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RESUMEN .

INTRODUCCION

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una técnica utilizada en diferen-
tes campos de la medicina con la funciéon de mejorar la regeneracion tisular.
En dermatologia, sus principales aplicaciones en los ultimos afios han sido el
campo de la estética, sobre todo el tratamiento anti-envejecimiento, y la cicatri-

zacion de heridas.

El PRP se define por contener una mayor concentracion de plaquetas

que la sangre total, por lo que representa un reservorio de factores de crecimiento.

Las heridas crénicas se caracterizan por presentar una fase inflamatoria
anormalmente prolongada, que implica una destruccién continuada de protei-
nas de matriz y factores de crecimiento. Los factores de crecimiento estimulan
la migracion, proliferacion y diferenciacion celular, que son fundamentales en el

proceso de cicatrizacion.

Ante el reto terapéutico que representan las Ulceras cutédneas crénicas
en nuestra practica clinica diaria, el PRP representa una interesante alternativa
de tratamiento, cuya eficacia ha sido demostrada in vitro e in vivo. En los Ulti-
mos afios se han publicado y comercializado diversos métodos para obtener

PRP, que implican el uso de kits desechables, de coste variable.

HIPOTESIS

La hipotesis de nuestro trabajo es que con nuestra técnica obtenemos

moléculas bioactivas funcionales en similar grado que los métodos comerciali-
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zados que implican la compra de kits de consumibles y, consecuentemente, un
mayor gasto. Dada la elevada prevalencia de esta patologia, con una disminu-
cion importante de la calidad de vida de los pacientes y un elevado gasto sani-
tario asociado, la expansion del método que proponemos podria tener un gran

Impacto sociosanitario.

OBJETIVOS

1. Validar un nuevo sistema de obtencién de plasma rico en plaquetas

autélogo, ambulatorio, sencillo, barato y reproducible:

a) Comprobar que éste proporcione la suficiente concentracion de pla-
quetas y determinar si la concentracion plaquetaria se correlaciona

con la cantidad de factores de crecimiento liberados.

b) Determinar la cinética de liberacion de factores de crecimiento en
el gel de hidroxietilcelulosa, y compararla con la del PRP sin afiadirle

la hidroxietilcelulosa.

) Verificar que no active o fragmente las plaquetas por su manipula-

cion, y las mantenga integras hasta el momento de su utilizacion.

2. Determinar la utilidad clinica de la aplicacion de este método de
obtencién de plasma rico en plaquetas en el tratamiento de Ulceras cuténeas

cronicas que no han respondido a tratamiento convencional.

ELENA CONDE MONTERO
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RESUMEN .

METODO

El estudio se compone de dos partes:

1.— Estudio transversal con muestras de donantes sanos para validar
la técnica. Las muestras de sangre obtenidas por venopuncion se utilizan para:
recuento de plaquetas pre y post-centrifugacion, medicion de la cinética de libe-
racion de factores de crecimiento en el gel de PRP y visualizacién de la preser-

vacion de la morfologia plaquetaria tras la manipulacion.

2.— Estudio experimental no controlado para evaluar la utilidad clinica
del método. Tras el establecimiento de criterios de inclusion y exclusion, se in-
cluyeron once pacientes con 13 Ulceras crénicas recalcitrantes. En funcion del

caso, la aplicacién se realizd intralesional o topica tras la gelificacion del PRP.

RESULTADOS

1. Estudio de validacién:

La media de concentracion de plaguetas obtenida fue 1.59 veces su-
perior a la concentracion de plaquetas basal (Desviacién Tipica, DT, 0.39). La

concentraciéon media de leucocitos fue 1.130/mm? (DT 1.110).

Con respecto a la cinética de liberacion de factores de crecimiento
(medidas registradas a los 20 minutos, 1 hora y 24 horas), se hallaron diferen-
cias entre el PRP solo y mezclado con el gel de hidroxietilcelulosa para todos los
factores excepto VEGF (Factor de CrecimientoVascular Endotelial). EGF (Factor

de Crecimiento Epidérmico) y TGF (Factor de Crecimiento Transformante) tuvie-
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ron una mayor liberacion en el PRP gelificado. Por el contrario, la concentracion
de PDGF-BB (Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas) fue superior en
el PRP sin hidroxietilcelulosa. La proteina plasmatica IGF (Factor de Crecimiento
Insulinico), estd presente en mayor cantidad en las muestras con mds propor-
cion de plasma (PRP no gelificado con hidroxietilcelulosa). La visualizacion de
las muestras mediante microscopia electrénica verifico la preservacion de la in-

tegridad y morfologfa plaquetaria tras centrifugacion y gelificacion.

2. Estudio clinico:

Se incluyeron once pacientes con 13 Ulceras. La duracidon media de las
lesiones fue de 12 meses (rango de 6 a 240). La etiologia venosa fue la més fre-

cuente.

La media de sesiones de tratamiento fue de 9 (6-15). Se consiguio la
cicatrizacion completa en 10 Ulceras, 1 reepitelizacion parcial y en 2 pacientes
se necesitd la posterior aplicacion de microinjertos para lograr la cicatrizacién
completa. El dolor se redujo de manera significativa durante el periodo de tra-
tamiento con PRP. Los resultados obtenidos en la encuesta de calidad de vida
Dermatology Life Quality Index (DLQI) muestran un impacto significativo en la

calidad de vida de los pacientes tratados.

DISCUSION

Este estudio se disefi6 para validar un nuevo método de obtencion de

PRP y determinar su beneficio en la practica clinica.

ELENA CONDE MONTERO
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Hemos observado que, a pesar de conseguir una menor concentracién
de plaquetas que otros sistemas, nuestro método obtiene concentraciones de
factores de crecimiento similares e incluso superiores. El empleo de una cen-
trifugacién Unica con fuerza baja podria explicar este resultado, dado que las
plaguetas estdn expuestas a un menor estrés mecanico y preservan su viabili-
dad, como hemos confirmado en las imégenes de microscopia electronica. Por
lo tanto, coincidimos con otros autores al proponer que el mantenimiento de la
integridad de la plaqueta es mds importante que la concentracién de plaquetas
obtenida. Por otro lado, nuestro método incluye leucocitos, lo que aumenta
la liberacion de factores de crecimiento. Hasta el momento actual no se ha
encontrado una correlacién entre los resultados clinicos, la concentracion de
plaquetas y factores de crecimiento y el volumen de PRP por érea tratada. Con

respecto a la composicién ideal del PRP tampoco hay consenso.

Proponemos un método de gelificacion del PRP que implica la adicion
de un polimero de celulosa para promover una liberacién sostenida de factores
de crecimiento y facilitar su aplicacion tédpica. En la literatura cientifica se han
propuesto diferentes polimeros; sin embargo, el gel de hidroxietilcelulosa que
hemos disefiado presenta varias ventajas: una rapida gelificaciéon que posibilita
la inmediata aplicacion tras la mezcla con el PRP, la ausencia de componentes
irritantes y el mantenimiento del ambiente himedo que promueve la cicatriza-
cién. Las mediciones que realizamos tuvieron como objetivo observar y com-
parar la cinética de liberacion de factores de crecimiento entre el PRP solo y la
mezcla con el polimero celulésico. Encontramos diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la liberacion de EGF, PDGF-BB, TGF e IGF. Las con-

centraciones de EGF y TGF fueron superiores en las muestras mezcladas con el
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polimero. Por el contrario, la cantidad de PDGF-BB e IGF son superiores en el
PRP solo. Dado que IGF es una proteina plasmatica y el PRP gelificado con el
polimero tiene menos plasma, esta diferencia es facilmente explicable. La me-
nor cantidad de PDGF-BB liberada durante las primeras 24 horas tras la forma-
cion del gel podria deberse a un atrapamiento en la malla polimérica, con una
posterior liberacion. Estos resultados indican que la liberacién de citoquinas en

nuestro gel depende de cada factor de crecimiento.

Varios estudios previos concluyen que la liberacién de factores de cre-
cimiento depende del método empleado. Sin embargo, seria interesante deter-

minar si estas diferencias tienen repercusién en la clinica.

Nuestro estudio experimental, con un reducido nimero de pacientes,
muestra resultados clinicos prometedores, que son similares y en algunos casos
mejores que los de otras series publicadas. Ademés, solo hemos encontrado un
trabajo publicado que refleje la disminucién del dolor y la mejoria de la calidad
de vida como variables resultado en la aplicacion clinica del PRP, lo que hemos

observado en nuestros pacientes.

Este estudio tiene varias limitaciones. La medida mediante ELISA de los
factores de crecimiento no confirma su actividad biolégica. Ademas, no hemos
realizado determinaciones in vivo para estudiar las interacciones moleculares

que puedan tener lugar en el lecho de la herida.

Con respecto a nuestra experiencia clinica, se trata de una serie peque-
fia sin grupo control. Para evaluar la utilidad real de nuestro método, debemos

realizar un ensayo clinico aleatorizado bien disefiado.

ELENA CONDE MONTERO
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CONCLUSIONES

1. Elsistema de obtencién de plasma rico en plaquetas propuesto es autélo-

go, ambulatorio, sencillo, econémico y reproducible.

2. El método presentado obtiene una concentracion de plaquetas superior a
la basal. La cantidad de factores de crecimiento liberados no se correlacio-

na con la concentraciéon de plaquetas.

3. Las diferencias entre la cinética de liberacidn de factores de crecimiento
en PRP con gel de hidroxietilcelulosa y la del PRP sin afiadir el polimero

bioactivo es factor dependiente.

4. Al no haber diferencias significativas en los hallazgos de microscopia elec-
tronica entre los diferentes preparados (sangre total, PRP y PRP gel), se
puede concluir que la técnica de obtencion y gelificacion de PRP preserva
la integridad de las plaquetas y no induce una activacién precoz de las

mismas.

5.  Este método de obtencién y aplicacion de PRP representa una alternativa
de tratamiento eficaz para el manejo de Ulceras crénicas que no respon-
den a tratamiento convencional, tanto de manera aislada como en combi-

nacién con otras técnicas regeneradoras.

6.  Para establecer unas claras indicaciones de uso y extender su empleo en
la practica clinica habitual, se precisan ensayos clinicos bien disefiados que

apoyen su utilidad.
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SUMMARY .

INTRODUCTION

Platelet rich plasma (PRP) is a widespread technique throughout di-
verse fields of Medicine for improving tissue regeneration. In dermatology, the
main applications during the last years have mainly been anti-aging treatments

and wound healing.

PRP contains platelets in higher concentration than whole blood and,
consequently, represents a growth factor pool. Chronic wounds are characteri-
zed by a prolonged inflammatory phase, involving a continuous destruction of
matrix proteins and growth factors. Growth factors promote cell migration, proli-

feration and differentiation, which are essential for wound healing.

Regarding the therapeutic challenge that chronic ulcers represent in our
daily clinical practice, PRP may be considered a suitable treatment option, who-
se efficacy has been proven both in vivo and in vitro. In the last years, several
methods for obtaining PRP have been published and commercialized, with dis-
posal kits at different prices. Products from these commercially available systems
produce differing concentration of growth factors and other bioactive molecules.
Moreover, different techniques have been suggested to obtain PRP gel for topi-
cal application, such as healing during non-negligible time. In our department,
we have created a compassionate protocol in order to treat chronic cutaneous
ulcers with PRP, which we obtain with economic material and an easily reprodu-
cible technique. In addition to these advantages, the polymer that we propose
for gelification enables an immediate production of PRP gel. The benefits of our
method are key points when considering including PRP treatment in our daily

clinical practice.
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HYPOTHESIS

Our technigue achieves similar bioactive molecules than other com-
mercialized methods which represent higher costs. The protocolization and ex-
tension of our technique at hospital level could represent a significant impact on

the quality of life of our patients and healthcare costs.

OBJECTIVES

1. To validate our new easy, economic and reliable system for obtaining

autologous PRP:

a) To verify that this method provides sufficient platelet concentration
and determine if platelet concentration correlates with growth factor

release.

b) To determine growth factor release kinetics from PRP gel and com-

pare it with isolated PRP.

©) To verify that platelets do not get activated or fragmented during ma-

nipulation, and do maintain integrity until application.

2. To determine clinical usefulness of this new PRP method for treating

chronic cutaneous ulcers that are non-responders to conventional management.

METHODS

This study is composed of two parts:

ELENA CONDE MONTERO
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1. Cross- sectional study with healthy donors in order to validate the
technique. Blood samples obtained by venipuncture are used for: pre and post-
centrifugation recount of platelets, quantitative assessment of the kinetics of
growth factors release from platelet gel, and microscopic checking of the plate-

let morphology preservation after manipulation.

2. Experimental uncontrolled study, so that clinical utility of the method
can be evaluated. Eleven patients with recalcitrant chronic ulcers were recruited.
Inclusion and exclusion criteria were defined. Depending on the case, PRP appli-

cation was intralesional or topical after gelification.

RESULTS

1. Validation study:

The overall average PRP platelet concentration was 1.59 higher than
the baseline whole blood platelet concentration (Standard Deviation, SD, 0.39).

Mean white blood cell concentration was 1.130/mm?* (SD1.11).

Regarding kinetics of growth factor release (measures at 20 minutes,
1 hour and 24 hours), differences were found between PRP and gelified PRP,
except for VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). EGF (Epidermal Growth
Factor) and TGF (Transforming Growth Factor) were released in higher concen-
tration in gelified PRP. On the contrary, PDGF-BB (Platelet Derived Growth Fac-
tor) concentration was higher in PRP without gel. IGF (Insulin Growth Factor),
a plasmatic protein, is present in higher quantity in samples with more plasma

(non gelified PRP).
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Images with electronic microscopy verified that platelet morphology

was preserved after both centrifugation and gelification.

2. Clinical study:

Eleven patients with 13 ulcers were included. Average ulcer duration

was 12 months (6-240). Venous aethiology was the most frequent.

Median number of treatment sessions was 9 (6-15). Complete healing
was achieved in 10 ulcers, 1 partial reepitelization in one case, and punch grafts
were needed in 2 patients in order to achieve complete healing. Pain was sig-
nificantly reduced during PRP treatment. Dermatology Life Quality Index (DLQI)

results revealed a significant impact of this intervention on quality of life.

DISCUSSION

This study was designed to validate a new method of obtaining PRP

and explore its clinical benefits.

We observed that, despite the lower platelet concentration, our method
achieves similar and even higher growth factor concentration than other sys-
tems. This result could be explained by the fact that we use a low force sin-
gle-step centrifugation. Consequently, platelets are exposed to less mechanical
forces and maintain their viability, as we confirmed with electronic microscopy
images. We agree with other authors and propose that platelet integrity is more
important than platelet concentration. Secondly, our method includes white

blood cells, which increase growth factor release. Up to date, no correlation has

ELENA CONDE MONTERO
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been found between clinical results, platelet and growth factor concentration
and PRP volume per treated area. Moreover, no consensus exists considering

ideal PRP composition.

Our method suggests PRP gelification by adding a bioactive cellulose
polymer, in order to promote a sustained growth factor release and facilitate
topical application. Different polymers have been suggested in the literature.
However, the hydroxyethylcellulose gel that we have created presents several
advantages: high speed of gel formation allows immediate application of the
gel right after the mixture between plasma and polymer, the gel does not cause
irritation nor chemical reactions and maintains humidity conditions that promote

healing.

Measures were taken in order to observe and compare the kinetics of
growth factor release between PRP alone and mixed with the cellulose polymer.
Statistically significant differences have been observed considering release of
EGF, PDGF-BB, TGF and IGF. EGF and TGF concentrations are higher after poly-
mer mixture. On the other hand, PDGR-BB and IGF concentrations are superior
without the gel. As IGF is a plasmatic protein and PRP gel has less plasma, this
difference could be easily explained. Lower amount of PDGF-BB released du-
ring the first 24 hours in the gel might be related to a possible gel entrapment
and later release. These results perfectly show that protein release in our gel is

growth factor-dependent.

As previous studies conclude, growth factor release varies depending
on the method. However, it would be interesting to determine the possible clini-

cal consequences of these differences.
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. SUMMARY

Our small interventional study demonstrates promising clinical results
of our method, which are similar or even better than other published series. As
far as we know, just a single previous study has assessed amelioration of pain
and quality of life with PRP application in chronic ulcers, with the same findings

that we have observed in our patients.

There are several limitations of this study. ELISA measurement of
growth factors does not confirm biological activity of these proteins. Moreover,
no in vivo studies have been made and no data regarding molecular interac-

tions in the wound have been collected.

Considering clinical experience, we present a limited uncontrolled case
series. A well-designed randomized clinical trial is needed to evaluate the real

utility of our new method.

CONCLUSIONS

1. The method that is suggested for obtaining PRP is autologous, easy, eco-

nomic and reproducible, on an outpatient basis.

2.  Platelet concentration achieved with this system is superior to baseline
whole blood concentration. Growth factor release does not correlate with

platelet concentration.

3. Kinetics of growth factor release in PRP differs when the hydroxyethylce-

llulose polymer is added. This variability is growth factor-dependent.

4. Considering that no significant differences in platelet morphology were
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found during examination with electronic microscopy of whole blood, PRP
and PRP mixed with cellulose polymer, we can conclude that this proce-

dure does not destroy and early activate platelets.

5. The method that is proposed for obtaining and application of PRP repre-
sents a viable treatment alternative for recalcitrant chronic ulcers, both as

isolated therapy and in combination with other regenerative techniques.

6.  Stronger scientific evidence is required to support its potential benefit for

use in chronic wounds.
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Le plasma riche en plaquettes (PRP) est une technique utilisée dans
plusieurs domaines de la médicine afin d’améliorer la régénération tissulaire. En
Dermatologie, les principales applications pendant ces dernieres années sont le
domaine de |'esthétique, notamment le traitement anti-age, et la cicatrisation

des plaies.

Le PRP se caractérise pour avoir une concentration de plaquettes su-
périeure a celle du sang complet, donc il représente un réservoir de facteurs de

croissance.

Les plaies chroniques se caractérisent par présenter une phase inflam-
matoire anormalement prolongée, qui implique une destruction continue de
protéines de matrice et de facteurs de croissance. Ces facteurs de croissance
encouragent la migration, prolifération et différenciation cellulaire, qui sont fon-

damentaux dans le processus de cicatrisation.

Devant le défi que les plaies chroniques impliquent dans notre pratique
clinique habituelle, le PRP suppose une intéressante alternative de traitement,
dont I'efficacité a été démontré in vitro et in vivo. Dans ces derniers années,
plusieurs méthodes d’obtention de PRP ont été publiés et commercialisés, qui

normalement impliquent I’utilisation de kits jetables de prix variables.

HIPOTHESE

L’hypothése de ce travail est que, avec cette technique, on obtient des
molécules bioactives fonctionnelles a un niveau similaire que les méthodes
commercialisées qui impliquent I"achat de kits de matériel jetable et, en consé-

quence, un co(t plus haut.
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Compte tenu de la forte prévalence de cette pathologie, avec une dimi-
nution notable de la qualité de vie des patients et des importantes dépenses de
santé associés, I"expansion de notre méthode pourrait avoir un grand impacte

socio-sanitaire.

OBJECTIVES

1. Valider un nouveau systtme d’obtention de plasma riche en pla-

quettes autologue, ambulatoire, simple, bon marché et reproductible:

a) Veérifier que la méthode que |'on présente obtient une concentra-
tion de plaquettes suffisante et déterminer s'il existe une corrélation
entre la concentration de plaquettes et la quantité de facteurs de

croissance libérés.

b) Déterminer la cinétique de libération de facteurs de croissance dans
le gel d’hydroxyéthylcellulose et la comparer avec celle dans le PRP

sans ajouter ce polymeére bioactive.

c) Vérifier que la technique d’obtention et gélification préserve | inté-

grité plaquettaire jusqu” au moment de I"application.

2. Etablir I'utilité de cette méthode d’obtention et application de PRP
comme une alternative de traitement efficace pour les plaies chroniques qui ne

répondent pas aux soins conventionnels.

METHODE

L"étude se compose de deux parties:
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1. Etude transversale avec des échantillons de sang de volontaires
sains pour valider la technique. Le sang prélevé est utilisé pour: la quantification
de plaquettes pre- et post-centrifugation, la détermination de la cinétique de
libération de facteurs de croissance dans le gel de PRP et la visualisation de la

préservation de la morphologie plaquettaire aprés la manipulation.

2. Etude expérimentale non contrélée pour évaluer I'utilité clinique de
la méthode. Des critéres d’inclusion et exclusion ont été établis et 11 patients
avec 13 plaies chroniques ont été inclus. Selon le cas, I'application est intra Ié-

sionnelle ou topique apres la gélification du PRP.

RESULTATS

1. Etude de validation:

La concentration de plaquettes moyenne a été 1,5 fois supérieure a
celle du sang complet (écart type 0,39). La concentration moyenne de leuco-

cytes a été 1.130/mm3 (écart type 1.110).

Par rapport a la cinétique de libération de facteurs de croissance (me-
sures registrés aux 20 minutes, 1 heure et 24 heures), on a trouvé des diffé-
rences entre le PRP isolé et celui mélangé avec le gel d"hydroxyéthylcellulose
pour tous les facteurs sauf VEGF (Facteur de croissance vasculaire endothélial).
EGF (Facteur de croissance épidermique) et TGF (Facteur de croissance trans-
formateur) ont été libérés d’une maniere plus importante dans le PRP gélifié.
Par contre, la concentration de PDGF-BB (Facteur de croissance dérivé des pla-
quettes) a été supérieure dans les échantillons de PRP sans I'hydroxyéthylcel-

lulose.
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La protéine plasmatique IGF (Facteur de croissance insulinique) s’est
trouvée en concentration plus élevée dans les échantillons avec une proportion
plus haute de plasma (PRP non gélifié avec le polymére). L'examen avec le
microscope électronique a vérifié la préservation de I'intégrité et morphologie

plaquettaire apres la centrifugation et gélification.

2. Etude clinique:

On ainclus 11 patients avec 13 ulcéres chroniques. La durée moyenne
des lésions a été 12 mois (intervalle entre 6 et 240). L” étiologie veineuse a été
la plus fréquente. Le nombre moyen de sessions de traitement a été 9 (6-15).
On a obtenu |"épithelisation compléte dans 10 ulceres, 1 épithelisation partielle
et, chez 2 patients on a d( utiliser des greffes en pastille pour obtenir la cicatri-
sation complete. La douleur s’est réduite d'une maniére significative pendant la
période de traitement avec PRP. Les résultats obtenus dans I'enquéte de qualité
de vie Dermatology Life Quality Index (DLQI) montrent un impact sur la qualité

de vie des patients qui ont recu le traitement.

DISCUSSION

Cette étude a été concue pour valider une nouvelle méthode d’ob-
tention de PRP et pour déterminer son bénéfice dans la pratique clinique habi-

tuelle.

On a observé que, malgré I'obtention d'une concentration de pla-
quettes moins nombreuse que celles avec d’autres systémes, notre méthode

obtient des concentrations de facteurs de croissance similaires et méme supé-

ELENA CONDE MONTERO



RESUME .

rieures. L utilisation d’une centrifugation unique a une vitesse de rotation basse
pourrait expliquer ce résultat, car les plaquettes s’exposent & un stress méca-
nique plus faible et préservent leur viabilit¢, comme |'on a constaté dans les
images de microscopie électronique. En conséquence, on est d’accord avec
d’autres auteurs qui proposent que le soutient de l'intégrité plaquettaire est
plus important que la concentration de plaquettes que I'on obtient. D"autre
part, notre méthode inclut des leucocytes, ce qui augmente la libération de fac-
teurs de croissance. Jusqu’au moment, on n‘a pas trouvé une corrélation entre
les résultats cliniques, la concentration de plaquettes et facteurs de croissance
et le volume de PRP par surface traitée. Par rapport a la composition idéale du

PRP, il n"y a pas de consensus.

On propose une méthode de gélification du PRP qui implique ajouter
un polymeére de cellulose afin d’encourager une libération progressive de fac-
teurs de croissance et favorise |"application topique. Plusieurs polymeres ont été
décrits dans la littérature scientifique. Cependant, le gel d hydroxyéthylcellulose
que I'on a concu présent des avantages: une rapide gélification qui encourage
I"application immédiate aprés le mélange avec le PRP, |'absence de compo-
nents irritatives et le soutient d’'un milieu humide qui facilite la cicatrisation.
L"objectif des mesures que |'on a faites a été I'observation et comparaison de
la cinétique de libération de facteurs de croissance entre le PRP isolé et le mé-
lange avec le polymeére cellulosique. On a trouvé des différences statistique-
ment significatives par rapport a la libération d'EGF, PDGF-BB, TGF et IGF. Les
concentrations d'EGF et TGF ont été supérieures dans les échantillons de PRP
meélangés avec le polymére. Par contre, les quantités de PDGF-BB e IGF ont

été supérieures dans le PRP isolé. Etant donné que IGF est une protéine plas-
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matique et le PRP gélifié avec le polymére a moins de plasma, cette différence
est facilement explicable. L'inférieure quantité de PDGF-BB libérée pendant les
premieres 24 heures aprés la formation du gel pourrait étre expliquée par un
coincement dans la maille polymérique, avec une libération postérieure. Ces
résultats indiquent que la libération de cytokines dans notre gel dépend de

chaque facteur de croissance.

Plusieurs études concluent que la libération de facteurs de croissance
dépend de la méthode utilisée. Néanmoins, il serait intéressant de déterminer

si ces différences ont une répercussion clinique.

Notre étude expérimentale, avec un nombre de patients notamment
faible, montre des résultats cliniques prometteurs, qui sont similaires et, dans
certains cas, meilleurs que ces d’autres séries publiées. De plus, on n‘a trouvé
qu’un travail publié qui considére la réduction de la douleur et I"'amélioration
de la qualité de vie comme des variables résultat dans |"application clinique du

PRP, une constatation que |’on a fait avec nos patients.

Cette étude a plusieurs limitations. La mesure de facteurs de croissance
avec ELISA ne confirme pas leur activité biologique. D’autre part, on n‘a pas
fait des déterminations in vivo afin d’étudier les interactions moléculaires qui

peuvent avoir lieu dans le lit de la plaie.

Par rapport a notre expérience clinique, la série est notamment petite,
sans groupe contréle. Afin d’évaluer I'utilité réelle de notre méthode, on devrait

faire un essai clinique contrélé randomisé bien concu.
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CONCLUSIONS

Le systeme d’obtention de plasma riche en plaquettes que I'on propose

est autologue, ambulatoire, simple, bon marché et reproductible.

La méthode que I'on présente obtient une concentration de plaquettes
supérieure a celle de base. Il n“existe pas de corrélation entre la concen-

tration de plaquettes et la quantité de facteurs de croissance libérés.

Les différences entre la cinétique de libération de facteurs de croissance
dans le gel d’hydroxyéthylcellulose et celle dans le PRP sans ajouter le

polymere bioactive est facteur-dépendant.

Etant donné qu’il N’y a pas de différences entre les découvertes de mi-
croscopie électronique des différentes préparations (sang complet, PRP et
gel de PRP), on peut en conclure que la technique d’obtention et gélifica-

tion préserve | intégrité plaquettaire et n“induit pas une activation précoce.

Cette méthode d’obtention et application de PRP constitue une alterna-
tive de traitement efficace pour les plaies chroniques qui ne répondent
aux soins conventionnels, soit de maniére isolée ou en combinaison avec

d’autres techniques

Pour établir des instructions d’utilisation claires et étendre son utilisation
dans la pratique clinique habituelle, on a besoin d’essais cliniques bien

concus afin de soutenir I intérét de ce traitement.
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El plasma rico en plaquetas (PRP) es una técnica extendida en multi-
ples campos de la medicina, con aplicaciones descritas en una amplia variedad

de patologfas y situaciones clinicas.

Su uso en dermatologia va més alld de su popular asociacién con el
envejecimiento facial. Ante el reto terapéutico que supone el manejo de las
Ulceras cutdneas cronicas, representa una alternativa de tratamiento con eficacia

demostrada in vivo e in vitro.

El PRP se define por contener una concentracién de plaquetas superior
a la basal en sangre periférica. Las plaquetas, ademés de su papel imprescindi-
ble en la cascada de la coagulacion, almacenan en su interior proteinas esen-
ciales en la cicatrizacion. El plasma también posee moléculas bioactivas que

estimulan la migracion, proliferacién, diferenciacion y metabolismo celular,

Las Ulceras cutdneas cronicas con mala evoluciéon a pesar de un ade-
cuado manejo convencional representan un problema muy prevalente, con un
importante impacto psicosocial en los pacientes y un gran gasto sanitario. Entre
los factores que se han involucrado en la promocion de la cronicidad de estas
lesiones se encuentran el déficit de factores de crecimiento y la produccion de
fibrina deficiente. Aunque es imposible predeterminar la magnitud del efecto
estimulador del proceso de curacion de las heridas mediante el empleo de
PRP, por la gran variabilidad interindividual y la influencia de factores propios de
cada caso y de cada herida en particular, lo que si esta cientificamente demos-
trado es la correlacion positiva entre la aplicacion del mismo y el acortamiento
temporal del proceso, gracias a su riqueza en factores de crecimiento, y a sus

propiedades mitogénicas y quimiotécticas.
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Tradicionalmente, los métodos utilizados para la obtencion del PRP
precisaban gran cantidad de sangre, fundamentalmente el método de plasma-
féresis, que necesitaba de un aparataje complicado y de uso exclusivamente
hospitalario, haciendo que éste fuera poco operativo y sélo Util en la cirugfa

reconstructiva.

Anitua y colaboradores' describieron, hace més de diez afios, el plasma
rico en factores de crecimiento como un método ambulatorio que no necesita-
ba de una complicada instalacion ni una gran cantidad de sangre para tener un
coagulo rico en plaquetas vy, por tanto, rico en factores de crecimiento. De forma
ambulatoria y con una centrifuga de laboratorio convencional, obtenian resulta-
dos clinicos muy llamativos.' Este método, por su simplicidad, se ha hecho muy
popular. Consiste en la extraccién de sangre mediante venopuncion en la flexura
del brazo; dicha sangre, que se mezcla en un tubo de ensayo con citrato sédico
para evitar su coagulacion, se centrifuga a una velocidad y tiempos determinados,
de forma que se separan los elementos formes méas pesados de los mas ligeros,
para su posterior decantacion. Posteriormente, con la ayuda de unas pipetas de
laboratorio, se extraen del tubo original las fracciones de plasma con menor con-
centracion 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, que es la fraccion con interés terapéutico. Previamente a su aplicacion,
se afade un activador para inducir la formacién de la malla de fibrina y la libera-
cién de los factores de crecimiento de las plaquetas. Tras validar su técnica, se ha

comercializado y cada tratamiento representa un coste significativo.

En el momento actual, se pueden encontrar en el mercado multiples

métodos de obtencion de plasma rico en plaquetas, con sus respectivos kits
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de desechables. Dependiendo del sistema empleado, las concentraciones de
plaquetas, leucocitos, eritrocitos y factores de crecimiento pueden variar.*# Las
implicaciones clinicas de las diferencias de composiciéon de los diferentes pre-
parados no estds claramente descritas. Para la obtencién y optimizacién del gel
de PRP, algunos autores proponen el uso de diferentes polimeros bioactivos®®,
la mayoria de dificil adquisicion y empleo en la practica clinica diaria. En el con-
texto de esta diversificacion destaca la ausencia de estandarizacion de prepara-

cién y uso.

Dado el notable crecimiento de uso del PRP en diferentes campos de
la medicina en los Ultimos afios, principalmente en estética, la Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) considera, desde el 23 de
mayo de 2013, que el PRP es un medicamento de uso humano.” Sin embargo,
en pocas indicaciones se han realizado ensayos clinicos de la suficiente calidad
como para poder extraer conclusiones. Las revisiones sisteméticas disponibles
en la actualidad no demuestran mejoria estadisticamente significativa en el ma-
nejo con PRP en comparacion con las curas convencionales, lo que contrasta
con los buenos resultados descritos en casos clinicos descritos aislados.® El es-
caso numero v la cantidad deficiente de los ensayos clinicos que encontramos
en la literatura puede explicar la ausencia de deteccién de diferencias. En el
informe anteriormente citado, la AEMPS hace un llamamiento para que se rea-
licen ensayos clinicos robustos y se disponga de mayor evidencia cientifica para

poder establecer las indicaciones del PRP.

En el servicio de Dermatologia del Hospital General Universitario Gre-
gorio Marafion (HGUGM), tras el disefio de un protocolo de uso compasivo,

hemos comenzado a tratar Ulceras crénicas recalcitrantes con plasma rico en
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plagquetas, que obtenemos con material econédmico y una técnica facilimente
reproducible, a partir del método descrito por Anitua y colaboradores'. Teniendo
en cuenta la necesidad de reducir los gastos sanitarios, empleamos un método
manual y hemos disefiado un gel sencillo de obtener y econdmico, para optimi-

zar la aplicacion topica del PRP en Ulceras cuténeas.

La experiencia de nuestro equipo investigador es que, si no calentamos
el PRP o le afiadimos un polimero bioactivo gelificante, no conseguimos la con-

sistencia deseada.

La obtencién de un producto gelificado es esencial para poder ser apli-

cado topicamente sin derramamiento.

La novedad estd en que proponemos un gel de PRP que conseguimos
con material econémico y una técnica facilmente reproducible. Para obtener el
PRP, utilizamos un procedimiento validado, pero con material propio y barato.
Para conseguir la consistencia deseada para su aplicacion topica, hemos disefia-
do un gel con propiedades beneficiosas tanto para la viabilidad del PRP como

para la promocién del ambiente idéneo para la curacién de la herida.

Las plaguetas son muy sensibles a cualquier tipo de manipulacion, por
lo que la centrifugacion, separacién y posterior formacion del gel representan
procesos traumaticos para su viabilidad. La cantidad de factores de crecimiento
disponibles tras el proceso depende de la acumulacién de estos factores estre-
sores. La gelificacion que se produce de manera natural tras activar el plasma
se debe a la formacién de una malla de fibrina. La calidad de este gel es muy

variable entre individuos, lo que influye en la biodisponibilidad de factores de
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crecimiento. Por ello, se han propuesto diferentes polimeros bioactivos para op-

timizar la gelificacion del PRP y la bioactividad de sus componentes.®®

Nosotros optamos por el agente gelificante denominado hidroxietilce-
lulosa (HEC), que tiene la propiedad de formar geles semisélidos por medio de
imbibicion. El gel de hidroxietilcelulosa como excipiente base forma una micro-
capa a modo de malla no oclusiva que evita los tipicos fendémenos de conges-
tion producida por otros tipos de geles hidrofilicos u oleosos. Dicho mecanismo
de por si ya favorece el proceso normal de cicatrizacion. Este gel favorece la
liberacion gradual a través de la piel de las sustancias afiadidas, en este caso del
plasma rico en plaquetas, no produce reacciones de irritacion ni interacciones
quimicas sobre la piel al ser no idnico y no depender del pH para su obtencion.
Tras la activacion del PRP, se afiade al gel de hidroxietilcelulosa y se aplica sobre

la Ulcera.

Dada la sobrecarga asistencial y la necesidad de reduccién de gasto del
Sistema Nacional de Salud, el método se caracteriza por su sencillez, bajo coste

asociado y rapidez de aplicacion.

Por estos motivos, creemos que estd justificada, por un lado, la pre-
sentacion del estudio de validacién de nuestro método de obtencién de gel de
plasma rico en plaquetas ambulatorio, sencillo, fiable y econémico, para su apli-
cacién en Ulceras crénicas que no responden a tratamiento convencional. Por
otra parte, mostramos los resultados del estudio prospectivo en el que hemos
incluido a los pacientes con Ulceras cutédneas crénicas recalcitrantes que hemos

manejado con PRP.
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En la actualidad existen varios métodos de obtencién de PRP descritos
en la literatura. Cada uno propone diferentes tiempos y velocidades de centri-
fugacion, asf como aparatos de caracteristicas especiales.® Diferentes autores
han descrito buenos resultados clinicos con la aplicacién de PRP obtenido de
manera manual.? Sin embargo, en la metodologia detallada en la mayoria de las
publicaciones, no se concreta el modo de gelificacion del PRP. Esto representa
un obstéaculo para que la aplicacién de la técnica se extienda de manera senci-

lla, protocolizada y econdmica.

Desde diciembre de 2012 a marzo de 2014, en el Servicio de Der-
matologia del Hospital Gregorio Marafién tratamos de manera compasiva con
PRP a pacientes con Ulceras cutdneas crénicas que no responden a tratamiento
convencional. A pesar de la existencia de métodos comercializados, decidimos

emplear uno manual y abierto, basdndonos en lo descrito en la literatura.

La hipdtesis de nuestro trabajo es que con nuestra técnica obtenemos
moléculas bioactivas funcionales en similar grado que los métodos comerciali-
zados que implican la compra de kits de consumibles y, consecuentemente, un
mayor gasto. Dada la elevada prevalencia de esta patologia, con una disminu-
cién importante de la calidad de vida de los pacientes y un elevado gasto sani-
tario asociado, la expansion del método que proponemos podria tener un gran

iImpacto sociosanitario.

Consecuentemente, los objetivos de nuestro trabajo son:

1. Validar nuestro nuevo sistema de obtencién de plasma rico en pla-

quetas autélogo, ambulatorio, sencillo, econémico y reproducible:
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a) Comprobar que éste proporcione la suficiente concentracion de pla-
quetas y determinar si la concentracion plaquetaria se correlaciona

con la cantidad de factores de crecimiento liberados.

b) Determinar la cinética de liberacién de factores de crecimiento en
el gel de hidroxietilcelulosa, y compararla con la del PRP sin afiadirle

la hidroxietilcelulosa.

) Verificar que no active o fragmente las plaquetas por su manipula-

cion, y las mantenga integras hasta el momento de su utilizacion.

2. Determinar la utilidad clinica de la aplicacién de nuestro método de
obtencion de plasma rico en plaquetas en el tratamiento de Ulceras cutdneas

cronicas que no han respondido a tratamiento convencional.
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3.1. HERIDAS CUTANEAS

3.1.1. CLASIFICACION

Las heridas cutdneas son pérdidas de sustancia que pueden clasificarse

seglin su profundidad, duracién y etiologia.

Con respecto a la profundidad, si solo se ha perdido la epidermis, ha-
blamos de una erosién. Si la herida afecta planos més profundos, la denomina-
mos Ulcera. Si la pérdida de tejido incluye la epidermis y partes de la dermis, se
trata una herida de espesor parcial. Si, por el contrario, existe una destruccion

completa de la dermis, se considera herida de espesor total.

Segun la duracién, las heridas se clasifican en agudas o crénicas. Las
heridas agudas se caracterizan por obtener la curacion completa, recuperando
su integridad anatémica y funcional en el tiempo y de la manera esperados. Se
considera Ulcera cutdnea crénica a una pérdida de sustancia que afecta a la epi-
dermis, la dermis y, en ocasiones, a planos mas profundos, que no cura en el

tiempo esperado, presentando una escasa tendencia a la cicatrizacion. '

La definicion de Ulcera crénica no estd claramente descrita en la lite-
ratura. Segin Leaper y Durani'!, cualquier herida que no ha presentado una
reducciéon en extension del 20-40% tras 2-4 semanas de tratamiento éptimo,
deberia etiquetarse como Ulcera crénica. Existe consenso para considerar que
una Ulcera es crénica si no alcanza una curacién completa en 6 semanas o no

existe respuesta adecuada a un cambio de tratamiento.'?

La etiologia de las Ulceras cutdneas es multiple. Las mds frecuentes
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son las Ulceras de miembros inferiores y, dentro de éstas, las de origen ve-
noso. También son muy prevalentes las arteriales, por presién, las neuropéti-
cas, esencialmente por lepra y diabetes, y la Ulcera hipertensiva de Martorell.
Entre otras causas se encuentran las producidas por traumatismos, quema-
duras, linfedema, picaduras, vasculitis, vasculopatfas, infecciones, neoplasias,
farmacos (como la hidroxiurea), pioderma gangrenoso, paniculitis, estados
de hipercoagulabilidad, lesiones facticias. Algunos sindromes genéticos ca-
racterizados por una senescencia celular precoz, como el tipo de progeria
denominado sindrome de Werner, también son causa de la aparicion de

heridas cronicas.'

3.1.2. FISIOLOGIA DE LA CICATRIZACION NORMAL

La cicatrizaciéon es el proceso natural para regenerar los tejidos de la
dermis y epidermis que han sufrido una herida. Cuando se trata de una erosién,
con afectacion exclusivamente de la epidermis, ésta se restaura consiguiendo
una estructura similar a la pre-lesional. Si, por el contrario, se afectan estructuras

mas profundas, esta regeneracién no se produce, quedando una cicatriz.

En las Ulceras agudas, existe un mecanismo diferente de cicatrizacion
en funcion de si las lesiones son de espesor parcial o total. En las heridas de
espesor parcial, los anejos estan preservados. Estas estructuras sirven como re-
servorio de células epiteliales y la reepitelizacién se produce desde los bordes
y el centro de la lesion. En las heridas de espesor total, dado que los anejos no

estan presentes, la reepitelizacién sélo es posible desde los bordes.

Cuando se sufre una herida, se producen una serie de complejos fe-
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nomenos bioquimicos que se suceden para reparar el dafio. Estos fendmenos
ocurren con cierto solapamiento temporal y pueden ser divididos para su estu-

dio en las siguientes fases: inflamatoria, proliferativa y de remodelacion.

— Fase inflamatoria:

Este primer tiempo consta de una respuesta vascular y celular. Las pla-
quetas son las primeras células en intervenir, con su papel hemostético y su ac-
tivacion de la cascada de liberacion de factores de crecimiento que estimulan la
cicatrizacion. Se produce vasodilatacion, extravasacion de liquido al espacio ex-
tracelular y un bloqueo del drenaje linfatico, con la consiguiente aparicion de los
signos cardinales de la inflamacién (calor, rubor y tumor). Esta primera fase suele
durar 24-48 horas, pero en algunos pacientes se puede prolongar hasta 2 sema-

nas. En caso de una mayor duracién, se trataria de una inflamacion crénica.

Al producirse una herida, se dafan los vasos y el coldgeno queda ex-
puesto. Este coldgeno y la trombina que se genera en el proceso de hemos-
tasia, estimulan a las plaquetas, produciéndose su activacién, adhesion y agre-
gacion. Las plaguetas liberan diferentes mediadores como la serotonina, trom-
boxano A2, fibrindgeno, fibronectina y trombospondina, con lo que se mantiene
activo el proceso de agregacién para frenar el potencial sangrado. El fibrindgeno
derivado de las plaquetas se convierte en fibrina, que acttia como matriz para
monocitos y fibroblastos. La liberacion de prostaciclina por las células endotelia-
les inhibe la agregacion plaquetaria, por lo que limita la extensién del proceso.
En esta fase inflamatoria es esencial el papel de factores de crecimiento, como
el PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de las Plaguetas), con propiedades

quimiotacticas, angiogénicas y mitogénicas.
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En las primeras horas de la fase inflamatoria, los neutrdfilos y los mo-
nocitos son las células predominantes en el lugar de la lesion. Posteriormente,

su numero disminuye y aumenta la cantidad de macréfagos.

- Fase proliferativa:

En esta segunda fase predomina la respuesta celular y es la etapa en la
gue se crea una barrera permeable (reepitelizacion), se establece un adecuado
aporte sanguineo (revascularizacion) y un refuerzo del tejido dafiado (fibropla-

sia).

La epitelizacion se define como la formaciéon de epitelio sobre una
zona desprovista de él. Implica la migracién de las células epiteliales desde
los bordes de la herida hacia el centro. Este proceso comienza horas después
del dafio tisular. Los queratinocitos de los bordes de la herida sufren cambios
estructurales, rompen sus uniones celulares y con la membrana basal, y que-
dan libres para migrar sobre la superficie de la lesién, gracias a la formacion de
microfilamentos de actina intracelulares. En las heridas de espesor parcial, las

estructuras anexiales que persisten en el lecho contribuyen a la reepitelizacion.

Las células epidérmicas secretan colagenasas y activador de plasminé-
geno. La produccion de plasmina promueve la disolucion del codgulo y permite
la migracién de los queratinocitos. Cuando la reepitelizacion se completa, las
células epidérmicas recuperan sus uniones intercelulares y con la membrana
basal. El ambiente himedo favorece la reepitelizacion de las heridas. Diferentes
estudios muestran los beneficios de la cura oclusiva para limitar la inflamacién,

restaurar la funcion barrera e incrementar la hidrataciéon cutanea.
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La angiogénesis se define como la migracion y proliferacion de las célu-
las endoteliales para formar nuevos vasos en lecho de la herida, y depende de
la fibronectina, heparina y factores de crecimiento liberados por las plaquetas y
macréfagos. La familia de factores de crecimiento fibroblasticos (FGF) vy el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) son potentes estimulos que promue-
ven la neovascularizacién. Las trombospondinas son inhibidores endégenos de la

angiogénesis que limitan el proceso.

En el proceso de fibroplasia, el fibroblasto es la célula responsable de la
produccién de coldgeno, elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos y proteinasas.

Su niimero aumenta en la herida cuando disminuye la inflamacion.

La fibroplasia comienza de 3 a 5 dias tras la aparicién de la herida, y pue-
de durar 2-4 semanas. La migracion y proliferacion de los fibroblastos se produce
con la estimulacion de la fibronectina, PDGF, factor de crecimiento fibroblastico

(FGF), factor de crecimiento transformante (TGF).

La sintesis y dep6sito de coldgeno es esencial. Se secreta al espacio ex-
tracelular en forma de procolageno, que se agrega formando tropocolédgeno y
posteriormente filamentos vy fibras de coldgeno. Este proceso ocurre en un gel
matricial formado por glicosaminoglicanos, acido hialurénico, condroitin sulfato,
dermatansulfato y heparinsulfato, producidos por los fibroblastos. La cantidad de
coldgeno en la herida esté limitada por las colagenasas y otros factores que pue-

den destruirlo.

Aproximadamente el 80% del colédgeno en la piel normal es tipo |, el
resto tipo lI. Por el contrario, el coldgeno tipo lll es el componente esencial del

tejido de granulacién temprano y abundante en el tejido embrionario
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- Fase de remodelacion:

La remodelaciéon del coldgeno durante esta fase depende del balance
entre su sintesis y destruccion, a lo que contribuyen las colagenasas y las me-
taloproteinasas de matriz (MMPs). Para regular este proceso, los inhibidores
de las metaloproteinasas tisulares (TIMPs) limitan la accion de estas enzimas

proteoliticas.

El coldgeno se organiza, la fibronectina desaparece y el &cido hialuréni-
co y los glicosaminoglicanos son reemplazados por proteoglicanos. El coldgeno

tipo Il es sustituido por colageno tipo |.

Esta fase comienza aproximadamente a las 3 semanas de la produc-
ciéon de la herida, cuando la cantidad de coldgeno en el lecho se mantiene

estable.

Las citoquinas son unas proteinas mediadoras esenciales en el proce-
so de curacion, liberadas por diferentes células, que pueden actuar de manera
autocrina, paracrina o endocrina. Entre las citoquinas mds importantes en esta
fase se encuentran el factor de crecimiento epidérmico (EGF), FGF, PDGF, VEGF,

factor de crecimiento transformante beta (TGFb).

3.1.3. CRONIFICACION DE LAS HERIDAS

Las Ulceras cutdneas cronicas recalcitrantes que no responden a
tratamiento convencional representan un problema muy prevalente, con
un importante impacto psicosocial en los pacientes y un gran gasto sanitario

asociado. En los diferentes estudios sobre calidad de vida, los pacientes con
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Ulceras cronicas refieren gran afectacidon emocional, principalmente a causa
del dolor, la apariencia de las lesiones, el exudado de las mismas, el mal olor
y la situacion de dependencia asociada.' El primer estudio de prevalencia de
Ulceras crénicas de extremidades inferiores en poblacién espafiola encontrd

que ésta era del 0,16%.'°

Las Ulceras cutédneas cronicas mas prevalentes en nuestro medio son
las vasculares de extremidades inferiores, las del pie diabético y las Ulceras por
presion. A pesar de un diagnéstico y un manejo adecuados, incluso en unida-
des especializadas de Ulceras crénicas, hasta un 20% de las Ulceras no evolu-

cionan favorablemente.!”

El ambiente bioquimico que promueve la cronicidad de estas lesio-
nes se define por una prolongacion de la fase inflamatoria debido a aumento
de las citoquinas pro-inflamatorias y la actividad de las metaloproteinasas, con
el consiguiente déficit de factores de crecimiento y de fibrina. La hipoxia y
necrosis tisular, asi como las infecciones de repeticion, promueven el exce-
so de enzimas proteoliticas, las metaloproteinasas, que destruyen la matriz
extracelular e impiden la cicatrizacion.'® La cantidad de metaloproteinasas se
correlaciona con la duracion y cronificacion de una herida, al contrario que la
fibronectina, dado que su presencia estimula la cicatrizacion. Para conseguir
una intervencion exitosa con estos pacientes, ha de cortarse este circulo vi-
cioso (Figura 3.1). En este contexto, el aporte de factores de crecimiento y la
inhibicién de la accién de las metaloproteinasas en la herida son estrategias

terapéuticas interesantes.
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El impacto en los costes sanitarios de esta patologia estd infraestimado.
El manejo de las Ulceras crénicas estd ampliamente considerado como parte
de la practica habitual bésica del personal de enfermeria y no como un reto te-
rapéutico que precisa un manejo cooperativo entre diferentes especialistas. En
muchos casos, el calculo del coste del manejo de las Ulceras cronicas se deter-
mina de una manera simplista e inadecuada, basada en el nimero se apositos

utilizados, en vez de en el total de cuidados dentro de un continuum.

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha ido desarrollando un interés

creciente en la investigacién sobre como optimizar el manejo de esta patologia.
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La implantacién y desarrollo de programas de prevencién y cuidado de Ulceras
cronicas basados en la evidencia muestra como se puede reducir los costes
al tiempo que se aumenta la salud y la calidad de vida de los pacientes. Un
pilar fundamental de estos programas es la colaboracién interprofesional.'® En
la prevencion y el primer escalén de tratamiento, el manejo convencional con
apositos, se encontrarfa la atencion primaria. Si no se consigue la evolucién
adecuada, se pasarfa al 2° escaldn, con terapias intermedias, o al 3°, de terapias

avanzadas. Estos dos Ultimos niveles precisan atencién médica especializada.

(Figura 3.2).
TISULAR MADRE
W
N
&F —
N Terapias NIVEL3
o
g & avanzadas
o O
o @
¢&
o g Terapias

(] - :
@ intermedias NIVEL 2

Tratamiento convencional:

cura humeda NIVEL. 1

Adaptado de Flanagan M, 2013

Figura 3 2. Niveles de tratamiento en manejo multidisciplinar de las beridas cutaneas.
Adaptado de Flanagan®’.

3.1.4. PRINCIPIOS GENERALES DEL TRATAMIENTO DE LAS ULCERAS
CRONICAS

El tratamiento de las Ulceras cronicas ha de tener un doble enfoque: la

enfermedad de base y el tratamiento local de la herida.
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En el caso del pie diabético, es esencial un control estrecho de las glu-
cemias, limpieza y cuidados podolégicos y uso de dispositivos de descarga para

disminuir la presion.

En pacientes con Ulceras crénicas en el contexto de hipertension veno-
sa, es esencial la realizacion de un eco-doppler para despistar la existencia de
reflujo y valorar las opciones de tratamiento intervencionista. En un metaanalisis
reciente, se sefiala que la compresion es la Unica medida que ha mostrado un
beneficio estadisticamente significativo en la curacién de las Ulceras venosas

cronicas.?’

A continuacion se detallan los principios bésicos de curacion de toda

Ulcera cronica.

La European Wound Management Association (EWMA) describié una
estrategia dindmica llamada TIME, que resume los 4 puntos clave para estimu-

lar el proceso de curacion natural.

T (Tissue/ Tejido): control del tejido no viable

| (Infection/ Infeccién): control de la inflamacion

M (Moisture/ Humedad): control del exudado

E (Edge/borde): estimulacion de los bordes epiteliales.

El lavado es un primer paso esencial en la cura de toda herida. Aunque

hay controversia sobre el método ideal, los expertos coinciden en el uso de
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suero fisiolégico o agua del grifo y jabon, con la aplicacion de antisépticos en

situaciones puntuales (antes y después de desbridamiento cortante).

El desbridamiento es necesario en el caso de que existan detritos, es-
facelos o restos necroticos que promueven la colonizacion bacteriana y la res-
puesta fagocitica que va en detrimento de la cicatrizacion de la herida. Puede
realizarse mediante métodos mecénicos, enziméticos, quimicos, quirdrgicos o

incluso bioquirtrgicos mediante el uso de larvas.

El control de exudado es importante ya que, aunque es aconsejable
la existencia de un ambiente himedo en la herida, éste no debe ser excesivo,
pues podria producir maceracion de los bordes e incluso del propio tejido de

granulacion. Este excesivo exudado puede, ademas, ser signo de infeccion.

Durante las fases de cicatrizacion y reepitelizacion es aconsejable man-
tener un medio himedo y aséptico, que favorece una reparacién mas rapida.
Es también aconsejable el empleo de apositos que permitan espaciar las curas
para evitar dafiar el tejido neoformado y promover el ambiente bioquimico que

estimula la cicatrizacion.!”

En el afio 1962, Winter?> demostré que los apositos que mantienen la
cura en ambiente hiimedo aceleraban la curacion. Desde entonces, se han di-
sefiado y comercializado multiples apdsitos, sin que la evidencia cientifica haya

establecido grandes diferencias entre ellos.

Los apositos se pueden clasificar en tres grupos: pasivos, activos e in-
teractivos. El aposito pasivo sélo tiene una funcion protectora, mientras que los

otros crean un ambiente adecuado que promueve la cicatrizacion.
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La eleccién del aposito se basa en las caracteristicas de la herida, el co-

nocimiento y experiencia del profesional, y las preferencias del paciente.

Los principales grupos de apdsitos son los hidrogeles, hidrocoloides,
espumas de poliuretano, hidrofibras, alginatos. Los apdsitos pueden tener mul-
tiples capas y diferentes componentes. Los ap6sitos mixtos poseen, ademds de
uno de los componentes anteriores, diferentes sustancias en funcion de las ne-
cesidades del tipo de herida, incluyendo agentes enzimaticos, carbon activado,
plata idnica, yodo, antisépticos, antibidticos, coldgeno, miel de manuka, antime-

taloproteinasas o factores de crecimiento.?®

3.1.5. TERAPIA AVANZADA

Con el objetivo de promover la granulacién, incrementar el flujo sangui-
neo  la cicatrizacion en estos pacientes, las terapias alternativas que se han uti-
lizado incluyen el laser, la estimulacién eléctrica, la presion negativa y la cdmara
hiperbdrica. Los resultados son en muchos casos esperanzadores. Sin embargo,
se precisan ensayos clinicos robustos para determinar la utilidad real de estas
modalidades terapéuticas, dado que su uso en la mayoria de los trabajos es en

combinacidn con otros tratamientos.2*

Otra modalidad de tratamiento de Ulceras que no responden a trata-

miento convencional es el uso de injertos de piel.

Los injertos pueden ser autélogos (con piel obtenida de otro sitio del
propio paciente), aloinjertos (obtenidos de otra persona), o xenoinjertos (piel
de otras especies, como el cerdo). Los autoinjertos son normalmente lamina-

res, obtenidos con dermatomo, o en sello (microinjertos), para lo que se em-

ELENA CONDE MONTERO



IL.— INTRODUCCION .

plea cureta o punch. Las células del propio paciente se pueden cultivar para

formar una fina capa en el laboratorio (autoinjerto de queratinocitos cultivados).

Se han desarrollado y comercializado diferentes sustitutos bioldgicos
cutdneos, que se consiguen a partir de ingenieria genética y pueden ser epidér-

micos, dérmicos o mixtos (con epidermis y dermis).?®

Aunque las biopsias de piel son la fuente regular de los queratinocitos
y de las células madre epidérmicas, se podrian generar queratinocitos a partir

de células madre embrionarias humanas.2®

En un metandlisis reciente?” que incluye 17 ensayos, la mayoria con
riesgo de sesgo moderado o elevado, se compara la utilidad de los diferentes
tipos de injertos cutdneos en Ulceras venosas cronicas. Se concluye que los sus-
titutos cutdneos bicapa son superiores a los apdsitos convencionales, mientras
que no hay evidencia suficiente para afirmar lo mismo de los otros sustitutos.
Las ventajas sobre los injertos tradicionales incluyen que se trata de una técnica
no invasiva que no precisa zona dadora. Sin embargo, por el momento, a pesar
del ahorro en costes indirectos (consultas y gasto hospitalario), son productos

de coste elevado, muchos todavia en fase experimental.

Los mayores avances en los Ultimos afios en bioingenierfa tisular cuta-
nea se basan en protocolos de terapia génica y celular y estdn enfocados a la

identificacion, aislamiento y caracterizacion de las células madre epiteliales.

No podemos olvidar que el ambiente bioquimico que promueve la cro-
nicidad de las Ulceras cutdneas se caracteriza por una elevada actividad protea-

sa, que disminuye la concentracién efectiva de factores de crecimiento, esencial
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en el proceso de cicatrizacion. El manejo convencional de las Ulceras cronicas
no proporciona estos factores esenciales en el proceso de cicatrizacion.”® La
aplicacion de factores de crecimiento aislados?®2°*° o el uso de plasma rico en
plaguetas se presentan como alternativas que proporcionarian estas proteinas

indispensables en el lecho de la herida.

El plasma rico en plaquetas (PRP), muy popular en la actualidad por su
aplicacion en el campo de la estética, predominantemente el envejecimiento
facial, estd mostrando un papel beneficioso en una gran variedad de situaciones
clinicas en Dermatologia.*' Gracias a su riqueza en factores de crecimiento, y
a sus propiedades mitogénicas y quimiotdcticas, el PRP se propone como una
alternativa eficaz en el manejo de Ulceras cutdneas crénicas resistentes a trata-

miento convencional.'® 3233343536
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3.2. PLAQUETAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO

3.2.1. LAS PLAQUETAS

Las plaquetas son fracciones citoplasméticas de los megacariocitos
producidos en la médula 6sea. La concentracién sanguinea varia de 150.00 a

400.000/ul. Dado que no poseen ntcleo, su vida media es de 7-9 dias.

Ademads de intervenir en los procesos de hemostasia mediante la
formacién del codgulo, desencadenan el proceso de reparacion de las heridas
ya que son un reservorio fisiolégico de factores que poseen un papel activo en
la regeneracion de los tejidos. Se han detectado méas de 300 moléculas distin-
tas en el concentrado plaquetario. En el citoplasma plaquetario se encuentran

granulos de dos tipos:

1. Granulos @, que contienen una gran variedad de proteinas, que in-
cluyen factores de la coagulacion (factor V, VI, fibrindgeno), factores
angiogénicos (angiogenina, VEGF), antiangiogénicos (angiostatina,
PF4), factores de crecimiento (PDGF, bFGF), proteinasas (MMP2,
MMP9) y otras citoquinas.

2. El segundo tipo de gréanulos se denomina cuerpos densos, que con-
tienen serotonina, Ca**, ADP, ATP, tromboxano A, y otras sustancias

que participan en la hemostasia.

No estd claro si la secrecion de los diferentes componentes de los
granulos plaquetarios es un proceso controlado dependiendo del contexto, en

funcion del microambiente de la herida, o un proceso aleatorio.*’
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Cuando se produce una herida, las plaquetas se unirdn al coldgeno
expuesto de la pared vascular (adhesion) y a la vez entre si (agregacién) a tra-
vés de puentes de fibrindgeno. La degranulacién (activacion) de las plaquetas
se puede realizar por varios mecanismos, mecanicos o quimicos. Uno de los
maés fuertes es la adhesion de las plaquetas al coldgeno y otros componentes
del endotelio, otro seria la presencia de trombina. Al activarse, las plaquetas
obtienen una forma esferoidal y espinosa con movimientos de pseudodpo-
dos y expulsion de los gréanulos anteriormente citados, que liberarédn a su vez
factores de crecimiento. Este proceso no se produciré si existe ruptura o frag-
mentacion plaquetaria, por lo que las variaciones en la obtencion de los pre-
parados plasmaéticos ricos en plaquetas modificardn el contenido de factores

de crecimiento final.*®

3.2.2. LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LAS HERIDAS CRONICAS

Los factores de crecimiento son un grupo de citoquinas que estimulan
la proliferacion celular controlando la regeneracién y reparacion de los diferen-
tes tejidos. Al unirse a su receptor, estimulan una cascada de segundos men-
sajeros que transmite unas determinada sefial y provoca una respuesta (migra-
cién, proliferacién, diferenciacion).*® En funcién de la proximidad entre la célula
que produce el factor de crecimiento y la que la recibe, podemos diferenciar las
respuestas en: endocrina, cuando las células respondedoras se encuentran a
distancia; paracrina, cuando estan en la proximidad; autocrina, si se unen a un
receptor de la misma célula que los ha liberado; yuxtacrina, cuando el factor de
crecimiento se une al receptor de una célula y ésta contacta directamente con

otra.*°
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Los factores de crecimiento son producidos por diferentes tipos celu-
lares, como los fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales y leucocitos. Por

otro lado, se almacenan en reservorios, como son los granulos alfa plaquetarios.

Los factores de crecimiento que se encuentran en los granulos alfa de
las plaquetas estan preformados. Cuando se desencadena la activaciéon plaque-
taria, los factores son liberados a través de la membrana y se unen a cadenas

carbohidratadas, con su consiguiente activacion.*!

De manera general, podemos decir que el papel de los factores de
crecimiento en la promocion de la cicatrizacion de las heridas se debe a su acti-

vidad quimiotdctica, mitogénica, angiogénica y productora de matriz extracelular.

Sin embargo, cada factor de crecimiento activa una o varias vias de res-
puesta, que dependen del entorno celular. Su accién depende de la interaccién
con su receptor de membrana especifico. Los receptores de los factores de cre-
cimiento son unas proteinas de membrana que tienen tres regiones: dominio
extracelular, donde se une el factor, transmembrana y otro citoplasmatico, unido
a una proteina tirosinquinasa especifica. Esta Ultima desencadena la activacion
de una cascada de segundos mensajeros, que hacen que la sefal se siga trans-
mitiendo una vez que desaparecen los factores de crecimiento. Cada receptor
fosforila un grupo de proteinas distinto provocando distintas acciones en una

misma célula.

La respuesta no depende de la cantidad de factores de crecimiento
liberados, dado que su accion depende de los receptores de membrana, que

estan en un numero limitado.
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3.2.3. CLASIFICACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

a) Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Recibe este nombre porque se aislé por primera vez dentro de los gré-
nulos alfa de las plaquetas, pero también es sintetizado por otras células, como

los macréfagos o las células endoteliales.

Es una proteina de 30 Kda de peso molecular formada por dos cade-
nas de aminodcidos, A y B, que tienen una similitud del 60% en su estructura
y que cada una estd codificada por un gen diferente. El gen que codifica A estd
en el cromosoma 7 y el que codifica B en el cromosoma 22. La combinacion
de estas dos cadenas originan tres formas: PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB, y
su contenido es variable seguin el tipo de célula. Las plaquetas producen ambas

formas, Ay B.%2

Es el primer factor de crecimiento en actuar en el proceso de cicatriza-
cion.* Facilita la angiogénesis por via indirecta a través de los macréfagos que
actiian sobre las células endoteliales, tiene un efecto quimiotéctico y activador
sobre las células inflamatorias, una accién mitogénica sobre las mesenquimales

y estimula la formacion de colédgeno tipo | y hueso.**

b) Factor de crecimiento transformador (TGF)

Recibe este nombre debido a que se aislo por primera vez en los teji-

dos transformados (sarcomas).
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Tiene 3 isoformas: TGF-betal, TGF-beta2, TGF-beta3. Su sintesis se
debe a un gen localizado en el cromosoma 19. El TGF-1 se encuentra sobre
todo en plaquetas, linfocitos y neutréfilos, mientras que el TGF-2 se encuentra

principalmente en hueso, linfocitos, plaquetas y neutréfilos.*!

El TGF-betal parece ser el factor de crecimiento mds importante en la
regeneracion. Tiene dos efectos sobre células indiferenciadas. A altas dosis su-
prime la proliferacién y diferenciacion osteobléstica, mientras que a bajas con-
centraciones tiene poder osteogénico. Produce quimiotaxis y mitogénesis de
precursores de los osteoblastos y ademés inhibe la accién de los osteoclastos.>
El TGF-1 es un potente estimulador del deposito de coldgeno, inhibiendo su
reabsorcion y degradacion destruyendo las proteinasas,** y un importante regu-

lador de la respuesta inflamatoria.

¢) Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Tiene 4 isoformas y es producido por plaquetas, macréfagos, osteo-
blastos y células musculares lisas, sobre todo en estados de hipoxia.*® Aumenta
la neovascularizacion, favoreciendo la diferenciacion, proliferacion y emigracion
de las células endoteliales. La regulacion de su accion depende de TGF- beta y

PDGF.*°

d) Factores de crecimiento insulinico (IGF-1'y IGF-II)

Son una familia de proteinas con una estructura en cadena simple que

poseen una semejanza del 50% con la insulina. Tiene 2 isoformas, la tipo |y II.
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El IGF-I es el factor de crecimiento mas abundante en la matriz dsea.

Son producidos por diferentes tipos celulares, entre ellos: plaguetas,
macrofagos, osteoblastos, células madre mesenquimales. Ambas formas estén
en el hueso en gran cantidad y en menor proporcién estan en el sistema vas-
cular transportado por complejos con proteinas especificas de unién. Estimulan
la formacion de hueso induciendo la proliferacion celular, la diferenciacién vy la
biosintesis de colageno tipo 1.#¢ El IGF-I por si solo no es capaz de estimular la
reparacién ésea, normalmente necesita estar combinado con otro factor de cre-

cimiento como PDGF o FGF3°

e) Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El EGF es un péptido compuesto por 53 aminodcidos que presenta en
su estructura tridimensional tres puentes disulfuro intramoleculares, esenciales

para su union al receptor tirosinquinasa especifico.

Tiene acciones mitogénicas, de migracion y de diferenciacién, no sélo
sobre las células epiteliales, sino también sobre fibroblastos, células renales y
células gliales a partir de células mesenquimales.*® También incrementa la acti-

vidad de osteoblastos, aunque inhibe la sintesis de la matriz ¢sea.**

f) Factores de crecimiento fibrobldstico dcido y bdsico (aFGF y bFGF)

Puede presentar 9 isoformas. Los primeros en descubrirse fueron el
acido o tipo | y el bésico o tipo 11.*° Son producidos principalmente por fibro-

blastos, pero también por macréfagos, osteoblastos, plaquetas, células endote-
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liales. La actividad mitogénica de la forma bésica es la més potente. Estimulan
la proliferacion y la diferenciacion de osteoblastos e inhiben la de osteoclastos.
Ademds, aumentan la proliferacién de fibroblastos y favorecen la angiogénesis

por su accién mitogénica y quimiotéctica sobre células endoteliales.*®

Desde hace afios se esté investigando sobre los beneficios del uso de
factores de crecimiento heterélogos producidos por biotecnologia de manera
aislada. A pesar de los buenos resultados sefialados en diferentes series de
casos, la mayoria de ensayos clinicos disefiados para determinar la utilidad de
los diferentes factores de crecimiento en el tratamiento de las Ulceras crénicas
describen mejoria con respecto a placebo pero no logan detectar diferencias
estadisticamente significativas. Destaca la ausencia de estandarizacion de uso,
con gran variabilidad de concentraciones, vehiculos y modo de aplicacion en-
tre los diferentes productos utilizados. El factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, PDGF-BB (becaplermina), ha sido el tnico aprobado por la FDA para
uso en Ulceras, concretamente neuropéticas, y su perfil de seguridad ha sido
revisado tras una alerta por potencial oncogénico.?® Otro factor ampliamente
utilizado es el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que, al unirse a su recep-
tor tirosinquinasa especifico, promueve la quimiotaxis, mitogénesis y diferencia-
cién de las células epiteliales y mesenquimales. Desde hace mas de 20 afios,
se han publicado diferentes estudios sobre el beneficio de uso de EGF topico
para estimular la cicatrizacion de Ulceras cutdneas agudas, como quemaduras y

zonas dadoras, y Ulceras cronicas.?°

Los resultados y observaciones publicados no han aportado evidencias
cientificas que relacionen la aplicacion terapéutica de factores de crecimiento

recombinantes con la transformacién carcinomatosa de tejidos normales o dis-
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plasicos. El incremento de Receptor del EGF (EGFR) en células tumorales pare-
ce deberse a alteraciones de genes codificadores de los receptores y no como

consecuencia de la sobreproduccion de factores de crecimiento.
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3.3. PLASMA RICO EN PLAQUETAS

3.3.1. DEFINICION Y FUNDAMENTOS BIOLOGICOS

No hay consenso sobre la definicion del plasma rico en plaquetas
(PRP). Algunos investigadores han sugerido que por PRP se deberfa en-
tender la fraccién con concentracion en plaquetas de 3 a 5 veces superior
al nivel normal. Sin embargo, la definicion mas defendida en el momento
actual es la que lo caracteriza como un volumen de plasma autélogo que
contiene una concentracién de plaquetas superior al nivel basal (150.000-

350.000/pL).#

En funcién del sistema utilizado, variaran las concentraciones de
plaquetas, leucocitos y factores de crecimiento del preparado. Consecuente-
mente, la nomenclatura PRP engloba las diferentes fracciones que se pue-
den obtener en funcién del método empleado: Preparado Rico en Factores
de Crecimiento (PRGF), Plasma Rico en Plaquetas y Factores de Crecimien-
to (PRPGF), Plasma Rico en Plaquetas (PRP), Plasma Rico en Plaquetas y
Rico en Leucocitos (LR-PRP), Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos (LP-

PRP).48

Aunque tradicionalmente han sido consideradas como los agentes res-
ponsables de la hemostasia, las plaquetas juegan también un papel muy im-
portante en la reparacion y regeneracion de diferentes tejidos. Las plaquetas
presentes en el tapén que se forma tras el dafio tisular, se activan y secretan
protefnas y otras moléculas biolégicamente activas, que activaran cascadas de

segundos mensajeros involucradas en el proceso de curacién tisular. Debido a

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
PARA SU APLICACION EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS

83



84

. IIl.— INTRODUCCION

este mecanismo, la accion de los factores liberados en el lugar de la lesién con-

tindia aunque hayan desaparecido los mismos del medio.

El objetivo de aplicar una concentracién de plaguetas superior a la fisio-
l6gica en una herida es aumentar la concentracién de factores de crecimiento y,

por lo tanto, el potencial biorregenerador.*#647495051

Ademés de las proteinas secretadas por los granulos alfa de las pla-
quetas, algunas proteinas plasmaticas también son responsables de la actividad
bioestimuladora del PRP. Entre los compontes del PRP destacan el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) el factor de crecimiento trans-
formante (TGF), el factor plaquetario 4 (PF4), la interleuguina (IL)-1, el factor
de crecimiento endotelial (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la
proteina morfogética 6sea (BMP) y el factor de crecimiento insulina-like (IGF).
Estas moléculas, entre otras, estadn implicadas en la promocion del ambiente
local de regeneracion, estimulando la proliferacién, la migracién y diferenciacion

celulares, y la angiogénesis.”>>*

Grupos de biomoléculas | Funcion Proteinas incluidas

- Factor Von Willebrand, Fibri-
Interaccion celular

Proteinas adhesivas ~ AEmMEEEE j Gigglacon Ei%%gggctina
— Composicién de la matriz Vi -
extracelular. L|tro_n¢ctm8a
aminina-
Factor V/Va
2 Factor XI|
Factores de coagulacion y - . > A
proteinas asociadas — Produccién de trombina Mggggnsna

Antitrombina Il

Plasmindgeno
Alfa 2 antiplasmina
Alfa 2 macroglobulina

Factores fibrinoliticos y Produccién de plasmina y
proteinas asociadas remodelacion vascular
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Inhibidores de metaloprotea-
— Angiogénesis sas 1-4 (TIMPs 1-4), Metalo-
Proteasas y anti-proteasas — Remodelacién vascular proteasas

— Control de la coaagulacion | Inhibidor C1

Alfa 1 antitripsina

PDGF
— Quimiotaxis ' E(éllz-beta ly2
e de gediiEiie - P.rpllferaaon y diferencia- ICF-1
cion celular
— Angiogénesis VEGF
FGF
BMP
e Lo — Regulacién de la angiogé- Angiopoyetina 1 _
Quimioquinas, citoquinas y - Proteina bésica plaquetaria
otros — Comunicacion intercelular FasL
Endostatinas

— Accién bactericida y fungi-

. Trombocidin
e ombocidinas

Proteinas antimicrobianas

Tabla 3.1: Clasificacion y funciones de las moléculas bioactivas presentes en el PRP.46

También se ha demostrado la actividad antibacteriana del PRP, en la
que han sido implicadas determinadas proteinas plaquetarias y la accion leu-
cocitaria de aquellos preparados que contengan glébulos blancos.>#*>°¢ Chen y
colaboradores®” encontraron, en estudios in vitro, efecto antibacteriano contra
Staphylococcus aureus. No hallaron clara actividad del PRP contra Escherichia
coli o Pseudomonas aeruginosa. Edelblute y colaboradores®® midieron la activi-
dad antibacteriana del gel de PRP contra las bacterias Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Se hallé una alta accién
bactericida contra A baumannii y moderada pero significativa contra S. Aureus
en el modelo in vitro e in vivo. No se detectd actividad contra P aeruginosa in

vitro, pero si una leve in vivo.

Se realiz6 un estudio para evaluar la actividad del plasma rico en pla-

quetas contra bacterias gram positivas aisladas de la cavidad oral. Los resultados,
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evaluando la concentracion minima inhibitoria, sugieren que los componentes
plasméticos y los factores derivados de las plaquetas tienen actividad antimi-
crobiana contra Enterococcus faecalrs, Streptococcus aga/act/ae, Streptococcus

oralis y Staphylococcus aureus.®

Por otro lado, ademds de esta accién antibacteriana, los preparados
que contienen leucocitos presentan niveles mayores de ciertos factores de cre-

cimiento, como TGF-B1 y PDGF.°

En la tabla 5.1 figuran las principales funciones que se han asociado

a cada uno de estos componentes del PRP, que en muchos casos se solapan.

No podemos olvidar el papel esencial de las proteinas de adhesion
(fibrina, fibronectina, y vitronectina), que contiene el PRP, ya que, para que se
produzca una adecuada migracion celular y proliferacion tisular, se precisa de

una matriz extracelular que proporcione soporte estructural.4! 464748616263

Por lo tanto, el PRP tiene efectos no sélo directamente sobre las células
diana para los factores de crecimiento, sino también como matriz extracelular
para la estimulacién de la reparacion o regeneracion del tejido de un modo

global.

La secrecién de proteinas plaquetarias comienza en los 10 minutos
siguientes a la activacion y formacion del codgulo. Durante la primera hora, se
libera més del 95% de los factores de crecimiento, que quedan embebidos en

la matriz de fibrina.

Posteriormente, durante los siguientes 5-10 dias, continta la secrecion
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proteica. Una vez que las plaquetas mueren, los macréfagos que habran llegado
estimulados por las plaguetas, liberardn a continuacion més factores de creci-
miento.*! Estos factores, al unirse a sus receptores, activan cascadas de segun-

dos mensajeros que mantendran el proceso de regeneracion tisular.

Aunque es imposible predeterminar la magnitud del efecto estimula-
dor del proceso de curacion de las heridas mediante el empleo de PRP, por la
gran variabilidad interindividual y la influencia de factores propios de cada caso
y de cada herida en particular, lo que si estd cientificamente demostrado es la
correlacién estadisticamente significativa entre la aplicacion del mismo vy el acor-

tamiento temporal del proceso.

En un trabajo reciente, Kim y colaboradores® realizan estudios mo-
leculares para determinar la accion del PRP en los procesos de proliferacion
y migracion celular, al ser aplicado tépicamente en Ulceras cuténeas agudas y
crénicas. Proponen que la aceleracion del proceso de cicatrizacion se deba a la

activacion de proteinas reguladoras del ciclo celular, como la ciclina A y CDKA4.

3.3.2. PROCEDIMIENTO DE OBTENCION

Para la obtencién del PRP se siguen los siguientes pasos (Figura 3.3),

que varfan en funcién de la técnica empleada.

El método puede ser abierto o cerrado gracias al empleo de kits des-
echables. En primer lugar, mediante venopuncion, se extrae la sangre del pa-
ciente en tubos estériles con citrato como anticoagulante. Posteriormente, se

procede a la centrifugacion de los tubos en una centrifuga convencional. El

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
PARA SU APLICACION EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS

87



88

. II.— INTRODUCCION
O

tiempo, la velocidad y el numero de veces que se centrifuga, dependen del mé-
todo empleado.® Para evitar la fragmentacion de las plaquetas y la consiguiente
liberacién precoz de las proteinas secretadas, con compromiso de su bioactivi-

dad, se recomiendan velocidades de centrifugacion bajas.®®

Venopuncidn

Centrifugado
/< Aplicacién —
Ty
Fraccidn pobre
en plaquetas
Fraccioneon oo . ~ Plasma
concentracion
intermediaen  paaas
laqueta EE
- ek ~ “~,, Leucocitosy
Fraccidn rica en plaguetas
plagctas — Celulas rojas

Pipeteado

Figura 3.3. Proceso de obtencion del PRP.%

Cuando se centrifuga la sangre anticoagulada, se forman 3 capas deter-
minadas por el gradiente de densidad: la capa inferior, compuesta por glébulos
rojos; la capa media, compuesta por glébulos blancos y plaquetas, y la capa
superior, compuesta por plasma. La fase plasmaética, a su vez, puede subdivi-
dirse en 3 fracciones en funcion de la cantidad de plaquetas presentes, que de
superior a inferior son: una fraccién pobre en plaquetas, la fraccion intermedia

con una concentracion media de plaquetas, y la fraccién rica en plaquetas (Fi-
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gura 3.4). Esta division de la fase plasmatica no es detectable a simple vista, por
lo que se establece como 1/3 superior, inferior y medio del volumen obtenido.
Mediante pipeteado se procede a la separacion de cada fraccion en diferentes

tubos estériles (Figura 3.4).

Fraccion pobre en
-‘_-_‘_‘—-_
plaquetas Plasma
Fraccion con
concentracion
intermediaen
plaquetas

Fraccion rica en T Leucocitos y plaquetas
plaguetas

__— Ceélulas rojas

Figura 3.4: Fracciones obtenidas tras el centrifugado.

La calidad del producto obtenido dependeréd de la practica y expe-
riencia del personal que realice el pipeteado. Para conseguir la degranulaciéon
plaquetaria y la consiguiente liberacién de los factores de crecimiento y otras
moléculas bioactivas, ha de procederse a la activacién de la fraccion inferior
de la fase plasmaética. La fase rica en plaquetas se puede activar con diferentes

métodos, siendo los més empleados el cloruro célcico y la trombina.>#%” En fun-
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cion del modo de aplicacion deseado, inyectado o en gel, la mezcla activada se
inyectard en los siguientes 10 minutos® o se esperard hasta la consecucion de
la gelificacion, para lo que se precisa normalmente el calentamiento o la adicion

de polimeros bioactivos.>

Para su aplicacién en Ulceras cutdneas, hay que asegurarse previamen-
te de que la herida estd limpia, sin restos de tejido necrético ni signos de infec-

cion.

Para conseguir beneficios de la cura en ambiente himedo, se pueden
afiadir gasas vaselinadas o apositos bioactivos, en funcién de las caracteristicas

de la herida.

La frecuencia de aplicacién es variable, siendo lo mas frecuente su uso

semanal o quincenal.®®

Se han realizado diferentes ensayos in vitro para establecer el conteni-
do celular y molecular de los diferentes sistemas comerciales. Entre los resulta-
dos obtenidos destaca la importante variabilidad interindividual y la ausencia de
proporcionalidad entre la concentracion de plaquetas y la cantidad de factores
de crecimiento obtenida con los diferentes métodos.'*# La repercusién clinica

de las diferencias encontradas todavia no se ha determinado.”

3.3.3. GELIFICACION

La formacion del gel de PRP se produce por la accion de enzimas pro-
coagulantes. La calidad de la matriz en la que quedan embebidas las plaquetas

depende de la concentracion de fibrindgeno disponible en el PRP, que tiene
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gran variabilidad interindividual. Se comporta como la matriz extracelular fisio-
l6gica, con una absorcion y posterior liberacién de las moléculas bioactivas. Por
lo tanto, la estructura de esta malla condicionara la liberacién de los factores de

crecimiento al lecho de la herida.

Ademés de depender de la concentracion de fibrinégeno del prepa-
rado, esta cinética de liberacién depende del método utilizado para producir
el gel. Los activadores méds empleados en los métodos comercializados son el
cloruro célcico, la trombina y la batroxobina. Por otro lado, no podemos olvidar
que la manipulacion de las plaquetas durante todo el proceso de obtencion del
PRP también es una variable importante que influye en la eficacia del gel como
fuente de factores de crecimiento. Mazzuco y colaboradores? comparan la ci-
nética de liberacion de factores de crecimiento en geles de PRP obtenidos por
diferentes métodos y sugieren que la variabilidad intermétodo de la liberacién
de proteinas bioactivas a lo largo del tiempo puede ser debida a los diferentes
pro-coagulantes utilizados. La estructura inicial de la fibrina difiere en funcion de
la enzima utilizada (trombina o batroxobina) y la liberacion de factores depende
del empleo de calcio, ya que hay factores de crecimiento cuya liberaciéon activa

es calcio-dependiente, como PDGF-BB y EGF.

El problema de la gelificacion en la practica clinica es que implica tiem-
po, aunque el proceso se puede acelerar con medidas fisicas como la agitacion

o el calentamiento.

Se han propuesto y empleado diferentes vehiculos” y polimeros, tanto
naturales como sintéticos para lograr la gelificacion y liberacidon mantenida de

factores de crecimiento para promover una activacién continuada de los recep-
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tores celulares del tejido a tratar.”? Sin embargo, destaca la ausencia de ensayos
clinicos para comparar los beneficios de la adicién de los diferentes polimeros
propuestos. Otro de los inconvenientes que dificulta la expansion de su uso es

el coste que implica su obtencion.

Los hidrogeles poliméricos celulésicos representarian buenas opcio-
nes como matriz, por ser bioestables e inertes.” Tras probar in vitro diferentes
compuestos y concentraciones, nuestro equipo de investigacion ha observado
que, el empleo de hidroxietilcelulosa en una concentracion del 5% en peso, en
combinacion con un conservante y un humectante, mezclado con el PRP en
relacion 1:1, posibilita la obtencion inmediata de un producto consistencia gel

que puede ser aplicado al momento sobre la herida.

3.3.4. SEGURIDAD DE LA APLICACION

Dada su naturaleza autéloga, el PRP es un producto seguro, que
carece por definicién del riesgo potencial de transmisién de enfermedades
implicito en el uso de material sanguineo de donantes. Los sistemas que
emplean trombina bovina como activador estadn desapareciendo para evitar

el desarrollo de coagulopatias o hipersensibilidad secundarias.

Con respecto al potencial oncogénico del PRP que han sugerido
algunos autores, no hay evidencia disponible que lo apoye. Los factores de
crecimiento, tras su uniéon a receptores de membrana, activan cascadas de
sefalizacion intracelular que promueven una expresion génica normal, re-

gulada por diferentes mecanismos de control.*® Ademas, hasta el momento
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actual, no se ha demostrado un efecto sistémico de los factores de creci-

miento liberados tras la aplicacion local de PRP.

En relacion a las condiciones de obtencién, la AEMPS ha establecido
unas garantias minimas de calidad que han de ser cumplidas por los facul-
tativos prescriptores. Se considera de obligado cumplimiento el control de la
esterilidad, la trazabilidad del producto y el seguimiento de los pacientes. En
el caso de los métodos de obtencion de PRP de forma manual con “técnica
abierta”, se deberd solicitar una inspeccion a la autoridad competente para
que valore la adecuacion de las instalaciones y de la calidad de la produccion.
En el caso de emplear una “técnica cerrada’, el método empleado deberd
seguir las instrucciones descritas en cada sistema comercial, no siendo ne-
cesaria la solicitud de permiso anterior. El kit empleado deberd disponer de

marcado CE otorgado para dicho uso.”

3.3.5. USO CLINICO EN MEDICINA

La aplicacion del plasma rico en plaquetas ha experimentado un nota-
ble crecimiento en los ultimos afios, con uso descrito en una amplia variedad

de patologias y situaciones clinicas.

Desde una perspectiva historica, en los afios 80 comenzd la aplicacion
del PRP en medicina regenerativa, al descubrirse la liberacién de moléculas bio-

activas con accion en tejidos dafiados como las Ulceras cutaneas.”

El precursor més remoto lo encontramos en el gel adhesivo a partir

de fibrina autoléga que, al aplicarse sobre las heridas, estimulaba la forma-
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cion de tejido conectivo y aumentaba la vascularizacion. Posteriormente se
descubrid que este preparado se caracterizaba por altas concentraciones
de factores de crecimiento, y se asocio a estas proteinas el potencial rege-
nerativo del gel. El precursor directo del preparado que conocemos actual-
mente como PRP es el producto conocido como PDWHF (platelet-derived
wound healing factors). Se cubrfan las heridas con coldgeno embebido en
proteinas plaquetarias. Con este gel se estimulaba la formacién de tejido
conectivo vascularizado en estas heridas.”#”> A partir de entonces, se han
probado diferentes preparados plaquetarios, de aplicacién en solucién, gel

o0 inyectado.

A finales de los 90, se comenzé a utilizar en cirugia maxilofacial
aprovechando el potencial de adherencia y hemostasia de la fibrina.** La ob-
servacion clinica permitié el descubrimiento de la funcién estimuladora de

la proliferacion celular y anti-inflamatoria del PRP."”

La popularizacion del PRP a finales de los 90 se debe a la descrip-
ciéon, por parte de Anitua y colaboradores', de un método ambulatorio que
no necesitaba de las complicadas instalaciones que se requerfan hasta el
momento, y que por tanto limitaban su uso al campo hospitalario. Tras vali-
dar su técnica, la ha comercializado y cada tratamiento representa un coste
significativo. A partir de esta primera descripcion del método ambulatorio,
se han desarrollado diversas técnicas y sus aplicaciones se han multiplicado.
Presentamos un eje temporal que recoge el surgimiento del empleo del
PRP en diferentes especialidades médicas (Figura 3.5). Existen multiples

sistemas de obtencidn de PRP comercializados en el momento actual.
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Figura 3.5: Eje temporal con las diferentes aplicaciones del PRP en
campos diversos de la medicina.”

Esta extension en su empleo contrasta con la escasez de evidencia
cientifica que avale las diferentes aplicaciones sugeridas. En la mayoria de estu-
dios que se encuentran en la literatura, se muestran los beneficios, en muchos
casos espectaculares, de la aplicacion de PRP. Sin embargo, existen pocos en-
sayos clinicos de calidad que permitan establecer la magnitud de sus efectos.
Ademaés, ante la variabilidad metodolégica existente hay poco consenso, lo que
explica la ausencia de estandarizacion del empleo del PRP y, por tanto, la dificul-
tad para generar evidencia cientifica facilmente reproducible. En este contexto,
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios emitié un informe
el dia 23 de mayo de 20137, con el objetivo de establecer el marco de uso del
PRP en Espafia, las obligaciones de sus fabricantes y la informaciéon que deben
recibir los pacientes a quienes se les aplique. En este documento se reconoce

el PRP como medicamento de uso humano

3.3.6. UTILIDAD EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS

El PRP se ha empleado en Ulceras cutdneas cronicas de diversas etio-
logias. La mayorfa de trabajos publicados son casos puntuales o series peque-

fias,6977.7879.80818283848586 pero también podemos encontrar estudios observa-
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cionales robustos con elevado tamafio muestral 87888° multicéntricos,?° estudios
piloto®' y ensayos clinicos. La evaluacién del potencial beneficio real del PRP en
Ulceras cutdneas a partir de la evidencia disponible en la actualidad es compli-
cada. En la literatura encontramos publicados casos aislados y pequefias series
de casos con excelentes resultados, con un tiempo medio de curacién de me-
nos de 12 semanas. Sin embargo, entre estos trabajos existe una gran variabi-
lidad del tamafio y etiologia de las lesiones, al igual que de la metodologia de
obtencién y aplicacién del PRP. Hay que destacar que la respuesta que descri-
ben los autores que emplean métodos de obtencidn manuales es equiparable
a los resultados obtenidos con métodos comercializados y, consecuentemente,
mas costosos. Burdn y colaboradores® presentan una serie de 5 pacientes con
12 Ulceras tratadas con PRP obtenido con técnica abierta manual, aplicado de
manera combinada en gel e inyectado, en las que obtienen la curacién en un
rango de 4 a 12 semanas. En un estudio prospectivo, Frykberg y colaborado-
res.®® obtuvieron buena respuesta en 63 de un total de 65 Ulceras de dife-
rentes etiologias tratadas con gel de PRP, con disminucién de volumen y érea
del 56,14+/-35,2 y del 43,1+/-32,4%, respectivamente, con una media de 2,8

semanas de tratamiento y 3,2 sesiones.

En la mayorfa de los casos, el PRP se aplica en gel, pero existen casos

de aplicacién combinada o exclusivamente inyectado.89293

Los ensayos clinicos realizados, en mayor o menor medida, adolecen
de los mismos inconvenientes anteriormente descritos, lo que imposibilita ex-

traer conclusiones robustas de los meta-andlisis realizados.”49495965798,99,100

Destaca el pequefio nimero de pacientes y la heterogeneidad de etio-
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logias incluidas. Entre los ensayos con resultados que favorecen al grupo de
PRP, se encuentra el realizado por Anitua y colaboradores'®, en el que inclu-
yeron 14 Ulceras. La distribucién de la etiologia de las lesiones era la siguiente:
ulceras venosas (64%), ulceras por presion (29%) y otras (7%). La asignacion
del tratamiento tépico, con PRP o el tratamiento convencional (limpieza, desbri-
damiento y gasas bafadas en suero salino) fue aleatoria. La variable resultado
fue la superficie cicatrizada que, a las 8 semanas, fue significativamente superior
en los pacientes tratados con PRP (72,94 +/- 22,25%) a la del grupo control
(21,48 +/-33,56%) (P < 0,05).

Con respecto al manejo de Ulceras de pie diabético, Driver y colabo-
radores®® disefiaron un ensayo clinico multicéntrico en el que incluyeron 72
lesiones. El resultado del estudio también favorecié al grupo tratado con gel de
PRP, con la curacion del 81,3% de las Ulceras en comparacion con el 42,1% en

el grupo control, P = 0,036.

Sin embargo, un metaandlisis reciente’ que incluye estos y otros ensa-
yos clinicos, un total de 9 con 325 pacientes, concluye que no hay diferencias
en la cicatrizacion entre el grupo tratado con PRP y el grupo control. Si desglo-
samos esta revision sistematica, cuatro de los ensayos incluyen Ulceras de etio-
logia mixta’#94+°%1%, tres recogen Ulceras venosas®%'%! y los 2 restantes, Ulce-
ras en pie diabético.®**® La duracion media de tratamiento fue de 12 semanas
(rango 8-40 semanas). Como importantes puntos débiles de esta revisién, hay
que sefialar que solo uno de los estudios presentaba bajo riesgo de sesgo® y
las variables resultado recogidas en cada estudio eran diferentes. Se contempla
la proporcién de Ulceras completamente curadas en 7 trabajos, el érea reepi-

telizada total en 3 de ellos, el porcentaje de érea de la herida curada en dos,
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y las complicaciones de la herida en tres de ellos. Unicamente se detectaron
diferencias estadisticamente significativas, a favor del grupo experimental, en
el porcentaje de drea de la Ulcera curada. Consecuentemente, la conclusion de
los autores es que se precisan ensayos clinicos robustos, bien disefiados, que
permitan determinar la utilidad real del PRP en la regeneracién de Ulceras créni-
cas cutdneas, ya que estos resultados contrastan con la buena respuesta clinica
recogida en mdultiples trabajos. Este hallazgo puede deberse a la dificultad que
entrafia la realizacién un metaandlisis con estudios que adn utilizando el mismo
producto, éste ha sido obtenido de manera diferente, se ha aplicado en pacien-
tes que no comparten criterios de inclusién y no existe uniformidad de las varia-
bles resultado medidas. Hay que tener en cuenta que la variabilidad inherente
al proceso y de obtencion y aplicacion del PRP puede dificultar el disefio y la
ejecucion de estudios clinicos viables. Ademds de no conocerse la concentra-
cion ideal de plaquetas, leucocitos y factores de crecimiento, asi como la poten-
cial influencia del ejercicio o los férmacos previos a la extraccién sanguinea, no
esta claro el papel del microambiente y el estimulo mecénico coexistente en las
lesiones como factores que, por si solos, pueden influenciar la diferenciacién

celular o la reparacion tisular (sinergisticamente o de forma antagonista).

Ademads de su beneficio como terapia Unica, se han descrito buenos
resultados con el uso del PRP como adyuvante en la viabilidad de los injer-
tos para el tratamiento de Ulceras recalcitrantes.'©219%1%4 Una serie publicada re-
cientemente, con 9 Ulceras en extremidades inferiores de diferentes etiologias,
recalcitrantes y extensas (tamafio medio de 50 cm?), muestra buenos resulta-
dos.'** Se aplicaba PRP activado con trombina sobre las Ulceras adecuadamen-

te desbridadas y se cubria con injerto de piel, con mdltiples ranuras. La curacion
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total se consiguié en 8 casos, en un periodo de 2-3 semanas, sin recurrencias
durante el seguimiento. Este grupo ya habia obtenido buenos resultados en un
trabajo previo con 17 Ulceras, en las que el gel de PRP, en este caso alogénico,

facilitd el prendimiento de los injertos.'®

Los estudios realizados para analizar el impacto de esta modalidad de
tratamiento, en comparacion con las curas convencionales, muestran una mejo-
ria en la calidad de vida de los pacientes y reduccion del gasto sanitario, resulta-

dos muy esperanzadores.'

3.3.7. OTROS USOS EN DERMATOLOGIA

PRP y envejecimiento cutdneo.

El envejecimiento cutdneo engloba la disminuciéon de la vasculariza-
cién, un recambio celular y de la matriz intercelular reducido, disfuncionalidad
anexial, atrofia grasa y pérdida de tono muscular. Estudios in vitro han demos-
trado la accion bio-regeneradora del PRP mediante la estimulacion de la proli-
feracion de los fibroblastos, con un aumento de factores angiogénicos (VEGF)
y proteinas relacionadas con la remodelacion de la matriz extracelular como el
procolageno-, el acido hialurénico o el TIMP-1 (inhibidor de metaloproteinasa
1).106107108 | 3 principal funcion del procoldgeno-lI es aumentar la resistencia
dérmica ante las fuerzas de tensién y estiramiento. El dcido hialurénico se
encuentra en el liquido intersticial que rodea a estas fibras coldgenas, con ac-
tividad lubricante. Ademas, debido a su gran capacidad de retencién de agua,
se le atribuyen las propiedades de hidratacion y firmeza cutdnea. El TIMP-T,

al inhibir la accién de las metaloproteinasas, estabiliza la matriz extracelular.
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La aplicacién se realiza topica a modo de mascarilla o mediante inyecciones
intradérmicas. Los estudios que evaltian el beneficio clinico del PRP en el
envejecimiento cutdneo son escasos, Yy las variables medidas son mayorita-
riamente subjetivas, como el grado de satisfaccion del paciente y del médico
mediante comparacién fotogréfica.'® En un estudio clinico randomizado con
100 pacientes con signos evidentes de envejecimiento cutdneo, se evalud
la eficacia y seguridad del PRP compardndolo con 4cido hialurdnico, tras tres
sesiones de tratamiento. En dos visitas de seguimiento, a los 3 y a los 6 me-
ses, se valoro la hidratacion y el pH de la piel, la evolucién de la profundidad
de las arrugas, asi como la satisfaccién de los pacientes. La mejorfa de todas
las variables en el grupo de PRP fue estadisticamente significativa.'® Algunos
trabajos sugieren también un papel beneficioso del PRP como adyuvante de
otras técnicas de rejuvenecimiento. Se estd extendiendo su uso tras las exfo-
liaciones quimicas o fisicas o tras el «l&ser resurfacing». Un estudio ha mos-
trado reducir el eritema y acelerar la curaciéon de pacientes tratados con laser

ablativo fraccionado de CO,.""

Baséndose en los beneficios descritos del PRP en la mejoria de los sig-
nos del envejecimiento, se han comercializado diferentes preparados de aplica-
cién tépica, que poseen en su composicion factores de crecimiento y proteinas

solubles de matriz secretadas por fibroblastos dérmicos humanos.

Otra aplicacion del PRP es la lipoescultura, empleada para optimizar los
injertos de grasa libre que van a ser posteriormente infiltrados. En estudios in vi-
tro se ha objetivado aumento significativo del nimero de células adipocitarias. A
nivel clinico, se describe un mantenimiento prolongado del contorno restaurado

en comparacion con las infiltraciones grasas de manera aislada.''>''
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PRP y alopecia.

El complejo ciclo del foliculo piloso es el responsable de la regulacion
del crecimiento del pelo. Los foliculos pilosos pasan de anagen (fase activa) a
catagen (involucién por apoptosis) y posteriormente entran en telogen (fase de
reposo). Muchos factores de crecimiento participan en la regulacién del ciclo
del foliculo, controlando la fase activa y promoviendo la induccién de catagen o

telogen.'

Se ha demostrado recientemente el papel del PRP en la promocion de
la supervivencia y crecimiento del pelo, tanto in vitro como in vivo. Uebel y co-
laboradores''> muestran cdmo se puede estimular el crecimiento y aumentar la
densidad de pelo si, previamente a la realizacion del trasplante, se embeben las
unidades foliculares en PRP. A pesar de que el mecanismo de accién especifico
del PRP sobre el foliculo piloso es todavia desconocido, Li y colaboradores'®
han encontrado un incremento secrecion de FGF-7 y beta catenina, con la con-
siguiente proliferacion de las células de la papila folicular y activacién de vias
de sefalizacion extracelular dependientes de quinasas y Akt. En este trabajo, la
inyeccién de PRP en los ratones promovia una aceleraciéon en la transicion de
telogen a anagen en comparacion con el grupo control. Kang y colaboradores'”
sugieren en un estudio preliminar los potenciales beneficios de la inyeccién
interfolicular de un preparado de PRP con células CD34+, por su accién angio-

génica, en el tratamiento de la alopecia de patrén femenino y masculino.

Por otro lado, se ha realizado un ensayo clinico aleatorizado, doble
ciego, en el que se evalla el beneficio de la aplicacién de PRP en 45 pa-

cientes con alopecia areata. Al compararlo con placebo o aceténido de tria-
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mcinolona, se ha encontrado un aumento significativo en el repoblamiento,
una disminucién de la distrofia del pelo y menor prurito o escozor. Ademés
de su accion estimuladora de la proliferacion celular, registrandose incre-
mento de Ki-67 en las &reas tratadas, la conocida acciéon antiinflamatoria del
PRP podria ayudar a explicar los buenos resultados obtenidos en la alopecia

areata.''®

PRP y otras aplicaciones.

Dada su demostrada actividad en la promocion de la regeneracion ti-

sular, las aplicaciones para las que se sugiere el uso de PRP son muy variadas.

La actividad como adhesivo bioldgico es el fundamento del empleo
del PRP para aumentar la viabilidad de colgajos cutaneos en el lecho receptor.
Se emplea en cirugfa pléstica y dermatoldgica en los procesos que impliquen el
empleo de colgajos para: acelerar de la curacién, mejorar el sellado eliminando
espacios muertos, disminuir el sangrado y la necesidad de drenajes y vendajes

compresivos, reducir el edema y dolor postoperatorio.''

Lee y colaboradores'? evidenciaron mayor rapidez en la resolucion del
edema vy eritema con la aplicacion de PRP tras laser ablativo CO, para el tra-
tamiento de las cicatrices de acné en 14 pacientes. Estos autores afirman un

efecto sinérgico del PRP, con mejoria clinica de la apariencia de las cicatrices.

Nicoli y colaboradores'?' han descrito un caso de hidradenitis supura-
tiva resistente a multiples tratamientos, con buena respuesta a la combinacion

de cirugia, PRP y Hyalomatrix, un sistema liberador de acido hialurénico.
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En una pequefia serie de casos, lervolino y colaboradores'?? describen

el efecto beneficioso del gel de PRP sobre lesiones de radiodermitis crénica.
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4.1. VALIDACION DEL METODO

4.1.1. MATERIAL

4.1.1.1. Recursos humanos

— 50 voluntarios sanos reclutados en consultas externas de Dermatolo-

gia del Hospital General Universitario Gregorio Maraién (HGUGM).
— Enfermero entrenado en el procesamiento de las muestras.
— Farmacéutico interno residente en bioquimica.
— Personal técnico del Centro Nacional de microscopfa electrénica.

— Personal técnico del Servicio de Hematologia y de la Unidad de Pro-

duccion Celular del HGUGM.

4.1.1.2. Material fungible

— Gasas estériles.

— Agujas y jeringuillas estériles.

— Recipientes de cultivo estériles.

— Guantes estériles.

— Mascarilla con pantalla protectora.

— Ampollas de Cloruro Calcico 10%.
— Material de venopuncién.

— Tubos citratados y con EDTA.

— Gel de hidroxietilcelulosa.

— Material para la inclusiéon en resina.

— Glutaraldehido al 2,5%.
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— Solucion fosfato (Millunig).

— Tetradxido de osmio y ferrocianuro.
— Acetona.

— Resina.

— Suero fisiolégico (NaCl 0,9%).

— Kits para medicion de factores de crecimiento mediante ELISA.

4.1.1.3. Material fisico y aparatos
— Servicio de Bioquimica HGUGM:
e Aparataje para medicion.
e Congelador para mantener a -80° las muestras de sobrenadan-
te, obtenidas tras ultracentrifugado, hasta su andlisis.

e [stufa.

— Servicio de Hematologia HGUGM:

e Aparataje para recuento de plaquetas.

— Unidad de Produccion Celular de la Fundacién para la Investigacion

Biomédica del HGUGM:
e Centrifuga de laboratorio convencional

e Camara de flujo laminar

— Centro Nacional de Microscopia Electrénica, Universidad Complu-

tense de Madrid:

e Microscopio electrénico y material necesario para el procesa-

miento de las muestras.
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Figura 4.1: Microscopio electronico JEOL JEM 1010, Centro Nacional de Microscopia Electronica.

4.1.2. METODOLOGIA

4.1.2.1. Seleccién de pacientes

50 voluntarios sanos. Las muestras de 43 se emplearon para el estudio

cuantitativo y 7 para el cualitativo. Calculando a partir de las medias, con una
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primera estimacion de la desviacion estandar para poder ajustar la muestra en
funcion de la precision de los resultados obtenidos y del nivel de anélisis es-
perado, con un tamafo muestral inferior se obtendria significacién estadistica
(menos de 20 pacientes). Hemos decidido este mayor tamafo muestral ba-
sandonos en estudios previos'?® y teniendo en cuenta las posibles pérdidas por

errores de manipulacion o medida.

Se trata de pacientes que van a precisar venopuncién para realizaciéon
de analitica sanguinea por motivos médicos ajenos al presente estudio (control
analitico preoperatorio o previo al inicio de terapias especificas, control analitico

rutinario).

CRITERIOS DE INCLUSION.

Para poder ser incluidos en el estudio, los voluntarios deben otorgar su
consentimiento escrito para el estudio, tras haber leido y comprendido la infor-

macion facilitada en la hoja de informacién al paciente.

CRITERIOS DE EXCLUSION

— Menores de 18 afios.

— Muijeres embarazadas.

— Pacientes con anemia.

— Pacientes con coagulopatias.

— Pacientes inmunodeprimidos
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4.1.2.2. Estudio cuantitativo

4.1.2.2.1. EXTRACCION DE SANGRE Y CENTRIFUGACION

— Extraemos sangre, mediante venopuncion, de 43 voluntarios que
permiten que se les extraigan 7 tubos extra de 3,5 ml cada uno (tubos citrata-
dos). Todas las muestras son extraidas y manipuladas por un tnico enfermero

entrenado en el procedimiento.

— Se separan 0,1 ml de la sangre total para la medicion de la concen-

tracién de plaguetas basales..

— Los tubos se centrifugan a 160 g durante 6 minutos.' Se descartan

los tubos con plasma de apariencia turbia tras la centrifugacion.

— El plasma obtenido se separa en fracciones mediante pipeteado: el
tercio superior se denomina plasma pobre en factores de crecimiento y ocupa
alrededor de 0,5 cc. En el tercio inmediatamente inferior, se encuentra el plas-
ma con una concentracion media y ocupa aproximadamente 0,5 cc. El tercio
inmediatamente por encima del concentrado de hematies es la fraccion rica en

factores de crecimiento.

— El total de cada fraccién se junta en un tubo de ensayo diferente.

— La fraccién pobre la desechamos y juntamos la fraccién media v rica

para las posteriores mediciones.

— Se separan 0,1 ml de PRP para la medicion de plaquetas y otras

células hematicas (glébulos rojos y leucocitos) en el concentrado.
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4.1.2.2.2. DETERMINACION DE LA CINETICA DE LIBERACION DE FACTORES
DE CRECIMIENTO EN EL GEL

— Activamos el plasma medio y el rico. Para ello aspiramos con aguja
estéril y se mezcla en una jeringuilla con CaCl2 10% (0,1 mL CaCL2 /1,0 mL

de PRP).

— Acto seguido, se agita la mezcla y la mitad del producto obtenido se
mezcla con el gel hidroxietilcelulosa 5% (1:1). La otra mitad no se mezcla con

el gel.

— Pasados 20 minutos, se procede a la centrifugacién de los prepara-
dos sin gel en la ultracentrifuga dependiente de la Unidad de Produccion Celu-
lar a 1250 g durante 15 minutos?, y se congelan las muestras gelificadas para
su posterior procesamiento (ver apartado “Procedimiento para la medicién de
factores de crecimiento”). Los sobrenadantes obtenidos se mantienen a -80°
hasta su medicién con las muestras de otros pacientes (aproximadamente 30
mediciones por kit de medicién de cada factor de crecimiento mediante ELISA).
El almacenamiento de las muestras en frio se realiza en el Servicio de Bioquimi-
ca del HGUGM. Los geles que no hayan sido utilizados se emplean para realizar
el estudio de cinética longitudinal comparando la biodisponibilidad de factores

de crecimiento en ambos preparados.

— Incubamos los geles restantes de ambos tipos (con y sin hidroxietilce-
lulosa) en una estufa a 37°. La mitad de ellos se ultracentrifugan a los 60 minutos
y se extrae el sobrendante (en caso de no llevar hidoxietilcelulosa) o se guardan
sin manipular para su posterior procesamiento (ver apartado previo), y se mantie-

nen a -80°C hasta medicion. Los restantes se mantienen en la estufa durante 24
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horas, momento en que se centrifugan y se obtiene el sobrendanante o, en caso

de los geles con HEC, se almacenan directamente hasta su medicion.

Por cada voluntario se realizan las siguientes determinaciones:
— Recuento de plaguetas basales.
— Recuento de plaquetas tras centrifugado.

— Cinética del gel de PRP con y sin hidroxietilcelulosa

e Recuento de factores de crecimiento a los 20 minutos tras cen-
trifugacion.
e Recuento de factores de crecimiento en el gel a la hora.

e Recuento de factores de crecimiento en el gel a las 24 horas.

4.1.2.2.3. PROCEDIMIENTO PARA LA MEDICION DE FACTORES DE

CRECIMIENTO

Para la determinacion de las concentraciones de factores de crecimien-
to de origen plaquetar (FGF-b, VEGF, TGF-31, PDGF-BB) e IGF-1, se utilizaron

Kits especificos de ELISA, RyD Systems.

Las muestras de plasma fueron procesadas seguin se indica en las
instrucciones de manipulacién de la casa comercial, sin requerir de la dilu-
cion previa de las muestras, salvo en los casos en los que asi se recomen-

daba.

Los resultados de concentracion de los distintos factores de crecimien-

to en estas muestras de plasma fueron obtenidos de la extrapolacion de las uni-
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dades de Densidad Optica (D.O), en la curva de calibracion obtenida a partir de
la medicion de las muestras estandar incluidas en el kit comercial. Dicha curva
se obtiene a partir de la dilucién seriada de la reconstitucion de un material de

referencia liofilizado.

Las muestras de plasma gelificado fueron debidamente procesadas
para permitir su pipeteo ya que, dichas muestras, presentaban estado semiso-
lido, lo que imposibilitaba la medicion directa. Para obtener muestras “pipetea-
bles” fue necesario realizar a cada una de ellas dilucion con suero fisiologico
(NaCl 0.9%). El factor de dilucion aplicado fue 1/5, obteniendo muestras liqui-

das con una concentracion en gel de HEC de 0.5%.

Tras la dilucién de las muestras, fueron vortexadas y posteriormente
centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos, para eliminar del sobrenadante
los pequefios codgulos de fibrina formados tras la induccion de la cascada de la

coagulacion en fases previas.

Los valores de concentracion de los distintos factores en las muestras
de gel se obtuvieron de la extrapolacién de las D.O medidas sobre la curva es-

tandar de cada ensayo.

Para realizar la curva de calibraciéon en la determinacion de las concen-
traciones de factores en las muestras con HEC, la curva de calibracion fue mo-
dificada debidamente, incluyendo en su matriz una concentracion de HEC del
0.5%. Durante el ensayo se midieron muestras con analito O y concentracion
de HEC de 0.5% (blancos), observando que la presencia del polimero no afec-

ta a la medicion de los factores en las muestras ensayadas.
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Los resultados de los dos grupos de muestras fueron presentados una

vez se les aplico los factores de dilucién pertinentes en cada caso.

Cabe resaltar que los resultados de las muestras de plasma gelificado
han de analizarse teniendo en cuenta que ese plasma se gelificé mediante la
adicion a partes iguales del gel previamente preparado. Asi mismo, es impor-
tante destacar, que la dilucion de estas muestras gelificadas fue realizada utili-
zando jeringas de Tml con émbolo, por lo que esa dilucién es aproximada, ya
que no se trata de material volumétrico exacto. No obstante, todas las muestras
fueron procesadas por el mismo manipulador, con el mismo tipo de jeringas y
por tanto, los resultados son comparables entre si teniendo en cuenta el obje-
tivo principal del estudio: la demostracion de la presencia en el gel de factores

liberados desde las plaquetas.

4.1.2.3. Estudio cudlitativo mediante microscopia electrénica

Para determinar la preservacion de la morfologia plaquetaria, se reco-
gieron muestras de 7 voluntarios sanos para prepararlas para su visualizacion al
microscopio electrénico. A cada voluntario se le extrajeron 14 ml de sangre en
tubos citratados de 3,5 ml. Las muestras obtenidas de cada individuo fueron de

tres tipos:

— Sangre total, sin procesar.

— Fraccion de PRP obtenido tras centrifugacion por el procedimiento

descrito.

— PRP gelificado mediante el procedimiento descrito.
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También se procesd una muestra Unicamente con gel, para conocer su

estructura y poder valorar posibles interferencias en el resto de muestras.

Figura 4.2: Rejillero con las muestras preparadas para su visualizacion mediante
microscopia electronica

Todas las muestras se prepararon del siguiente modo:

Rotulamos los eppendorf y los colocamos en una gradilla. Prepara-
mos fijador (4% de paraformaldehido purificado y 2,5% de glutaraldehido
en tampodn fosfato) y lo mantuvimos a 4°C. Rellenamos los eppendorf con
la muestra (sangre total, PRP o geles) y el fijador, y fijamos en nevera a
4°C durante 4 a 6 horas. Lavamos 3 o 4 veces en tampoén (sin fijador) 10
minutos y dejamos 12 horas en nevera a 4°C. Se tifieron las muestras con
tetradxido de osmio y ferrocianuro durante una hora. A continuacién se lava-
ron con agua destilada 3 veces y a continuacién se deshidrataron con ace-

tona. Posteriormente, las muestras se embebieron en soluciones de resina-
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acetona. Pasado el tiempo se cambid por resina pura y se dej6 hasta el dia
siguiente. La resina se sustituyd por otra también pura y se polimerizé en la
estufa a 70 grados durante 48 horas. Posteriormente se realizaron cortes en
el microtomo para inspeccionar las plaquetas en un microscopio electronico

de transmision.

Se observaron las muestras por campos y cortes a diferentes aumentos
para ver la integridad de la membrana de las plaguetas, su morfologia y el con-
tenido en granulos alfa en su interior, en los diferentes preparados (sangre total,

PRPy PRP en gel).

4.1.2.5. Andlisis estadistico

Los datos recogidos para el andlisis son los valores medios, desviacio-
nes tipicas y los valores méximos y minimos de cada determinacién antes del
procesamiento de las muestras, y los resultados tras procesar las muestras para

concentrarlas y posteriormente formar el gel.

La comparacién mediante la microscopia electronica de la morfologia
de las plaquetas de la sangre periférica y las que se encuentran en los concen-

trados se analiza de manera descriptiva.

Para el andlisis estadistico se utiliza la T de Student como prueba pa-
ramétrica para una muestra y la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
como no paramétrica. El coeficiente de correlacién de Pearson se utiliza como

medida de la relacion lineal entre dos variables aleatorias cuantitativas.

El anélisis estadistico se realiza con el paquete SPSS.

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENC/ON DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
PARA SU APLICACION EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS 117



. IV— MATERIALY METODO

4.2. APLICACION CLINICA DEL METODO

4.2.1. MATERIAL

4.2.1.1. Recursos humanos

— Pacientes en seguimiento en consultas externas de dermatologia
por Ulceras cutdneas crénicas de mas de seis meses de evolucién sin respuesta

a un adecuado tratamiento convencional.
— Enfermera especialista en manejo de Ulceras cutédneas crénicas.

— Médico residente en dermatologfa.

4.2.1.2. Material fungible.

— (Gasas y compresas estériles

— Agujas y jeringuillas estériles

— Recipientes de cultivo estériles

— Guantes estériles

— Mascarilla con pantalla protectora
— Ampollas de Cloruro Calcico 10%
— Material de venopuncién

— Tubos citratados y con EDTA

— Gel de hidroxietilcelulosa
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4.2.1.3. Material fisico y aparatos

— Servicio de Dermatologia HGUGM:

e Sala de curas acondicionada.

— Unidad de Produccién Celular de la Fundacion para la Investigacion

Biomédica del HGUGM:

e Centrifuga de laboratorio convencional

e Camara de flujo laminar en sala blanca

4.2.2. METODOLOGIA

4.2.2.1. Seleccién de pacientes

Pacientes en seguimiento en consultas externas de dermatologia por
Ulceras cutdneas crénicas de méas de seis meses de evolucion sin respuesta a
un adecuado tratamiento convencional que, voluntariamente, tras ser informa-
dos, deciden iniciar el tratamiento propuesto. El tamafio muestral esté limitado

por la carga asistencial.

CRITERIOS DE INCLUSION

Para poder ser incluido en el estudio, los pacientes deben otorgar su
consentimiento para el estudio tras haber comprendido la informacion facilitada

en la hoja de informacion al paciente (HIP)
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CRITERIOS DE EXCLUSION

— Menores de 18 afos.

— Muijeres embarazadas.

— Pacientes con anemia.

— Pacientes con coagulopatias.

— Enfermedades sistémicas.

— Pacientes inmunodeprimidos.

— Signos de sobreinfeccién en la Ulcera.

— Hallazgos histoldgicos de malignidad en biopsia de la Ulcera.

4.2.2.2. Extraccién de sangre y centrifugacion

— Extraccion de sangre del paciente en tubos estériles de 3,5 ml con
citrato sddico al 3,8% (con 4 tubos se trataria la superficie correspondiente a
una palma). Se extrae un tubo més en EDTA para anélisis del hemograma y re-

cuento de las plaquetas.

— Los tubos se centrifugan a 160 g durante 6 minutos. Se descartan

los tubos con plasma de apariencia turbia tras la centrifugacion.

ELENA CONDE MONTERO



IV.— MATERIALY METODO .

Figura 4.3: Venopuncion con almacenamiento de la sangre en tubos citratados y posterior
centrifugacion a 160 g durante 6 minutos.

Dado que se trata de una técnica abierta, todo el proceso de manipu-
lacion del plasma se realiza en una campana de flujo laminar, en la sala blanca
de la Unidad de Produccion Celular del HGUGM, cumpliendo las exigencias de

calidad de la normativa vigente”

El plasma obtenido se separa en fracciones mediante pipeteado: el
tercio superior se denomina plasma pobre en factores de crecimiento (PPP) y
ocupa alrededor de 0,5 centimetros cubicos (cc). En el tercio inmediatamente
inferior, se encuentra el plasma con una concentracién media y ocupa aproxi-
madamente 0,5 cc. El tercio inmediatamente por encima del concentrado de

hematies es la fraccion rica en factores de crecimiento.
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Figura 4.4: Sala blanca con campana de flujo laminar.
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Figura 4.5: Tras centrifugacion, pipeteado para la separacion.

— El total de cada fraccién se junta en un tubo de ensayo diferente.

— En funcién de la necesidad, segtin el tamafio de la Ulcera, empleare-

mos solo la fraccién rica o también la media. La pobre la desechamos.

Figura 4.6: Las 3 fracciones de plasma (rico, medio y pobre) separadas.
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Para activar el plasma, se aspira con aguja estéril y se mezcla con CaCl2

10% (0,1 mL CaCL2 /1,0 mL de PRP).! Acto seguido, se agita la mezcla.

Vi s

Figura 4.7: Activacion del PRP con CaCl2 10% (0,1 mL CaCL2 /1,0 mL de PRP).

4.2.2.3. Obtencion del gel y modo de aplicacién

— Aplicacion Unicamente en gel o en combinacién con inyeccién intra-
lesional. Se inyecta en pacientes con Ulceras neuropdticas o lesiones pequefias

(menos de 2 cm de didmetro) en pacientes con buena tolerancia al dolor.
e Gelificacion del PRP: mezcla con gel de hidroxietilcelulosa 5% (1:1)

e La inyeccion del PRP se realiza inmediatamente tras la activaciéon

con CaCl2 (en los 10 minutos siguientes)

— Se colocan gasas y vendaje o media de compresion, en caso de ul-

ceras venosas, y dispositivo de descarga en caso de Ulcera neuropédtica.

ELENA CONDE MONTERO



IV~ MATERIALY METODO .

4.2.2.4. Seguimiento
— Se levanta la cura a los 3-4 dias.

— Frecuencia de aplicacién de PRP: cada 7-15 dias. Sin limite de nu-
mero de sesiones, hasta conseguir la curacién de la Ulcera o, en su defecto, el

tejido de granulacion adecuado para cubrir posteriormente con injerto.

— Entre sesiones, las curas se realizan con suero fisiolégico y gasas

vaselinadas.

— Tras obtener el cierre de la herida, los pacientes serdn controlados
de manera mensual durante un afio en Consultas Externas de Dermatologia,

para valorar si se mantiene la respuesta en el tiempo

4.2.2.5. Variables recogidas
a) Primaria:

— Duracion del tratamiento hasta curacion completa (nimero vy fre-
cuencia de sesiones) o hasta la obtencién de un lecho adecuado para cubrir
con injerto. El cierre completo de la herida se define como una reepitelizacion
sin necesidad de drenajes o apositos confirmada en dos visitas consecutivas

separadas dos semanas.'?*
b) Secundarias:
— NuUmero de Ulceras curadas

— Impacto en la calidad de vida medido con el cuestionario DLQI (Der-
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matology Life Quality Index). Se recoge la diferencia en la puntuacion entre el

inicio y el final del tratamiento.

El DLQI es un cuestionario sencillo y breve (su cumplimentacién puede
hacerse entre 3 y 6 minutos) y por tanto Util para la préctica clinica rutinaria'?.
Por ser aplicable a cualquier enfermedad dermatoldgica permite comparar el
impacto que cada una de ellas tiene sobre la calidad de vida. Consta de 10
preguntas con 4 posibles respuestas cada una de ellas, puntuadas de 0 a 3,
que hacen referencia a los Ultimos 7 dias de la vida del paciente. El DLQI se
calcula como la suma de esas puntuaciones hasta un maximo de 30. Cuanto
mayor es la puntuacion menor es la calidad de vida del paciente debido a su
enfermedad. Las 10 preguntas hacen referencia a diferentes aspectos de la vida
del paciente y podriamos agruparlas de la siguiente manera: sintomas y senti-
mientos (1 'y 2); actividades diarias (3 y 4); ocio (5 y 6); trabajo (7); relaciones
personales (8 y 9), y tratamiento (10). De Tiedra y colaboradores'® validaron la

version espafiola de este cuestionario (Ver figuras 4.8 y 4.9).

— Cumplimiento del paciente: definido como el porcentaje de sesio-

nes de tratamiento programadas a las que asiste el paciente.

— Numero de pacientes con efectos adversos. Frecuencia y gravedad

de efectos adversos durante el estudio.

4.2.2.6. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico es descriptivo. Se emplean medias, medianas y

porcentajes.
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CUESTIONARIO SOBRE LA CALIDAD DE VIDA - DERMATOLOGIA
El objetivo de este cuestionario consiste en determinar qué efecto ha tenido su problema de
la piel en su vida DURANTE LA ULTIMA SEMANA, Por favor margue con una *X™ una
casilla para cada pregunta.
1.  Durante la ultima semana, ;ha sentido picazon, Muchisimo u
delor o ardor en la piel o la ha tenido dolorida?  Mucho u
Un poco u
Nada u
2. Durante la dltima semana, ;se ha sentido Muchisimo u
avergonzado/a o cohibido/a debido a su piel? Mucho |
Un poco d
Nada 4
3. Durante la dltima semana, /le ha molestado su Muchisimo a
condicion de la piel para hacer las compras u Mucho u
ocuparse de la casa o el jardin? Un poco a
Nada U Sin relacion u
4.  Durante la dltima semana, ;ha influido su Muchisimo u
condicion de la piel en la eleccion de la ropa que  Mucho |
leva? Un poco a
Nada 4 Sin relacién ]
5.  Durante la ultima semana, ¢ ha influido su Muchisimo a
condicion de la piel en alguna actividad socialo  Mucho a
recreativa? Un poco u
Mada U Sin relacion o
6. Durante la ultima semana, ;ha tenido dificuttad Muchisimo u
para practicar deportes debido a su condicin Mucho a
de la piel? Un poco 0
Nada O Sin relacion ]
7. Durante la Gltima semana, ;le ha impedido su Si u
condicion de la piel trabajar o estudiar? No O Sin relacitn J
Si la respuesta es "No”, durante la dltima Mucho a
semana, jcuanta dificultad le ha ocasionado su ~ Un poco u
condicidn de la piel en el trabajo o en sus MNada J
estudios?
8. Durante la dltima semana, ;su condicion de la Muchisimo u
piel le ha ocasionado dificultades con su pareja, Mucho u
amigos intimos o familiares? Un poco J
Nada 4 Sin relacién ]
9. Durante la Oltima semana, jcuanta dificuttad le Muchisimo u
ha ocasionado su condicién de la piel ensuvida Mucho a
sexual? Un poco u
Nada 0 Sin relacién LJ

Figura 4.8: cuestionario de calidad de vida en dermatologia DLQI (primera parte).

10. Durante la dltima semana, jcuanta dificutad le Muchisimo a
ha ocasionado su tratamiento de la piel, por Mucho U
ejemplo, ocupandole tiempo o ensuciando o Un poco 0
desordenando su casa? MNada u Sin relacién J

Por favor verifique que ha contestado a TODAS las preguntas. Muchas gracias,

Figura 4.9: cuestionario de calidad de vida en dermatologia DLQI (segunda parte)
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5.1. RECUENTO DE PLAQUETAS BASALES Y EN
CONCENTRADOS

Se recogieron muestras de 43 pacientes, pero 8 tuvieron que ser des-

echadas, por alteracién en su manipulacién o errores de medida.

Como vemos en la tabla 5.1, la media de concentracién de plaquetas
hallada es 1,59 veces superior a la concentracion basal en sangre total, con una

desviacion tipica de 0,39.

La media de plaquetas en sangre entera es de 198.260/mm?* con una
desviacion tipica de 50.150/mm?, lo que indica que la muestra es muy homo-
génea. La mayoria de los datos se encuentran en un rango entre 150.000 y

295.000, y solo quedan 3 valores por debajo del limite inferior.

En los concentrados, la media de plaquetas/mm?* es de 310.490, con
una desviacion tipica de 93.970, en un rango de 175.000 y 480.000, si no

contamos dos valores extremos (uno inferior y otro superior a los limites).

Los preparados obtenidos con nuestro método obtienen leucocitos en
una concentraciéon media de 1.130/mm?, con una desviacion de 1.110/mm?>.

Ver tabla 5.1.

En las muestras concentradas hallamos eritrocitos en niveles practica-

mente indetectables.
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Plaquetas | Plaquetas en clgc'j:ttaes Leucocitos en | Hematies en
Paciente | de sangre | concentrado c oI:I p eqntr ado / conce:ltrado conce?trado
x103/pL x103/pL sangre x103/pL x10%/pL
1 240 392 1,63 0,7 0,02
2 178 249 1,40 0,3 0,03
3 156 270 1,73 0,6 0,02
4 194 186 0,96 0 0,03
5 130 356 2,23 1,3 0,02
6 202 358 1,77 0,8 0,01
7 152 343 2,26 0,4 0,03
8 161 257 1,60 0,6 0,04
9 91 117 1,29 0,3 0
10 193 175 0,91 0,1 0
11 Error de medicién
12 264 | 311 | 1,18 | 0,2 | 0,03
13 Error de medicién
14 235 329 1,40 0,4 0,02
15 195 273 1,40 04 0,03
16 192 328 1,71 1,5 0,01
17 Error de medicion
18 217 350 1,61 0,3 0,01
19 150 241 1,61 0,1 0,02
20 159 271 1,70 1,7 0,04
21 197 439 2,23 43 0,06
22 204 365 1,79 2,6 0,04
23 Error de medicion
24 Error de medicién
25 Error de medicién
26 Error de medicién
27 263 506 1,92 2,5 0,02
28 289 295 1,02 3 0,01
29 295 370 1,25 0,4 0,01
30 123 227 1,85 0,2 0
31 178 242 1,36 0,5 0,01
32 251 260 1,04 0,8 0,04
33 114 192 1,68 1 0,05
34 227 270 1,19 1,5 0,05
35
36 216 219 1,01 45 0,04
37 163 212 1,30 1 0,03
38 252 480 1,90 2,4 0,03
39 229 479 2,09 1,5 0,02
40 141 254 1,80 0,9 0,02
41 190 379 1,99 09 0,02
42 172 409 2,38 1,7 0,03
43 296 463 1,56
Media Total 198,26 310,49 1,59

Desviacion
tipica total

Tabla 5.1: Concentracion de plaquetas en sangre basal y composicion de concentrados
(plaquetas, leucocitos y hematies).
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5.2. CUANTIFICACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO
LIBERADOS

Como podemos observar en la Tabla 5.2, hallamos una alta variabilidad
interindividual en la concentracion de factores de crecimiento liberada (elevada
dispersion de la muestra), por lo que realizamos una prueba no paramétrica
(prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Ver tabla 5.3) para confimar los
hallazgos obtenidos con la paramétrica (T-Student para muestras relacionadas.
Ver tabla 5.4). Las diferencias entre la liberacién de factores de crecimiento
en el PRP y sin anadir el gel fueron significativas en la préctica totalidad de las
mediciones. Las correlaciones entre la concentracion de plaquetas y la cantidad
de factores de crecimiento fueron muy bajas, ninguna significativa (tabla 5.5).
Las mediciones de la concentracion de EGF, PDGF-bb, VEGF y TGF-b1 se co-
rresponden a picogramos/mililitro (pg/ml). La concentracion de IGF figura en

nanogramos/ml (ng/ml).

N Validos (Tiempo) Media (tiempo)

EGF Gel 42 43 42 6507 6408 6532
EGF Plasma 42 42 42 836 915 1051
PDGF-BB Gel 42 43 42 452 471 518
PDGF-BB| Plasma 42 42 42 5305 5037 3672
VEGF Gel 42 43 40 268 243 252
VEGF Plasma 42 42 42 269 281 311
T GF -b1 Gel 42 43 42 15690 14086 12505
T GF -b1 Plasma 42 42 42 5624 5395 5860
IGF1 Gel 42 42 43 26 31 32
IGF1 Plasma 41 42 40 112 112 101

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
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133



. I.— ANTECEDENTESY JUSTIFICACION

Desuv. tip.
(tiempo)

Error tipico de la media

24 h.

EGF Gel 3422 3151 3403 1056 961 1050
EGF Plasma 431 280 469 133 87 145
PDGF-BB Gel 303 358 436 93 109 134
PDGF-BB| Plasma 2120 2428 1975 654 749 609
VEGF Gel 180 204 149 55 62 47
VEGF Plasma 165 176 222 51 54 69
T GF -b1 Gel 9883 10548 7028 3050 3217 2169
T GF -b1 Plasma 1551 1693 1405 479 522 434
IGF1 Gel 31 28 30 9 9 9
IGF1 Plasma 80 79 79 25 24 25

Tabla 5.2: Estadisticos de la comparacion de cinética de liberacion de factores
de crecimiento entre preparados con ) sin gel de HEC.

PDGF-BB
EGF (Plasma) - IGF1
(Plasma) - PDGF-BB (Plasma) -
EGF (Gel) | "' (Cep) | VEGF (Gel) TGF-b1 (Gel) IGF1 (Gel)
z 5,566 5579 1,017 5410 5,162
20 min.
Sig-asintok 0,000 0,000 0,309 0,000 0,000
(bilateral)
7 5,583 5,645 2,144 4,858 5,370
60 min.
Sig. asintot. 0,000 0,000 0,032 0,000 0,000
(bilateral)
7 5,579 5,579 2,043 -4,995 -5,000
24 h.
Sig. asintot. 0,000 0,000 0,041 0,000 0,000
(bilateral)

Tabla 5.3: Estadisticos de contraste de la comparacion de ambos métodos mediante la
Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

ELENA CONDE MONTERO
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Coeficiente concentracion

plaquetas
CORRELACION DE PEARSON -0,119
EGF (GEL) SIG. (BILATERAL) 0,511
N 33
CORRELACION DE PEARSON 0,100
PDGF-BB (GEL) SIG. (BILATERAL) 0,581
N 33
CORRELACION DE PEARSON -0,070
VEGF (GEL) SIG. (BILATERAL) 0,697
N 33
CORRELACION DE PEARSON -0,128
TGF-B1 (GEL) SIG. (BILATERAL) 0,477
N 33
CORRELACION DE PEARSON 0,169
IGF1 (GEL) SIG. (BILATERAL) 0,347
N 33
CORRELACION DE PEARSON -0,055
EGF (PLASMA) SIC. (BILATERAL) 0,757
N 34
CORRELACION DE PEARSON -0,226
PDGF-BB (PLASMA) SIG. (BILATERAL) 0,200
N 34
CORRELACION DE PEARSON -0,179
VEGF (PLASMA) SIG. (BILATERAL) 0510
N 34
CORRELACION DE PEARSON 0,247
TGF-B1 (PLASMA) SIG. (BILATERAL) 0,159
N 34
CORRELACION DE PEARSON 0,120
IGF1 (PLASMA) SIG. (BILATERAL) 0,505
N 33

Tabla 5.5: Correlacion entre concentracion de plaquetas y liberacion de factores de

crecimiento.
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Las graficas muestran los resultados comparativos de la cinética de Ii-
beracion de factores en el PRP con y sin afnadir el gel. Se observan diferentes
perfiles de liberacién de todos los factores menos VEGF (figuras 5.1-5.5++). La
liberacién de EGF y TGF en las 3 mediciones (a los 20 minutos, 60 minutos y a
las 24 horas) es superior de manera estadisticamente significativa en las mues-
tras en las que se ha afiadido el gel. Por el contrario, la concentracion de PDGF-
BB obtenida en las muestras de PRP aislado es superior. IGF, al estar presente
en el plasma y no ser liberado por las plaquetas, es superior en las muestras

con més cantidad de plasma (las muestras sin gel afadido).

EGF

pg/ml

7.000
6.000
5.000
4.000
3.000
2.000
1.000

B Gel ™ Plasma

Figura 5.1: Cinética de liberacion de EGF.
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PDGF-BB

pg/ml

6.000

5.000

4.000

3.000

2.000

1.000

B Gel [ Plasma

Figura 5.2: Cinética de liberacion de PDGF-BB.

VEGF

pg/ml

300

200

100

20m 60m 24h

B Gel [ Plasma

Figura 5.3: Cinética de liberacion de VEGF.
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IGF1

ng/ml

120

20

60

30

B Gel [ Plasma

Figura 5.4: Concentracion de IGF-1.

pg/ml

B Gel [ Plasma

Figura 5.5: Cinética de liberacion de TGF-b1.
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5.3. OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO

Las plaquetas estdn preparadas para agregarse y activarse ante cual-
quier solucién de continuidad del endotelio para evitar la hemorragia. Por tanto,
son muy sensibles a cualquier manipulacién, con un riesgo de ser destruidas
o de activarse y liberar sus granulos de manera precoz.'?1?® La visualizacion
con el microscopio electrénico nos ayuda a deteminar si nuestra técnica de
obtencién de PRP, solo y con el gel de hidroxietilcelulosa, preserva la morfo-
logia plaquetaria en nuestros preparados, manteniendo su funcion posterior al
ser aplicados en los tejidos. Como control tomamos las plaquetas presentes
en sangre periférica, que ya estan discretamente modificadas por reaccién a la
venopuncién para su extraccion (Figura 5.6). También observamos la estructura
polimérica del gel de HEC sin afiadir PRP para su correcta identificacion poste-
rior en las muestras y evitar confusion con otros componentes de los prepara-

dos (Figura 5.7).

Tras la inclusion de las muestras en resina se realizaron cortes de los
mismos y se observaron al microscopio electrénico. Observamos que no hay
diferencias significativas entre las plaquetas de los 3 preparados (sangre total,
PRP y PRP en gel), como observamos en las figuras 5.8, 5.9 y 5.10 respectiva-

mente.

La observacion de cada muestra fue sistematica valorando los siguien-
tes pardmetros, indicativos del grado de activacion plaquetaria: integridad celu-

lar, morfologia, nimero de pseudépodos y signos de granulacion.'?*
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Figura 5.7: Estructura polimerica del gel aislado, x40.000.
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Figura 5.9: Plaqueta en concentrado sin gel, x60.000.

ELENA CONDE MONTERO
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Figura 5.10: Plaquetas con morfologia preservada embebidas en gel de HEC, x30.000.

Figura 5.11: Plaquetas embebidas en el gel de HEC, x8.000.
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Figura 5.13: Plaquetas en sangre total, entre eritrocitos, x50.000 (2).

ELENA CONDE MONTERO
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Figura 5.15: Mayor detalle de plaqueta en el gel de HEC, x60.000.
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Figura 5.17: Plaqueta en concentrado sin gel, x25.000.

ELENA CONDE MONTERO
146



V.— RESULTADOS .

Figura 5.18: Leucocito en concentrado con gel de HEC, x8.000.

INTEGRIDAD CELULAR:

Tras su escision del megacariocito y hasta su activacion, la plaqueta
mantiene una morfologia esférica, que favorece su circulacion en el torrente
sanguineo. El proceso de centifugacién para separar las diferentes fases de la
sangre total y el pipeteado para la obtencién del PRP representan factores de
estrés fisico para las plaquetas. Dado que utilizamos una Unica centrifugacion a
una fuerza baja durante poco tiempo, el dafio potencial deberia ser menor que
el de otras técnicas con pardmetros mas elevados. Por otro lado, la mezcla del
PRP con el gel, que ha de homogeneizarse removiendo con una varilla, tam-

bién serfa otro factor estresante que podria fragmentar las plaquetas.

Sin embargo, en nuestras muestras pudimos observar un gran nimero
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de plaguetas integras, con sus organelas y membranas preservadas, sin dife-
rencias entre los preparados. Llama la atencién la integridad mantenida de las

plaquetas dentro del gel (Figuras 5.11-12).

MORFOLOGIA:

Las plaquetas presentan una forma esférica en su estado inactivo. Dada
su elevada sensibilidad ante la minima manipulacién, se activan con facilidad,
adoptando una forma maés irregular, con la formacion de pseuddpodos para
aumentar su superficie y favorecer la adhesion, agregacion y sefializacion celu-
lar.2812% \Wagner'?® mide el grado de actividad de la plaqueta en funcién de su
perimetro, comparando el de una esfera (valor 1) con el que resulta al dividirlo
entre la longitud de sus excrecencias (el valor O seria la actividad méaxima pla-
quetaria). En las muestras visualizadas podemos observar que la morfologia en-
tre preparados, a pesar de no ser perfectamente esférica, es similar. El porcenta-
je de superficie celular ocupada por pseuddpodos tanto en la sangre periférica
como en las plaquetas de los concentrados no superan el 10% del perimetro

de la célula (Figuras 5.13-15).

DEGRANULACION:

La integridad de las organelas y granulos plaquetarios son un signo de
que todavia no se ha producido la actividad y que el contenido proteico se en-
cuentra en su interior, preparado para su liberacion y accién en el lugar donde

se aplique el preparado.

Como vemos en las siguientes imagenes (Figuras 5.10, 5.16-17), la
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estructura de sus organelas y grénulos estd mayoritariamente preservada en

ambos tipos de preparados (con y sin HEC).

Dado que nuestros preparados contienen leucocitos, pudimos obser-

varlos de manera puntual en las muestras (Figura 5.18).
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5.4. EXPERIENCIA CLINICA

El periodo de tratamiento y seguimiento de los pacientes, desde la in-
clusién del primer paciente hasta el fin del estudio, fue de Diciembre de 2012

hasta marzo de 2014.

Casol. Mujer de mediana edad con Ulcera venosa supramaleolar de
meses de evolucion, intensamente dolorosa, con estudio histolégico compati-
ble con acroangiodermatitis. Tras 8 sesiones semanales de aplicacién de PRP
en gel, logramos una reepitelizacion completa con desaparicion del dolor (figu-

ra 5.19A antes de tratamiento y figura 5.19B, después de tratamiento).

Figura 5.19 (A,B): Caso 1

ELENA CONDE MONTERO
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Caso 2. Mujer con Ulcera venosa supramaleolar en contexto de insufi-
ciencia venosa, muy dolorosa, de 3 afios de evolucion. Tras 8 sesiones de trata-
miento semanal con PRP en gel, presenta cierre completo (figura 5.20A antes

de tratamiento y figura 5.20B, después de tratamiento).
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Figura 5.20 (A,B): Caso 2

Caso 3. Mujer con Ulcera venosa de 2 afios de evolucién que habia
precisado multiples ciclos de antibiéticos en el Ultimo afio por episodios de
sobreinfeccion, e incluso tratamiento hospitalario para tratamiento intravenoso.
Como podemos observar, presenta reepitelizacion préacticamente total tras 13
semanas de tratamiento con PRP en gel, semanales al inicio y, posteriormente,

quincenales (figura 5.21A antes de tratamiento y figura 5.21B, después de tra-

tamiento).
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Figura 5.21 (A,B): Caso 3.

Caso 4. Mujer de 86 afos con importante lipodermatoesclerosis que
presenta una Ulcera profunda muy dolorosa tras fracaso de injerto 2 afios antes.
A los 3 meses de tratamiento con PRP en gel, conseguimos la curacién (figura

5.22A antes de tratamiento y figura 5.22B, después de tratamiento).

Figura 5.22(A,B): Caso 4.

ELENA CONDE MONTERO
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Caso 5. Vardn joven, con Ulcera por presion en muidn supracondi-
leo en contexto de traumatismo continuado por roce con prétesis temporal.
El cierre de la lesion tras tratamiento tras 3 meses y medio de tratamiento
combinado con PRP intralesional y en gel, permiti¢ la implantacién de una
protesis definitiva (figura 5.23A antes de tratamiento y figura 5.23B, después

de tratamiento).

Figura 5.23(A,B): Caso 5.

Caso 6. Mujer con Ulcera profunda plantar tras manipulacion de hiper-
queratosis traumatica por podoélogo. Conseguimos una reepitelizacién completa,
con resolucion de las molestias, tras 7 semanas de tratamiento, con aplicacion
de PRP combinada, tépica en gel e inyectado (figura 5.24A antes de tratamien-

to y figura 5.24B, después de tratamiento).
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Figura 5.24 (A,B): Caso 6.

Caso 7. Varén con antecedente de sindrome de Werner, diabético, que
presenta Ulcera talar secundaria a traumatismo en talén derecho, de 2 afios de
evolucion, con fracaso de injertos y colgajos. Conseguimos una importante re-
duccién en extension y profundidad, que permitio la realizaciéon de tratamiento
con microinjertos, con la promocion de la epitelizacion (figura 5.25A antes de
tratamiento, figura 5.25B tras las sesiones de PRP, figura 5.25C a los 6 meses

de la colocacion de los microinjertos).

Figura 5.25(A,B,C): Caso 7.
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Caso 8. Vardn diabético, hipertenso, EPOC con oxigeno domicilia-
rio, con arterioesclerosis e isquemia cronica grado |, que presenta una Ulcera
hipertensiva de Martorell en tercio proximal lateral de pierna derecha de un
afio de evolucion (Figura 5.26A). Tras 7 sesiones semanales de PRP en gel
conseguimos una disminucién de profundidad significativa y un fondo con
granulacion roja (Figura 5.26B). Para promover la reepitelizacion, tras haber
conseguido un lecho adecuado para facilitar el prendimiento, se colocan
microinjertos (zona dadora: muslo). La reepitalizacién es completa a las 8

semanas, que persiste a los 6 meses (Figura 5.26C).

Figura 5.26(A,B,C): Caso 8.

Caso 9. Mujer de 67 afios, que habia sido diagnosticada de lepra y
tratada adecuadamente 50 afos antes, presentaba Ulcera plantar de 1 afio de
evolucion, con diferentes episodios de sobreinfeccion y ausencia de mejoria a
pesar de uso de diferentes apositos y dispositivos de descarga (Figura 5.27A).
A la 62 semana de tratamiento con PRP inyectado, observamos reepitelizacion
completa (Figura 5.28A). En el seguimiento, un mes tras la suspension del tra-

tamiento, no habia signos de recurrencia. Fue derivada nuevamente ocho me-
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ses mas tarde, y se incluyd de nuevo en el estudio, por 2 Ulceras metatarsianas
nuevas (2x1 y 1,3x 1 cm, respectivamente), que no habian respondido a tra-
tamiento convencional durante los 6 meses previos (Figura 5.27B y 5.27C). La
Ulcera inicial continuaba reepitelizada. Tras el tratamiento semanal con PRP in-
yectado de estas dos nuevas lesiones, se consiguid su reepitelizacion completa

en 12 semanas (Figura 5.28B).
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Figura 5.27 (A,B,C): Caso 9.

Caso 10. Mujer de 73 afios, diagnosticada y tratada de lepra adecua-
damente 40 afios antes, presentaba una Ulcera profunda maleolar externa de-
recha de 15 afios de evolucion (Figura 5.29A). La Ulcera (1,5x0,5 cm) se habia
tratado con diferentes apdsitos, antibidticos e incluso con intervenciones quirtr-

gicas sin éxito. Tras el curetaje del anillo hiperqueratésico que rodeaba la Ulcera,
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se inicié tratamiento con PRP. Tras 9 sesiones de tratamiento, se consiguié una

practica reepitelizacion completa (Figura 5.29B). A los 4 meses de seguimiento

no se objetivd empeoramiento clinico.

Figura 5.28 (A,B): Caso 9.

Figura 5.29 (A,B): Caso 10.

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
PARA SU APLICACION EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS

157



158

. V.— RESULTADOS
L —————

Caso 11. Mujer de 76 afos, con multiples factores de riesgo cardiovas-
cular, diagnosticada de pioderma gangrenoso de varios afios de evolucién, con
mala respuesta a tratamiento inmunosupresor de primera linea (prednisona y
ciclosporina a altas dosis), con posterior control con infliximab, que tuvo que
suspenderse por descompensacion de su insuficiencia cardiaca. Se mantenia
sin signos de actividad, pero presentaba una extensa y profunda tlcera abdomi-
nal de cresta a cresta iliaca, con evolucién muy lenta con tratamiento conven-
cional (Figura 5.30). Se inici6 tratamiento semanal con PRP en gel, con reepite-

lizacion completa tras 8 sesiones (Figura 5.31).

Figura 5.30: Caso 11.
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Figura 5.31: Caso 11.

En la tabla 5.6 se resume la experiencia. Se incluyeron 11 pacientes

con 13 Ulceras (10 mujeres y 3 hombres).

La mediana del tiempo de Ulcera activa previa al tratamiento fue de
12 meses, con un rango entre 6 y 240 meses. La etiologia venosa fue la mas
frecuente. Solo 2 pacientes precisaron de la aplicacién de microinjertos para

conseguir la reepitelizacion completa.
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La mediana de sesiones realizadas fue de 9, con un rango de 6 a 15.
Se obtuvo cicatrizacion completa en 10, reepitelizacion parcial en un caso y dos
pacientes precisaron la aplicacion de microinjertos, que prendieron de manera

exitosa (Tabla 5.6).

En los pacientes que presentaban Ulceras dolorosas, los pacientes re-
ferfan verbalmente una disminucion significativa del dolor, con una mayor fun-

cionalidad.

La medicion del impacto de nuestra intervencion en la calidad de vida
solo pudo realizarse con los pacientes con capacidad para leer, escribir y en-
tender los items del cuestionario DLQI (Pacientes 3, 10 y 11 excluidos). Con
respecto al impacto de esta intervencion en la calidad de vida de nuestros
pacientes, la puntuacion media pre-intervencién fue de 15,6 (DT=8,2), y la
puntuacion media post-intervencion de 2 (DT=4,2), siendo la diferencia entre
ellas (13,6) estadisticamente significativa (prueba no paramétrica de Wilcoxon,
p<0.01) y superior a 3, diferencia minima clinicamente importante que propo-

nen diferentes estudios.'*° Ver Tabla 5.7.

No se registraron eventos adversos de ninglin tipo relacionados con
la aplicacion del PRP. Destaca la buena respuesta en los pacientes de nuestra
serie con ausencia de episodios de sobreinfeccién y elevado cumplimiento de
los pacientes, que indica un alto grado de satisfaccion. Nuestros resultados son
equiparables e incluso, en algin caso, mejores a los descritos en la literatura

con métodos comercializados.””#°
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Paciente DLQI antes DLQI después | Diferencia DLQI
2 10 2 8
3 - - -
4 22 0 22
5 20 0 20
6 6 0 6
7 23 13 10
8 12 1 11
9 4 0 4
10 - - -

I S N ST N

Tabla 5.7: Calidad de vida medida por DLQI antes y después del tratamiento
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Los objetivos que se plantearon al inicio de este trabajo estaban orien-
tados, por un lado, a validar un nuevo sistema de obtencién de plasma rico en
plaquetas autélogo, ambulatorio, sencillo, econdmico y reproducible y, por otro,
a determinar la utilidad clinica de su aplicacion en Ulceras cutdneas cronicas

gue no han respondido a tratamiento convencional.

La concentracion de plaquetas obtenida en un preparado de PRP de-
pende del método utilizado, de la fuerza, el tiempo y el nimero de centrifuga-
ciones realizado. Esta concentracién se calcula al dividir el recuento plaquetario
final entre el basal. A pesar de que algunos autores sefialan que para considerar
adecuado un preparado de PRP, éste ha de concentrar las plaquetas 4 veces
sobre su cantidad inicial®® , la mayoria de los autores no consiguen este incre-
mento.*"'?* Incluso, con algunos métodos que consiguen adecuadas cantida-
des, en algunos concentrados el nimero final de plaquetas obtenido es menor

que el basal.™!

A pesar de que la concentracién de plaquetas conseguida con nues-
tro método es menor a las obtenidas con otras técnicas, la cantidad de facto-
res de crecimiento es similar y, en algunos casos superior a los obtenidos por
otros autores (tabla 6.1). Este resultado se podria explicar porque, mientras que
otros autores realizan una doble centrifugacion a velocidades elevadas, noso-
tros realizamos una Unica centrifugacion a baja fuerza y durante poco tiempo.
Consecuentemente, a pesar de concentrar un menor nimero de plaquetas, las
obtenidas han sido sometidas a menor estrés y, por lo tanto, disminuye la pro-
babilidad de su fragmentacion o activacion precoz. Por tanto, coincidimos con
otros autores en que, mas que el numero de plaquetas conseguido, es impor-

tante su estado.'?3
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El trabajo de Mazzucco? apoya esta hipdtesis. Analiza cuatro métodos
de obtencién de PRP, con diferentes anticoagulantes y métodos de gelificacién.
Entre los resultados destaca que no existe correlacion entre la concentraciéon de
plagquetas obtenida con cada método vy la cantidad de factores de crecimiento
liberada. En nuestro trabajo hemos obtenido este mismo resultado. De hecho,
hasta el momento actual no se ha mostrado una clara correlacién entre el resul-
tado clinico y la concentracién de plaquetas, factores de crecimiento ni volumen

de PRP aplicado por érea tratada.

En teoria, varios factores podrian contribuir a esta ausencia de correla-
cion. Entre ellos se encuentra el estrés que se induce en las plaquetas durante
su manipulacion, la variable susceptibilidad de las plaquetas al mismo o la for-
macién de microagregados que impiden un adecuado recuento plaquetario.
Ademés, no podemos olvidar la presencia de proteinas a las que se unen los
factores de crecimiento (mondmeros de fibrina, trombospondina) y que inter-

fieren en su medicion.2

Debido a que no se ha encontrado correlacién entre mayores concen-
traciones de plaquetas y mayor nimero de factores de crecimiento liberados,
actualmente se considera PRP a aquel preparado que contenga mds plaquetas

que la sangre basal.

Un punto sobre el que no hay acuerdo entre expertos es sobre la com-

posicion ideal del PRP.

Con respecto a la inclusion en el PRP de otros elementos celulares,

a parte de las plaquetas, no hay consenso. Segiin Pefiarrocha'®?, el codgulo
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de PRP tendria un 4% de células rojas, un 95% de plaquetas y un 1% de
leucocitos. Marx*'considera que las plaquetas que mds recientemente se han
sintetizado, y que por tanto son mas grandes y tienen la mayor actividad, estdn
mezcladas con el milimetro més superior de células rojas, por eso en sus prepa-
rados lo incluye, obteniendo su PRP un color rojizo. Sin embargo, otros autores
como Anitua, proponen la obtencién de un codgulo blanco, sin hematies ni
leucocitos, que pueden interferir en la eficacia de los preparados. Por otro lado,
otros defienden que el PRP serd el concentrado de plaquetas que estd en el
buffy coat, capa leuco-plaquetaria que se observa después de la centrifugacion
o de la sedimentacién de la sangre total entre el plasma y los glébulos rojos y

es de color blanquecino.

Los glébulos blancos son una fuente de factores de crecimiento, dado
que los liberan y estimulan su liberacion plagquetaria. Zimmermann y colabora-
dores' hallaron que la carga leucocitaria influye hasta en la mitad de la varian-
za de la concentracion de factores de crecimiento en el PRP. Como observamos
en la tabla comparativa de los diferentes métodos de obtencién de PRP, los
sistemas que producen PRP rico en leucocitos (GPS Ill, Magellan) obtienen
concentraciones mayores de PDGF, VEGF, comparado con los que consiguen
PRP pobre en leucocitos (Cascade). Dado que una comparativa de métodos in-
terestudios es Unicamente orientativa, no podemos sacar conclusiones con res-
pecto a nuestro método. En la tabla sélo figuran las concentraciones de factores
de crecimiento medidas tras la obtencion del PRP con los diferentes métodos,

ya que no en todos los trabajos se ha estudiado la cinética de liberacion.

Otro efecto beneficioso del uso de concentrados de PRP con leuco-

citos seria su papel antibacteriano e inmunomodulador. Sin embargo, algunos
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autores han planteado su posible efecto negativo sobre la regeneracion tisular,

por el potencial desencadenamiento de una respuesta inflamatoria.'>13¢

Con nuestro método, se incluyen glébulos blancos y un nimero muy
bajo de eritrocitos (algunos autores sefialan que pueden alterar la agregacion
plaquetaria). Evidentemente, el pipeteado que requiere nuestra técnica depen-
de del manipulador. Sin embargo, al analizar los preparados obtenidos, pode-

mos sefialar que es facilmente reproducible y no implica pérdida de precisién.

Cuando tratamos una lesion con PRP, la cantidad de factores de creci-
miento biodisponibles dependen de su almacenamiento en las plaquetas como
de su liberaciéon al medio. Esta disponibilidad depende de la cinética de libe-
raciéon de estos factores desde el gel. Diferentes estudios han mostrado los
beneficios de lograr una liberacién sostenida, como la promocién de la angio-
génesis, que consiguen al afadir al PRP diferentes hidrogeles.” Estos polimeros
bioactivos pueden reforzar la accion de la malla de fibrina, con sus propiedades

de absorcién vy liberacion.

La medicion de la liberacion de factores de crecimiento en 3 momentos
diferentes (a los 20 minutos, 60 minutos y 24 horas) se ha realizado con el ob-
jetivo de determinar la cinética de liberacion de factores de crecimiento en el gel
que hemos disefiado, compardndola con la que se obtendria sin su empleo. En
los trabajos que estudian la cantidad de factores de crecimiento que se consigue
con diferentes métodos de obtencion de PRP, ésta se expresa por plaqueta o por
unidad de volumen. Nuestras mediciones son por unidad de volumen, por lo que
la comparacién la realizamos con trabajos que emplean el mismo tipo de medi-

da. Escasos trabajos analizan la cinética de liberacién de factores de crecimiento
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en el gel de PRP. Mazzucco y colaboradores? comparan cuatro métodos de ob-
tencion de gel de PRP y obtienen diferencias, por un lado método-dependientes
y, por otro, factor-dependientes. Dado que cada técnica usa diferentes fuerzas
de centrifugacion y protefnas procoagulantes, los autores sugieren que parte de
esta variabilidad se deba a la activacién o dafio plaquetario durante la manipula-
cion, diferencias en la malla de fibrina inicial (su formacién difiere si se emplea
trombina o batroxobina) o a la cantidad de calcio (factores como PDGF-BB o
EGF tienen una liberacién activa calcio-dependiente). En nuestro estudio, dado
que la fuerza de centrifugado y cantidad de cloruro célcico afiadido es la misma
en las muestras de PRP con o sin gel, las diferencias en la liberacién de factores
de crecimiento no las podriamos asociar a esas variables. Dado que la mezcla
con el polimero de hidroxietilcelulosa implica manipulacién del PRP y que esta
malla interacttia con las moléculas bioactivas de manera diferente a la fibrina, las

diferencias encontradas en nuestro trabajo podrian explicarse por estas variables.

La concentracion de IGF es superior en las muestras de PRP sin gel. En
los trabajos en los que se compara la medicion de IGF basal y en el concentra-
do de PRP, el resultado es que no varia."®” Esto se explicaria porque IGF es una
proteina que se encuentra en el plasma, no en forma de depdsito plaquetario.
Por lo tanto, por mucho que se concentren las plaquetas, no va a aumentar su
cantidad. Para conseguir el PRP en gel con nuestro método, hemos de mezclar
PRP vy gel de HEC 1:1. Por lo tanto, para una misma cantidad de producto de
PRP y PRP con gel, en este ultimo habra la mitad de plasma y, por tanto, menor

cantidad de IGF.

Son llamativas las diferencias en la liberacion de EGF, PDGF-BB y TGF

entre las muestras con PRP aislado y aquéllas en las que se ha afiadido el gel.

ELENA CONDE MONTERO
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La liberacién de EGF y TGF en el gel es superior de manera estadisti-
camente significativa, y mayor que la descrita con muchos métodos comerciali-
zados. Al contrario, la concentracion obtenida de PGDF-BB en el PRP aislado es
claramente superior que en el gel. A pesar de que PDGF sea menor en el gel,
este hallazgo indica que no es que se haya liberado antes y se haya perdido en
la fraccion pobre del plasma, sino que se encuentra retenido en el gel. De estos
resultados deducimos que la estructura del gel interfiere en la liberacion de es-

tas proteinas de manera factor-dependiente.

Podriamos concluir que la gelificacién con el polimero de hidroxietil-
celulosa promueve la liberacion de EGF y TGF en las primeras 24 horas en
concentraciones mas elevadas que los preparados de PRP solo, y una liberacién
de menor cantidad de PDGF-BB, que podria deberse a un atrapamiento con

posterior liberacion.

Serfa interesante haber realizado més mediciones sucesivas en el tiem-
po para determinar si la liberacion de estos factores, en las muestras en las que

es mas baja, se produce mas adelante.

Como limitaciones de esta medicién con ELISA hay que sefialar que
esta técnica se usa para cuantificar el contenido de factores de crecimiento sin
probar su actividad bioldgica, por lo que no sirve para predecir su eficacia cli-
nica.'*® La eficacia de los factores de crecimiento dependerd de la dosis, de la
distribucién espacial y de la secuencia temporal de los factores de crecimiento
disponibles. Como podemos comprobar en la literatura, seguin el método utili-
zado, el contenido de factores de crecimiento puede variar considerablemente.

Lo importante serd ver si estas diferencias tienen repercusiones clinicas.
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Otra limitacion es que se trata de un modelo simplificado. Las medicio-
nes se han realizado en tres momentos seleccionados segun los determinados
aleatoriamente en otros estudios®. Las mediciones no se han hecho in vivo y
no tenemos datos sobre las interacciones moleculares de nuestros preparados
en el lecho de la herida. No podemos olvidar que el PRP en ese ambiente se
comporta como una matriz que absorbe vy libera sales, agua, proteinas y otras

moléculas, y a la vez es destruida por enzimas proteoliticas y células fagociticas.

Mediante microscopia electrénica hemos verificado la preservacion de
las caracteristicas morfolégicas indicadoras de actividad plaquetaria, por lo que
comprobamos que las plaquetas no se fragmentan por su manipulacién, y se

mantienen integras hasta el momento de su utilizacién.

Estos resultados refuerzan la hipétesis de que con nuestro método ob-
tenemos plaquetas viables y moléculas bioactivas funcionales en concentracio-

nes adecuadas.

Con respecto a la utilidad clinica del uso de PRP en Ulceras cutdneas
cronicas, los resultados obtenidos son similares y, en algunos casos superiores a

los descritos en la literatura con el uso de métodos comercializados.

A continuacion detallamos los principales beneficios del gel desarrolla-

do para la aplicacién de PRP.

Se trata de un método de obtencion de gel de PRP con material mas
econémico y de manera mas rapida y sencilla que muchas técnicas comercia-
lizadas. Ademés, con las caracteristicas del gel de hidroxietilcelulosa descritas

anteriormente, se optimizan las propiedades del PRP vy, por tanto, el potencial
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regenerativo del mismo. En el caso concreto del tratamiento de las Ulceras cu-
tdneas crénicas, el uso de este polimero evita la necesidad de emplear apositos
bioactivos, con la consiguiente disminucién del gasto sanitario. Otro beneficio
destacable de la adicién del polimero al PRP es la obtencion inmediata de una
consistencia tipo gel. Los métodos comercializados consiguen esta consistencia
con empleo de tiempo y medidas fisicas, como la agitacion o el calentamiento.
Este consumo de tiempo para la preparaciéon del producto, que evitamos con

el uso de nuestro gel, dificulta el uso del producto en la practica clinica habitual.

En comparacién con otras concentraciones, el beneficio del gel de hi-
droxietilcelulosa al 5% se fundamenta en que permite la obtencion de una
consistencia gel inmediatamente tras la mezcla con el plasma rico en plaquetas
en proporcién 1:1. El uso de geles con porcentajes menores de hidroxietilcelu-
losa, precisan méas tiempo y mas cantidad de gel para conseguir la consistencia
deseada con la misma cantidad de plasma. El interés de la formacion rapida del
gel final radica en que, dado que la degranulacion de las plaquetas se produce
en los primeros minutos tras la activacién de las mismas, lo interesante es que
ésta tenga lugar en el lecho de la herida. Por otro lado, para conseguir la apli-
cacion de mayor principio activo, es interesante que por la misma cantidad de

plasma, se precise la menor cantidad de polimero bioactivo.

La composicion de la invencion mantiene la “cura en ambiente hu-
medo”, que se describe como esencial para la curacion de estas lesiones. El
gel disefiado forma una microcapa a modo de malla no oclusiva que permite
la perspiracion normal de la piel evitando los tipicos fendmenos de congestion
producida por otros tipos de geles hidrofilicos u oleosos (vaselinas), favorece la

liberacién sostenida de las moléculas bioactivas del PRP, no produce reacciones

VALIDACION DE UN NUEVO METODO DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS
PARA SU APLICACION EN ULCERAS CUTANEAS CRONICAS

173



174

. VI.— DISCUSION

de irritacién ni interacciones quimicas sobre la piel al ser no idnico y no depen-

der del pH para su obtencion.

A pesar de los prometedores resultados de diferentes series de casos y
ensayos clinicos sobre el uso del PRP en Ulceras cuténeas cronicas, el problema
que estd dificultando su extension de uso es la ausencia de protocolizacion de
empleo. Los métodos de obtencién muy variables. No se ha determinado la
frecuencia ni el modo de aplicacién mas eficaces. En relaciéon a su aplicacion
en forma de gel, los métodos comercializados consiguen esta consistencia con
empleo de tiempo y medidas fisicas, como la agitacién o el calentamiento. Este
consumo de tiempo para la preparacion del producto, que evitamos con el uso
de nuestro gel, dificulta el uso del producto en la practica clinica habitual. La
mezcla de PRP con el polimero bioactivo que hemos disefiado representa una

alternativa eficiente, facilmente reproducible.

Los resultados que estamos obteniendo estdn siendo muy esperanza-
dores. Este procedimiento resulta ser no sélo mas beneficioso para el paciente
(con una reduccion importante del tamafio de las lesiones y un consiguiente
bienestar explicito por parte de nuestros pacientes), sino que supone un in-
cremento de la productividad en el tratamiento de estas lesiones, asi como un

descenso de los costes (tanto directos como indirectos) asociados al mismo.

Para poder comparar nuestros resultados clinicos con los de otros es-
tudios, decidimos definir como variable resultado principal la duracién del trata-
miento (nUmero de sesiones necesarias) hasta reepitelizacion completa o apli-

cacion de injerto.
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En un metaandlisis reciente?’, en el que no hallaron diferencias esta-
disticamente significativas entre el grupo experimental y el control, la duracién

media de tratamiento fue de 12 semanas, con un rango de 8 a 40 semanas.

Sin embargo, series de casos y ensayos clinicos muestran resultados
beneficiosos de la técnica. Burdn y colaboradores® presentan una serie, similar
a la nuestra, de 12 Ulceras de etiologias diversas tratadas con PRP obtenido con
técnica abierta manual, aplicado de manera combinada en gel e inyectado, en

las que obtienen la curacion en un rango de 4 a 12 semanas.

Entre los ensayos con resultados que favorecen al grupo de PRP, se
encuentra el realizado por Anitua y colaboradores'®, en el que incluyeron 14 ul-
ceras, predominantemente venosas y por presion. La superficie cicatrizada a las
8 semanas, fue significativamente superior en los pacientes tratados con PRP

(72,94 +/- 22,25%) a la del grupo control (21,48 +/-33,56%) (P < 0,05).

En nuestro trabajo, la mediana de sesiones realizadas, predominan-
temente semanales, fue de 9, con un rango de 6 a 15. De 13 Ulceras trata-
das, obtuvimos la cicatrizaciéon completa en 10, reepitelizaciéon parcial en un
caso y dos pacientes precisaron la aplicacién de microinjertos (injertos en se-
llo), que prendieron de manera exitosa. El beneficio de la aplicacién de PRP
previa al cubrimiento con injerto se ha descrito en series cortas'®'%*, pero
tiene enorme interés predominantemente en heridas extensas de miembros

inferiores.

Este contraste entre los hallazgos desfavorables de la revision sistema-

tica citada con la buena respuesta clinica recogida en mdltiples trabajos podria
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explicarse por la dificultad que entrafia la realizacion un metaanélisis con estu-
dios que aun utilizando el mismo producto, éste ha sido obtenido de manera
diferente, se ha aplicado en pacientes que no comparten criterios de inclusién y

no existe uniformidad de las variables resultado medidas.

Con respecto a la llamativa disminucién del dolor y la mejoria en la ca-
lidad de vida que hemos evidenciado en nuestro estudio, sélo hemos encontra-
do un trabajo en la literatura que recoja estas variables resultado como medida
de la utilidad del PRP en Ulceras cutdneas crénicas'*. En un trabajo previo®” se
observé una disminucion estadisticamente significativa en la cantidad de anal-
gésicos intravenosos necesitados por los pacientes sometidos a esta terapia.
Este efecto analgésico también se ha evidenciado en la aplicacién de PRP en
traumatologia.'*° Asfaha y colaboradores,' mediante estudios in vitro, han rela-
cionado este efecto analgésico con la via de PAR4 (receptor activado por protei-
nasas 4). Dado que el dolor es uno de los principales factores de impacto en la
calidad de vida de los pacientes con Ulceras cutédneas crénicas, serfa interesante

determinar el potencial papel del PRP en esta sintomatologia.

A pesar de la importante limitacién que implica el pequefio tamafio de
nuestra serie de pacientes tratados, la heterogeneidad de las heridas incluidas
y la ausencia de un grupo control, dado que todos los pacientes habian sido
tratados previamente con tratamiento convencional adecuado sin mejoria, los
resultados podrian interpretarse como si fuera un estudio cruzado, en el que

cada paciente es su propio control.

Hay que tener en cuenta que el tiempo de seguimiento tras la curacion

ha variado entre los pacientes, desde semanas a meses, ya que se ha limitado
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al periodo del estudio. Un seguimiento a largo plazo habria permitido determi-

nar el porcentaje de recidiva de las lesiones.

Es fundamental la realizacion de ensayos clinicos bien disefiados para
establecer unas claras indicaciones de uso, con protocolos sobre los modos de

obtencion y aplicacion més adecuados.

La Medicina Regenerativa en las Ulceras cutdneas es un campo en con-
tinua innovacién, con el objetivo de proporcionar los elementos necesarios para
reemplazar tejidos y érganos dafados, estimulando ademaés la capacidad rege-

nerativa intrinseca del organismo.?>'42

Se esperan grandes avances en este campo en los proximos afos,
principalmente debido a las potenciales propiedades regenerativas de las cé-
lulas madre embrionarias y adultas, y mas recientemente de las células madre
pluripotentes inducidas. Los estudios muestran el potencial beneficio del uso
combinado de células madre con el PRP en el tratamiento de lesiones de ori-

gen mesenquimal, como tejidos blandos, hueso, cartilago o tendén.'*
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CONCLUSIONES

1. Elsistema de obtencién de plasma rico en plaquetas propuesto es autélo-

go, ambulatorio, sencillo, econémico y reproducible.

2. El método presentado obtiene una concentracion de plaquetas superior a
la basal. La cantidad de factores de crecimiento liberados no se correlacio-

na con la concentraciéon de plaquetas.

3. Las diferencias entre la cinética de liberacidn de factores de crecimiento
en PRP con gel de hidroxietilcelulosa y la del PRP sin afiadir el polimero

bioactivo es factor dependiente.

4. Al no haber diferencias significativas en los hallazgos de microscopia elec-
tronica entre los diferentes preparados (sangre total, PRP y PRP gel), se
puede concluir que la técnica de obtencion y gelificacion de PRP preserva
la integridad de las plaquetas y no induce una activacién precoz de las

mismas.

5.  Este método de obtencién y aplicacion de PRP representa una alternativa
de tratamiento eficaz para el manejo de Ulceras crénicas que no respon-
den a tratamiento convencional, tanto de manera aislada como en combi-

nacién con otras técnicas regeneradoras.

6.  Para establecer unas claras indicaciones de uso y extender su empleo en
la practica clinica habitual, se precisan ensayos clinicos bien disefiados que

apoyen su utilidad.
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CONCLUSIONS

Le systeme d’obtention de plasma riche en plaquettes que I'on propose

est autologue, ambulatoire, simple, bon marché et reproductible.

La méthode que I'on présente obtient une concentration de plaquettes
supérieure a celle de base. Il n“existe pas de corrélation entre la concentra-

tion de plaquettes et la quantité de facteurs de croissance libérés.

Les différences entre la cinétique de libération de facteurs de croissance
dans le gel d’hydroxyéthylcellulose et celle dans le PRP sans ajouter le

polymere bioactive est facteur-dépendant.

Etant donné qu’il n’y a pas de différences entre les découvertes de micros-
copie électronique des différentes préparations (sang complet, PRP et gel
de PRP), on peut en conclure que la technique d’obtention et gélification

préserve |” intégrité plaquettaire et n’induit pas une activation précoce.

Cette méthode d’obtention et application de PRP constitue une alterna-
tive de traitement efficace pour les plaies chroniques qui ne répondent
aux soins conventionnels, soit de maniére isolée ou en combinaison avec

d’autres techniques

Pour établir des instructions d’utilisation claires et étendre son utilisation
dans la pratique clinique habituelle, on a besoin d’essais cliniques bien

concus afin de soutenir I intérét de ce traitement.
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