre multiplicado por 1000.
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5.1.2. Recuento de plaquetas concentradas

El recuento de las plaquetas que se han conseguido recolectar se muestran en la
tabla 2.

Los resultados obtenidos en los concentrados son parecidos a los obtenidos por

otros autores con métodos parecidos.

Las muestras analizadas que se dieron como validas fueron 49. La media de
concentrado fue de 354,71 con un error tipico de la media de 18,40. La desviacion

tipica es de 128,8 con un minimo de 113 y un maximo de 683.

Al analizar los resultados hay que tener en cuenta que la muestra se ha diluido
cogiendo una mayor cantidad de plasma ya que se necesita un minimo de cantidad
de concentrado para tener una muestra suficiente para realizar todas las

determinaciones.

Como se puede ver en la figura 26 en todos los casos ha habido un incremento en la

concentracion de plaquetas a pesar de haber diluido al doble el concentrado.
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Fig. 26. Distribucion de la cantidad de plaquetas en la sangre periférica de las

muestras basales.
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También se puede apreciar la concentracion de los resultados y la homogeneidad
de la muestra. Exceptuando dos datos por encima de la media y 4 por debajo las
medias de los resultados se mantienen agrupadas en una concentracion del doble al

de los valores basales.

10X3/MM3 10X3/MM3
CONCENTRADO CONCENTRADO
PACIENTE PLT PACIENTE PLT
1 266 26 266
2 332 27 343
3 384 28 431
4 451 29 127
5 127 30 384
6 271 31 296
7 431 32 413
8 280 33 404
9 296 34 510
10 343 35 509
11 147 36 415
12 506 37 185
13 282 38 528
14 612 39 480
15 342 40 390
16 233 11 113
17 490 42 242
18 282 43 407
19 534 44 529
20 683 45 185
21 332 46 246
22 280 47 423
23 271 48 243
24 336 49 350
25 451 50

Tabla 2. Resultado del concentrado de plaquetas para cada muestra.




ANALISIS DE RESULTADOS

WARECUENTO DE FACTORES DE CRECIMIENTO

El recuento de factores de crecimiento también se realizd en sangre periférica en

las mismas muestras en las que se realizaron las determinaciones de plaquetas.

5.2.1. Recuento de factores de crecimiento basales

Los valores obtenidos se analizaron en 46 muestras ya que en 4 de ellas no hubo

cantidad suficiente de plasma para hacer la determinacion (tabla 3).

La media de IGF basal es de 173,48 con un error tipico de 6,94 y una desviacion

tipica de 48,57 con un valor minimo de 95,20 y un maximo de 309 ng/ml.

La media de TGF beta-1 es de 22,33 con un error tipico de 4,31 y una desviacion
tipica de 29,23, con un minimo de 0,10 y un maximo de 151,20 sobre un total de 46
muestras ya que se tuvieron que descartar 3 por falta de cantidad suficiente de

plasma.

La concentracion media en sangre basal de PDGF-1 en 46 muestras es de 698,20
con un error tipico de 71,84 y una desviacion tipica de 487,26 con un valor minimo

de 155 y un maximo de 2461.

La concentracion media para la VGF-1 en el mismo nimero de muestras es de
164,12 con un error tipico de 42,32 y una desviacion tipica de 287,04 con un

minimo de 3,20 y un maximo de 1409,10.

En las figuras 27 y 28 se puede ver la distribucion de los valores de los 4 factores de
crecimiento con una homogeneidad en sus valores excepto algunos picos en el VGF

y PDGF que corresponden con los picos en la concentracion de plaquetas.
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uIGF mTGF

Fig. 27. Concentracion de TGF (rojo) e IGF en sangre basal (azul) expresadas

en nanogramos por mililitro.

m PDGF

m VGF

PDGF

Fig. 28. Representacion en picogramos por mililitro de la concentracion de

PDGF (azul) y VGF (rojo) en las muestras basales.
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La media de los concentrados de factores de crecimiento encontrados en las

muestras procesadas se encuentra entre los valores esperados.

ng/ml Ng/ml pg/ml pg/ml
PACIENTE IGF tgf beta-1 PDGF VGF
1 252 29,7 486 22,4
2 126 42,7 454 80,1
3 179 12 453 147,4
4 119 13,6 746 1409,1
5 127 43,5 913 102,6
6 214 0,1 344 80,1
7 171 36,8 374 67,3
8 189 0,1 307 3,2
9 283 1,6 311 3,2
10 237 59,9 1461 86,5
11 132 0,5 1109 16
12 174 0,5 366 28,8
13 117 42,7 709 25,6
14 117 12,5 219 35,3
15 133 27,6 442 32,1
16 96,4 18 155 125
17 180 0,1 548 76,9
18 183 22,2 334 64,1
19 111 10,4 805 70,5
20 223 37,7 494 99,4
21 143 3,8 383 6,4
22 225 47,3 502 22,4
23 238 54,8 693 134,6
24 175 5,5 346 38,5

Tabla 3. Recuento de factores de crecimiento basales.
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ng/ml Ng/ml pg/ml pg/ml
PACIENTE IGF tgf beta-1 PDGF VGF
25 214 36 397 102,6
26 183 0,1 665 353,9
27 200 0,1 533 185,9
28 194 1,6 2030 125
29 201 9,3 946 41,7
30 192 36,8 524 195,5
31 226 41 935 86,5
32 95,2 0,1 762 406,3
33 115 11,5 660 76,9
34 150 0,1 438 51,3
35 119 0,1 394 131,4
36 144 27,2 462 86,5
37 309 104,6 1883 118,6
38 180 26,8 955 44,9
39 196 1,6 384 64,1
40 166 2,7 369 64,1
41 148 151,2 2461 57,7
42 132 12 1445 468,8
43 133 1,1 1107 115,4
44 146 33,5 496 54,5
45 182 6 975 609,4
46 228 0,1 342 1331,2
47 116 perdida perdida perdida
48 182 perdida perdida perdida
49 205 perdida perdida perdida

Tabla 3 (cont). Recuento de factores de crecimiento basales.
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5.2.2. Recuento de factores de crecimiento en concentrados

De los 4 factores de crecimiento analizados se concentraron todas excepto la IGF;
esto es lo esperado ya que no son las plaquetas su lugar de almacenamiento y, por
tanto, era predecible que no se concentrasen mas con un mayor numero de
plaquetas en la muestra. Los valores que se obtuvieron fueron similares e incluso
por debajo de los obtenidos en las determinaciones basales. El valor medio fue de
166,73, menor que en las basales con un error tipico de la media de 7,14, una
desviacion tipica de 49,97, con un valor minimo de 100 y un maximo de 300 (figura
28).

En el caso de PDGF y VGF los valores medios son 6 veces mayores. La media de
PDGF es de 3181,52 con un error tipico de 83,33 y una desviacion tipica de 565,17,
con un valor maximo de 4000 y un minimo de 1909. Para la VGF es de 423,38 con
un error tipico de 49,12 y una desviacion tipica de 333,16, con un maximo de
1592,20 y un minimo de 35,30 (figura 29).

En la determinacion de TGFB la media es 512 veces mayor que en el basal pero
esto es debido a los valores extremos, uno cercano al cero (0.10) y otro maximo de

1102 ngr/ml. La desviacion tipica por este motivo es de 201,33 (figura 30).
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m PDGF

m VGF

PDGF

Fig. 29. Representacion de la concentracion en picogramos por mililitro de

PDGF (azul) y VGF (rojo) en los concentrados de plaquetas.
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Fig. 30. Concentracion de TGF (rojo) y de IGF (azul) en los concentrados de

plaquetas expresado en nanogramos por mililitro.
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ng/ml ng/ml pg/ml pg/ml
PACIENTE IGF tgf beta-1 PDGF VGF
1 256 310,7 3204 227,6
2 122 3,8 3435 176,3
3 162 360 2646 320,3
4 122 0,1 3657 1592,2
5 142 0,1 3452 237,2
6 220 0,1 3419 250
7 132 0,1 3378 359,4
8 174 32,7 3035 121,8
9 275 296,5 3110 35,3
10 233 341 3613 214,7
11 131 53,2 2466 86,5
12 181 63,6 3076 691,4
13 102 309,6 3400 484,4
14 127 308,8 3347 335,9
15 124 314,1 3277 402,3
16 120 231,5 3270 429,7
17 145 360 3439 507,8
18 176 10,4 3165 359,4
19 101 79,5 4000 410,2
20 265 1,1 4000 843,8
21 143 21,8 1909 54,5
22 173 95,2 1953 64,1
23 237 113,9 2995 308,6
24 172 220,7 2643 147,4

Tabla 4. Valores obtenidos en los que se perdieron 3 muestras en las
determinaciones de TGFS , PDGF y VGF.
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ng/ml ng/ml pg/ml pg/ml
PACIENTE IGF tgf beta-1 PDGF VGF
25 161 328,3 3307 543
26 146 219,2 4000 367,2
27 186 251,3 3936 195,5
28 145 20,1 3419 535,2
29 280 360 3376 163,5
30 149 1102 4000 429,7
31 114 336,1 4000 722,7
32 173 0,1 2533 468,8
33 300 185,2 2800 150,6
34 182 356,6 3802 257,8
35 175 0,1 3343 1226
36 163 0,5 2720 562,5
37 169 104,2 3356 86,5
38 121 16,9 2848 597,7
39 139 199,8 2470 163,5
40 128 341,7 2791 328,1
41 131 11,5 1990 753,9
42 182 9,8 2604 1249,4
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LIEANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Con los datos presentados anteriormente se pueden dar los siguientes resultados
estadisticos en los que se presentan los valores medios de las determinaciones
antes de ser procesadas y los resultados tras procesar las muestras para
concentrarlas. En la tabla 5 se presentan los valores medios, desviaciones tipicas y

los valores maximos y minimos de cada determinacion.

La concentracion media de IGF1 es de 173 ngr/ml. con una desviacion tipica de 48,
con un valor minimo de 95 ngr/ml. y un maximo de 309 ngr/ml. La TGFR1 tiene un
valor medio de 22 ngr/ml. con una desviacion tipica de 29,23, un valor minimo de
0,1 ngr/ml. y un maximo de 151 ngr/ml. La PDGF1 tiene un valor medio de 698
pgr/ml. con una desviacion tipica de 487 y un valor minimo de 155 pgr/ml. y uno
maximo de 2461 pgr/ml. La VGF1 tiene un valor medio de 164 pgr/ml. con una

desviacion tipica de 283, un valor minimo de tres y un maximo de 1409 pgr/ml.

Con este analisis se puede obtener una tabla de los incrementos de cada
determinacion antes de hacer el estudio estadistico. En la tabla 6 se puede ver el
numero de veces que se han incrementado los valores de los resultados basales

expresado numéricamente, asi como graficamente en la figura 31.
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Error tip. Desv.
N Media | de la media Tip. Minimo Maximo
Validos | Perdidos
PLT1 48 1] 185.68 6.22 43.08 94.00 293.00
IGF1 49 0 173.48 6.94 48.57 95.20 309.00
TGF_BETAT1 46 3 22.33 4.31 29.23 .10 151.20
PDGF1 46 3| 698.20 71.84 | 487.26 155.00 | 2461.00
VGF1 46 3| 164.12 42.32 | 287.04 3.20| 1409.10
PLT2 49 0 354.71 18.40 | 128.80 113.00 683.00
IGF2 49 0 166.73 7.14 49.97 100.00 300.00
TGF_BETA2 46 3 168.07 29.68 | 201.33 .10 1102.00
PDGF2 46 3| 3181.52 83.33| 565.17 | 1909.00 | 4000.00
VGF2 46 3| 423.38 49.12 | 333.16 35.30 | 1592.20
I_PLT 48 1 2.00 1 .75 72 4.47
I_IGF 49 0 .97 .02 A3 72 1.39
|_TGF_BETA 46 3| 521.64 264.23 | 1792.07 .00 | 11020.00
I_PDGF 46 3 6.34 .54 3.68 1.36 21.10
I_VGF 46 3 6.42 1.03 7.00 .94 38.06

Tabla 5. Resultados expresados en: las plaquetas (plt) por mm3 y factores de

crecimiento en IGF y TGFbeta en ngr/ml y PDGF y VEGF en pgr/ml.
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En la figura 31 se puede observar también que el 25% de las muestras tienen una
concentracion de plaquetas mayor a dos veces y media. La concentracion de la

TGFB es 54 veces mayor y la concentracion de PDGF superiores 3,8 veces.
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Fig. 31. Representacion, en conjunto, del numero de veces en que esta

concentrado cada uno de los parametros analizados.

El 75% de las muestras tienen una concentracion de plaquetas de mas de una vez y
media. La concentracion de PDGF también es de 3,8 o superior y la concentracion

de VGF aumenta mas de 2,15 veces. Sin embargo, la concentracion de TGFB en un
25% de los casos disminuye.
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Percentiles

25 50 75
PLT1 158.00 |180.00 |209.50
IGF1 132.00 [179.00 |203.00
TGF_BETAT1 .95 12.00 36.80
PDGF1 380.75 |499.00 |918.50
VGF1 40.90 78.50 126.60
PLT2 268.50 | 343.00 |441.00
IGF2 127.50 [162.00 |184.00
TGF_BETA2 3.13 99.70 311.55
PDGF2 2773.25 | 3292.00 | 3492.25
VGF2 185.90 | 359.40 | 537.15
I_PLT 1.49 1.91 2.44
I_IGF .89 .98 1.02
|_TGF_BETA .63 8.38 54.60
|_PDGF 3.88 5.75 8.35
I_VGF 2.15 4.79 8.50

Tabla 7. Valores estadisticos de las variables antes y después del proceso y

cociente.
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Aplicando la T de Student (tabla 7) se puede afirmar que los cambios en la
concentracion son significativos P<0,001 en todos los parametros estudiados
excepto en la TGFB, en la que no es claramente significativo debido a la alta
desviacion tipica. Para estudiar la significatividad estadistica de los cambios se
realiza el contraste de los rangos con signo de Wilcoxon para datos pareados,

obteniendo los resultados siguientes

Aumentan Disminuyen Igual p-valor
PLT 44 4 0 0.000
IGF 14 34 1 0.023
TGF_BETA 32 12 2 0.000
PDGF 46 0 0 0.000
VGF 44 2 0 0.000

Tabla 8. Distribucion de los cambios en los valores de concentracion. Se puede

apreciar que los valores han aumentado con excepcion de la IGF.

Se puede observar que de las 48 muestras en las que se midid la concentracion de

plaquetas en 44 de ellas aumenta y solo en cuatro disminuye (p< 0.001) (tabla 8).

Con respecto a las concentraciones de IGF de las 48 muestras, solo en 14 de ellas
aumenta el valor mientras que en las otras 34 permanece igual o disminuye (p<
0.05).

La concentracion de la TGFBR solo disminuyo en doce muestras mientras que en 32

aumento (p< 0.001).
La concentracion de PDGF aumenté en las 46 muestras (p< 0.001).

En VGF 44 muestras aumentaron su valor y solo en dos de ellas disminuy6 (p<
0.001).
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Para corroborar la significacion del estudio se realizaron trasformaciones

logaritmicas sobre las que se aplicaron las pruebas para datos pareados T de

Student y Wilcoxon, obteniéndose diferencias claramente significativas (P>0,001)

excepto para la IGF (tabla 9).

La tabla 10 muestra los valores de plaquetas concentradas y factores de

crecimiento de cada uno de los individuos, referidos al nUmero de veces que ha

aumentado su valor inicial.

p-valor T Student | Wilcoxon
PLT 0.000 0.000
IGF 0.033 0.018
TGF_BETA | 0.011 0.016
PDGF 0.000 0.000
VGF 0.000 0.000

Tabla 9. Representacion de los valores “p-valor” de todos los elementos

analizados tras aplicar la t-Student y el anadlisis de Wilcoxon. Se demuestra un

aumento estadisticamente significativo en todos los valores menos en la IGF.
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Tabla 10. Valores de plaquetas concentradas y factores de crecimiento de

cada uno de los individuos, referidos al numero de veces que ha aumentado su

valor inicial.

PACIENTE | PLAQUETAS IGF TGFBETAT PDGF VEGF
1 1,49 1,02 10,46 6,59 10,16
2 2,18 0,97 0,09 7,57 2,20
3 1,88 0,91 30,00 5,84 2,17
4 1,54 1,03 0,01 4,90 1,13
5 0,73 1,12 0,00 3,78 2,31
6 1,49 1,03 1,00 9,94 3,12
7 3,01 0,77 0,00 9,03 5,34
8 2,12 0,92 327,00 9,89 38,06
9 1,89 0,97 185,31 10,00 11,03
10 1,62 0,98 5,69 2,47 2,48
11 0,90 0,99 106,40 2,22 5,41
12 3,64 1,04 127,20 8,40 24,01
13 1,99 0,87 7,25 4,80 18,92
14 2,99 1,09 24,70 15,28 9,52
15 2,53 0,93 11,38 7,41 12,53
16 1,30 1,24 12,86 21,10 3,44
17 2,22 0,81 3600,00 6,28 6,60
18 1,29 0,96 0,47 9,48 5,61
19 2,30 0,91 7,64 4,97 5,82
20 3,19 1,19 0,03 8,10 8,49
21 1,69 1,00 5,74 4,98 8,52
22 0,98 0,77 2,01 3,89 2,86
23 1,30 1,00 2,08 4,32 2,29
24 1,90 0,98 40,13 7,64 3,83
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PACIENTE | PLAQUETAS IGF TGFBETAT1 PDGF VEGF
25 2,15 0,75 9,12 8,33 5,29
26 1,29 0,80 2192,00 6,02 1,04
27 1,66 0,93 2513,00 7,38 1,05
28 4,47 0,75 12,56 1,68 4,28
29 0,72 1,39 38,71 3,57 3,92
30 2,26 0,99 0,00 4,78 2,10
31 1,57 0,89 0,01 4,28 11,74
32 2,39 1,05 1,00 3,83 0,98
33 2,23 0,98 31,17 5,67 2,46
34 2,80 0,99 11020,00 9,13 8,38
35 2,91 0,96 3361,00 10,15 5,50
36 1,86 1,20 0,00 5,48 5,42
37 1,15 0,97 1,77 1,49 1,27
38 2,04 1,01 13,31 3,98 5,74
39 2,46 0,89 0,06 8,71 19,13
40 2,69 0,98 0,19 7,37 8,78
41 #DIV/0! 1,14 0,69 1,36 1,50
42 2,57 0,92 1,41 1,97 1,27
43 1,93 1,05 181,64 2,23 1,42
44 2,63 0,88 10,20 5,63 6,02
45 1,09 0,72 1,92 2,04 1,24
46 1,57 0,80 98,00 7,61 0,94
47 1,45 0,90 Perdida perdida Perdida
48 1,88 0,99 Perdida perdida Perdida
49 2,08 0,99 Perdida perdida Perdida

Tabla 10 (Cont). Valores de plaquetas concentradas y factores de crecimiento

de cada uno de los individuos, referidos al numero de veces que ha aumentado

su valor inicial.
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8 OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO

5.4.1. Observacion de las plaquetas
5.4.1.1. Integridad celular

5.4.1.2. Morfologia

5.4.1.3. NUmero de pseudopodos
5.4.1.4. Degranulacion

5.4.1.5. Activacion plaquetaria

5.4.1. Observacion de las plaquetas

Tras la inclusion de las muestras en resina se realizaron cortes de los mismos y se

observaron al microscopio electroénico.

Como se sabe las plaquetas tienen una morfologia esférica desde que se escinden
del megacariocito. Esta morfologia esférica la mantienen en el torrente sanguineo
siempre que no se provoque la activacion de las mismas por un proceso
intravascular o por la salida del torrente sanguineo por una solucion de continuidad
de los vasos lo que provoca cambios en la morfologia para facilitar la agregacion

plaquetaria.

Lo que se observo mediante la microscopia electronica es la similitud en la forma
de las plaquetas de la sangre periférica y las que se encuentran en los

concentrados.

En las plaquetas de la sangre periférica se puede ver una activacion basal debido a
la manipulacion que se produce por la venopuncion y las plaquetas que estan en los
concentrados no deberian tener mucha mas actividad ya que con ella pierden parte
de su funcionalidad para la hemostasia y sus otras funciones como son la

intervencion en los procesos inflamatorios y procesos regenerativos'?.
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5.4.1.1. Integridad celular.

La primera forma de detectar que las plaquetas estan en buenas condiciones es
comprobar que no se hayan fragmentado o roto en el proceso de la concentracion
ya que para ello se les somete a una centrifugacion para separarlas por el

gradiente de peso.

Tanto en sangre periférica como en el concentrado de todas las muestras

analizadas se pueden ver las plaquetas enteras y con sus organelos en el interior.

Fig. 32. Sangre periférica. Fig. 33. Concentrado.

En la figura 32 de la sangre periférica asi como en la figura 33 en la que se observa
la plaqueta en el concentrado se puede apreciar que la integridad de las plaquetas
es total y que el proceso de concentracién de las mismas no ha provocado la rotura

celular, lo que le haria perder sus propiedades.

5.4.1.2. Morfologia.

La morfologia de las plaquetas suele ser esférica como se ha descrito. El simple
hecho de realizar una extraccion de sangre provoca una pequefia activacion que
genera cambios en su morfologia. Lo importante es que estos cambios no sean lo
suficientemente importantes para que pierda sus propiedades. El primer cambio
que se produce en la morfologia es perder esa forma esférica perfecta y tomar
formas menos regulares. El estadio maximo de cambio es la formacion de

numerosos pseudopodos que luego se analizara.
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Wagner'?® describe el factor forma como grado de activacion en el que el valor 1 es
la esfera perfecta y el 0 la actividad maxima de las plaquetas. Este factor forma
(FF) lo determina midiendo el perimetro, comparando el de una esfera que seria el
valor 1 con el que resulta de la esfera dividido por el valor de la longitud de sus

excrecencias.

Fig. 34. Sangre periférica. Fig. 35. Concentrados.

Tanto en las figuras 34, 36 y 38 como en las figuras 35, 37 y 39 se puede observar
que aunque la forma no es esférica perfecta, la similitud entre las dos es grande y

no se encuentran grandes diferencias.

Fig. 36. Sangre Periférica. Fig. 37. Concentrados.
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Fig. 38. Sangre periférica. Fig. 39. Concentrados.

5.4.1.3. Numero de pseudépodos.

Wagner'?® y Berecin'® describen como determinar la forma de la célula en
microscopia electronica mediante el FF que determina el perimetro celular que
ocupan las prolongaciones o pseudopodos que pueden formar ciertas células como

las plaquetas.

Fig. 40. Sangre periférica. Fig. 41. Concentrados.

En las figuras 40, 42 y 44 y en las figuras 41, 43 y 45 se pueden apreciar pequenos
pseudopodos en la forma de las plaquetas; tanto en la sangre periférica como en
las plaquetas de los concentrados dichos pseudépodos no superan ni el 10% del

perimetro de la célula.
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Fig. 42. Sangre periférica. Fig. 43. Concentrados.

El que la plaqueta muestre un nimero tan pequefno de pseudopodos es significativo
de su bajo grado de activacion y de la conservacion de su contenido que no ha

empezado a liberarse.

Fig. 44. Sangre periférica. Fig. 45. Concentrados.

5.4.1.4. Degranulacion.

Otro factor importante en la funcion de la plaqueta es la integridad de sus
organelos y sobre todo de los granulos o que son el almacén principal de las

proteinas activas.
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Fig. 46. Sangre periférica. Fig. 47. Concentrados.

En las figuras 46, 48 y 50 y en las figuras 47, 49 y 51, que representan las plaquetas
de los concentrados, se puede observar que tanto los granulos o como el sistema
canalicular se encuentran intactos y que todo su contenido se conserva en el
interior, de forma que toda la funcionalidad de las plaquetas esta intacta y, por
tanto, seran funcionantes a la hora de ser utilizadas. Los pocos defectos que se
encuentran en el interior de las plaquetas aparecen mas por un problema en el

corte de las muestras que por la situacion de actividad de las plaquetas.

Fig. 48. Sangre periférica. Fig. 49. Concentrados.
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Fig. 50. Sangre periférica. Fig. 51. Concentrados.

5.4.1.5. Grado de actividad plaquetaria.

Analizando las figuras anteriores y el resto de las que se disponen se puede decir
que la actividad plaquetaria de las muestra de concentrados no es mayor que la
que presentan las plaquetas de sangre periférica y que la integridad celular, el FF,
la degranulacion y la morfologia de las plaquetas pueden considerarse iguales en

ambos grupos de plaquetas.
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Fig. 52. Concentrado. Fig. 53. Concentrado.
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Fig. 57. Concentrado.

Fig. 58. Concentrado

Fig. 59. Concentrado
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Los objetivos planteados al inicio de esta investigacion estaban encaminados a
encontrar un nuevo método de obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) de forma
ambulatoria, sencillo y cerrado, que evitara la contaminacion de la muestra hasta su
utilizacion, que contuviera la concentracion necesaria para la regeneracion en factores
de crecimiento y que mantuviera intactos hasta su utilizacion los depdsitos de dichos

factores de crecimiento que son las plaquetas.

Para conseguir este objetivo se desarrollo un método de obtencion de PRP ambulatorio,
aséptico y sencillo, que se pasod posteriormente a analizar comprobando que las
concentraciones en factores de crecimiento eran similares a los obtenidos por otros
autores. Los resultados en la concentracion de plaquetas podrian hacer pensar que el
método fuera algo bajo en su rendimiento ya que no llegaba a alcanzar los niveles de
los sistemas existentes en el mercado, pero, sin embargo, la concentracion en factores
de crecimiento si es equiparable, reforzandose la hipdtesis del manejo de las plaquetas

y su integridad.

En segundo lugar, con el objetivo de corroborar la integridad de las plaquetas y su bajo
grado de activacion, se realizé un estudio mediante microscopia electrdnica para poder
ver los diferentes factores morfoldgicos que determinasen su actividad. Como se vera a
lo largo de la discusion, no existe una correlacion entre el nUmero de plaquetas y la
concentracion de factores de crecimiento, lo que avala la hipdtesis de trabajo

planteada.

ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE PLAQUETAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO.

Antes de comenzar la discusion consideramos de interés resefiar brevemente los Ultimos
trabajos realizados con PRP, que justifican el estudio y comprobacién de un nuevo

método de obtencion de PRP.

Una de las aplicaciones mas discutidas ha sido la regeneracion de hueso; al respecto,
Cheng"®, como anteriormente discutieron otros autores, llega a la conclusion de que el
PRP en combinacion con células madre forman un composite que es capaz de mejorar la
regeneracion de hueso en defectos criticos generados en conejos. Con este mismo
criterio Nair y col'' llegan a la misma conclusion con la salvedad de incluir en la mezcla

un biomaterial como la hidroxiapatita.
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Liu™? llega a estos mismos resultados con la diferencia de que las células madre que
obtiene son de tejido adiposo del animal de experimentacion. Sugiere incluso que esta
mezcla que llama hueso inyectable (injectable tissue-engineered bone) puede generar

hueso en zonas ectopicas de los ratones de experimentacion.

3 en un estudio con ratas también consigue regenerar defectos criticos

Kawasumi'®
provocados para alargar los huesos largos usando una mezcla de células madre de

meédula con PRP.

Pieri y col.” consiguen un mayor indice de formacion dsea con una mezcla de células
madre y PRP en defectos alveolares generados en mandibulas de cerdos minipigs. En
defectos verticales periodontales pero sin células madre, Camargo y col." obtienen un

mayor indice de regeneracion.

El concepto de ingenieria tisular también se ha utilizado en la regeneracion de cartilago
con el mismo procedimiento de condrocitos mas PRP para regenerar defectos del
cartilago de articulaciones en ratas de experimentacion'*. Drengk y col’*” han mejorado
la diferenciacion hacia condrocitos a partir de células madre gracias a la influencia de
PRP. Otros trabajos hablan de la reparacion del cartilago y la prevencion de la

osteoartritis con inyecciones intraarticulares de PRP'® '3,

En el campo de la medicina del deporte se esta estudiando la utilidad del PRP para la

140, 141

cicatrizacion de lesiones ligamentosas y tendinosas , asi como también en lesiones

musculares para mejorar los tiempos de recuperacion de los deportistas'® .

Plachokova'* en el afio 2008 realizod una revision bibliografica sistematica para ver el
efecto del PRP sobre la regeneracion de hueso en odontologia y obtuvo como conclusion
la utilidad del mismo en elevaciones de seno y en defectos periodontales,
contradiciendo las conclusiones que ella misma habia obtenido en el 2006. En 2009
Plachokova ha realizado un estudio en el que demuestra que en animales de
experimentacion como la rata el PRP no presenta grandes ventajas. Sin embargo, el PRP

humano en combinacion con biomateriales favorece la cicatrizacion de injertos 6seos.

En otro estudio Lee HW'* determiné el grado de cicatrizaciéon que puede aportar el PRP
analizando diferentes parametros como la epitelizacion, el ratio de contraccion de la
herida y la formacion de nuevos vasos en conejos de Nueva Zelanda. Los resultados
determinan que se produce una aceleracion en la epitelizacidn y angiogénesis en dichos

estudios.
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Suaid'¥ demuestra lo mismo en injertos de conectivo en los que también observa una
formacion de nuevo cemento. En esta misma linea, durante el afno 2009, han aparecido
numerosos estudios de los efectos beneficiosos del PRP, solo o en combinacion con
células madre, aumentando la cicatrizacion al favorecer la angiogénesis y, por tanto,

acelerando la cicatrizacion™® 4% 130, 151, 152,153

Li X"* describe los beneficios de la inyeccion de PRP en la zona infartada del miocardio
a modo de efecto de proteccion. En dicho trabajo provoca un infarto en ratas Wistar
ligando la coronaria descendente y posteriormente inyecta el PRP en la zona infartada.
Se sacrifican las ratas a los 28 dias. El resultado es que se puede observar una
remodelacion ventricular y una aceleracion en la cicatrizacion, demostrando la menor
dilatacion ventricular y facilitando la angiogénesis y arteriogénesis en la zona infartada.
Mas recientemente en un estudio con humanos se ha visto este mismo efecto. Wehberg
y col™ han confirmado mayor eficacia en el tratamiento de la angina de pecho en una
combinacion de revascularizacion transmiocardica e inyeccion de PRP que con el
tratamiento clasico de la revascularizacion. En los pacientes se mejoro la fraccion de

eyeccion de una forma significativa.

Los problemas que pueden aparecer tras un tratamiento quirirgico oral en pacientes
tratados con bifosfonatos estan empezando a ser abordados con la aplicacion de PRP
seglin Bards y col’®. Este mismo procedimiento ha sido sugerido por uno de los pioneros
en el PRP como Marx RE'’. En esta misma linea de tratamiento, aunque en osteomielitis
no causada por bifosfonato, se ha empezado a utilizar como un nuevo agente

terapéutico; lo describen en su trabajo Jian W y Zhang C'®,

En nuestro estudio, como ya se menciono, se diluyeron los concentrados con el fin de
tener suficiente muestra sobre la que hacer las determinaciones de proteinas, por lo
que nuestros resultados y determinaciones, que son por unidad de volumen, seran la
mitad de las que se habrian obtenido si se hubiera cogido la cantidad de suero correcta
para ser usada en la regeneracion. La cantidad correcta para tener un volumen de
concentrado suficiente seria de 10 ml. ya que el analizador Cell Dyn necesita un
volumen minimo de muestra para la determinacion del nimero de plaquetas al igual
que para la determinacion de factores de crecimiento. De ahi que algunas
determinaciones se perdieran al tener que repetirlas por algun error de lectura. Esta ha

sido la justificacion de diluir la muestra.

La media de la concentracion de plaquetas que se obtuvo fue el doble del recuento en

sangre periférica, lo que supuso un resultado mas pobre del que se consiguié con otros
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7> 42, 8 FEste analisis se ha realizado con los valores

métodos que se han estudiado
absolutos en las muestras realizadas, que recordemos, estan diluidos. Estos datos
podrian parecer desalentadores con respecto a los demas métodos ya que muchos de

ellos multiplicaban por cuatro el nimero de plaquetas.

La concentracion de IGF practicamente es la misma en los concentrados que en las
muestras control lo que también reflejan otros autores como Weibrich®; en otros
estudios no es una determinacion que se estudie. La explicacién de este resultado
probablemente sea que las plaquetas no son depdsito de IGF y por mucho que se las

concentre no aumentara su cantidad con este procedimiento.

La media de los resultados en la concentracion de TGFB2 es 521 veces mas alta que el
conseguido por otros autores al medir el rendimiento de diferentes métodos® > 8 84,
Una de las razones por la que se consiguen estos valores tan altos puede ser debida a los
valores extremos que salieron en las muestras y que desviaron la media (11.000
ngr/ml), pero eliminados dichos valores el aumento sigue siendo superior al basal en
ocho veces. Esto se puede explicar por el estado temprano de activacion de las
plaquetas que ha impedido que se liberen los depdsitos de dichas proteinas. Nuestros

resultados son similares y, en algin caso, mejores que en otros trabajos.

Se puede pensar que aunque la concentracion plaquetaria conseguida no es la misma
que con otros sistemas, en el nuestro se conserva la integridad plaquetaria en mayor
medida, lo que favorece que los depodsitos de TGF que estan en los granulos alfa se
mantengan integros hasta el final sin perder su contenido pudiendo liberarse en el

momento de su utilizacion.

La PDG y la VGF se ha concentrado seis veces mas que en la sangre periférica lo que
mejora los resultados o por lo menos iguala a los que presentan otros autores como

Mazzucco® o Weibrich®® “,

En el trabajo de Anitua® se analiza una muestra casi idéntica a la nuestra. Relaciona el
concentrado de plaquetas con la obtencidén de factores de crecimiento llegando a la
conclusidon de la variabilidad de la concentracién de VGF en diferentes individuos, al
igual que nosotros. Consigue concentrarse en la media pero se presentan también
valores dispares tanto por exceso como por defecto. La concentracion de IGF es
totalmente independiente del nimero de plaquetas ya que su depdsito en las mismas es

minimo. La concentracion de los otros dos factores de crecimiento, consigue llegar a ser




DISCUSION

entre 2,5 y 3 veces mientras que con nuestro sistema varia entre 6 veces para PDGF y 8

para TGF lo que mejora los resultados anteriormente citados.

Las cuatro determinaciones proteicas obtenidas en nuestro método han alcanzado los
resultados de otros sistemas a pesar de que la concentracion de plaquetas es menor que
en la mayoria de los sistemas ya que solo es del doble y no del cuadruple. Esto nos hizo
pensar en que lo importante no era el nimero de plaquetas, sino el estado de las
mismas y su funcion para ser utilizadas en caso de necesidad. Es logico que si el
procesado de la muestra deteriora o activa las plaquetas, el contenido de sus granulos

se liberara antes de tiempo y, por tanto, se perdera antes de ser utilizado.

° en 2009 fortalece esta hipotesis. Analiza cuatro métodos

El trabajo de Mazzucco'™
diferentes de obtencion de plasma rico en plaquetas. Como se ha expuesto, los
diferentes métodos tienen sistematicas de centrifugacion diferentes en cuanto a fuerzas
centrifugas lo que hace pensar que no es un factor determinante para concentrar
plaquetas. También utilizan diferentes anticoagulantes y métodos de gelificacion. A
pesar de las diferentes metodologias todos los sistemas consiguen un buen concentrado
de plaquetas, pero se demuestra que no existe una relacién directa entre la cantidad de
plaquetas y el concentrado en factores de crecimiento. La conclusion del autor es que
la manipulacion de la sangre de las muestras provoca injurias en las plaquetas, de forma
que se activan y liberan su contenido. Esto provoca que el resultado clinico no sea el

mismo en el caso de utilizacion de diferentes PRP.

Los valores obtenidos por nosotros hacen pensar que en el caso de no haber diluido la
muestra el rendimiento habria sido mejor. En cualquier caso, la concentracion de
factores de crecimiento obtenidos por nosotros son equiparables a cualquier otro

sistema, lo que le haria apto para ser utilizado.

ANALISIS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de factores de crecimiento nos hicieron
desarrollar la segunda parte del estudio para justificar los resultados. El estudio
morfologico de las plaquetas con microscopia electronica determina que el grado de
activacion de las plaquetas es practicamente el mismo que en las muestras basales y
que el proceso de centrifugacion a baja velocidad y la decantacion mantienen la
integridad de las plaquetas al maximo, lo que permite que sus almacenamientos de

proteinas se mantengan intactos. El numero de pseudopodos de la muestra de




DISCUSION

concentrados, es aproximadamente el mismo que en la muestra basal. Esto puede estar
provocado por el método de extraccion sanguinea, ya que en él, la sangre es sometida a
un aumento de velocidad y entra en contacto con materiales diferentes al endotelio

vascular, razén suficiente para provocar el cambio morfoldgico.

En las plaquetas del concentrado también podemos observar, gracias a la microscopia
electronica, que los granulos que poseen se encuentran integros sin tener contacto con
la membrana de la plaqueta. Si se produjese dicho contacto es muy probable que se

pusiese en marcha el proceso de liberacion de su contenido.

Hemos podido observar también que el nimero de granulos en las plaquetas antes y
después del procesado es practicamente el mismo, lo que explica el buen estado de

conservacion de las plaquetas después de su manipulacion.

A pesar de concentrar menos el niUmero de plaquetas el resultado de los factores de
crecimiento es mayor, lo que supone que el rendimiento del sistema es éptimo. No
todos los sistemas se han sometido a este andlisis, pero Leitner*® que es el tnico que lo
ha hecho mediante microscopia electronica de Vivostat® frente a Pccs®, obtiene una
activacion determinada por la morfologia de las plaquetas muy baja en el método

Vivostat® con respecto a Pccs®.

Anitua'® hizo microscopia electrénica de las plaquetas que resultaban de su método de
obtencion, observando que la integridad de su membrana se encontraba conservada y

con su contenido proteico en su interior.

Al analizar estadisticamente estos resultados se puede decir que con excepcion de la
IGF el resto de los factores de crecimiento se concentran con una gran significacion
estadistica (p>0,001), lo que tedricamente catalogaria el nuevo método de obtencion de
factores de crecimiento como un sistema Optimo para su utilizacion en la practica
clinica, tanto en las indicaciones de uso con materiales de injerto, como complemento
fundamental en la ingenieria tisular con las células madre, augurando un buen futuro en

la regeneracion.
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CONCLUSIONES

1. Al conseguir que la sangre no cambie de recipiente desde el momento de
la extraccion hasta su utilizacion, se dispone de un sistema cerrado que evita

la contaminacion.

2. La doble centrifugacion a baja velocidad proporciona una concentracion
de factores de crecimiento mas que suficiente para ser utilizado en procesos

de regeneracion tisular.

3. Se ha comprobado que el sistema respeta la integridad de las plaquetas y
que impide su activaciéon antes de ser utilizadas. Por tanto, el plasma rico en
plaquetas obtenido mediante el nuevo meétodo estudiado muestra unas

caracteristicas 6ptimas para su utilizacién.
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