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Las plaquetas, ademas de ser elementos claves en
la hemostasia y la trombosis, también juegan un rol
activo en la regeneracion de tejidos a través de la li-
beracion de diversos factores de crecimiento y cito-
quinas que modulan la angiogénesis, el remodelado
de la matriz extracelular y el reclutamiento, proli-
feracion y diferenciacion de células madre. Basan-
dose en este fundamento, los derivados de plasma
rico en plaquetas (PRP) son empleados en medicina
regenerativa para el tratamiento de diversas condi-
ciones clinicas incluyendo reparacion de ulceras y
tejido muscular, tratamiento de enfermedades dseas
y recuperacion tisular luego de intervenciones qui-
rurgicas.

Las ventajas de la administracion de PRP estan aso-
ciadas a un método de obtencion econdémico, rapi-
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do y simple. Ademas, debido a caracteristicas aso-
ciadas a su origen principalmente autdlogo y a sus
técnicas de obtencion inocuas, los posibles riesgos
infecciosos o de rechazo asociados al tratamiento
con PRP son minimos. Por estas razones, los hemo-
derivados enriquecidos en plaquetas han cobrado
gran relevancia en la Glltima década, y conforman un
creciente objeto de estudio experimental y clinico
en el contexto de la curacion de heridas.

En esta revision se describen los fundamentos bio-
logicos subyacentes al uso de estos tratamientos, los
diversos métodos de preparacion y aplicacion de es-
tos hemoderivados, como asi también las controver-
sias y perspectivas futuras vinculadas al empleo del
PRP en medicina regenerativa.
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Cicatrizacion, regeneracion y reparacion de tejidos
La reparacion de heridas es un proceso dinamico y
fisiologico que tiene como objetivo reconstruir te-
jidos dafiados. Este proceso comprende tres etapas
secuenciales y solapadas: 1) etapa inflamatoria (4-6
dias), 2) proliferativa (4-24 dias) y 3) remodelado o
maduracion (21 dias — 2 afios)?.

Durante la etapa inflamatoria se evita la pérdida de san-
gre inicial a través de la formacion de un coagulo. Ade-
mas, en esta etapa se remueve el tejido desvitalizado a
través del reclutamiento de neutréfilos y monocitos ca-
paces de fagocitar residuos del tejido dafiado y de pre-
venir posibles infecciones a través de la fagocitosis de
bacterias que hayan ingresado a través de las heridas!-?.
La etapa proliferativa esta caracterizada por la apa-
ricion de nuevos vasos sanguineos a partir de la
proliferacion y migracion de células endoteliales
adyacentes al tejido danado o reclutadas desde la
circulacion. Asi mismo, el crecimiento, migracion y
activacion de fibroblastos permite la formacion de
una nueva matriz extracelular provisoria denomina-
da cicatriz inicial o tejido de granulacion-?.

La etapa de maduracion se caracteriza por la con-
traccion de la cicatriz y el remodelado del colageno
que conforma la matriz extracelular. En esta fase
también ocurre la reparacion/regeneracion de los
tejidos dependiendo de la capacidad regenerativa
intrinseca de cada tipo tisular’-?. En este sentido,
si la herida fue ocasionada en un tejido de repara-
cion continua (ej. mucosas y epitelios), se lograra
una completa regeneracion de los componentes ce-
lulares danados a través de la diferenciacion y pro-
liferacion de células madre residentes y/o reclutadas
desde la médula 6sea o la circulacion. Dependiendo
de las caracteristicas de la lesion, la diferenciacion
de células madre también tendra lugar en tejidos con
menor tasa regenerativa, como son los de origen
mesenquimal (huesos, cartilagos, tendones y mus-
culo). Por el contrario, si la lesion fue ocasionada en
tejidos con baja tasa regenerativa, como el musculo
cardiaco o el sistema nervioso central, el tejido sera
reparado pero no regenerado, dejando una cicatriz
en la zona de la herida®.

Existen diversos aspectos que pueden afectar la cu-
racion de heridas, incluyendo factores locales (pre-
sencia de cuerpos extrafios en el sitio de la herida,
la maceracion de tejidos, isquemia o infeccion) y
factores intrinsecos al individuo (edad, diabetes, en-
fermedades renales, medicamentos y desnutricion,
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entre otros). Estos factores impactan directamente
en los mecanismos fisiologicos de regeneracion ti-
sular ocasionando diversas complicaciones clinicas:
cicatrizacion anormal (hipertréfica, queloides, atro-
ficas), dolor, prurito, malignizacion tisular (sindro-
me de Marjolin), hemorragia, tlcera, infeccion y
amputacion. En conjunto estos factores afectan las
tasas de morbilidad y mortalidad, siendo uno de los
grandes desafios médicos actuales que incluyen el
tratamiento de heridas cronicas, la prevencion de la
cicatrizacion, formacion de queloides o contracturas
y la curacion cosméticamente aceptable®®. Debido
al avance en el conocimiento de la ciencia basica, la
innovacion técnica y la reciente participacion de las
empresas farmacéuticas, actualmente existen diver-
$0s recursos para promover la reparacion de heridas
incluyendo matrices sintéticas, reemplazo de tejidos
biologicos, factores de crecimiento recombinantes y
terapia con células madre™®. También existen mé-
todos locales para favorecer la circulacion sanguinea
en pacientes con heridas cronicas vinculadas a neuro-
patias y vasculopatias. Estos ultimos incluyen méto-
dos mecanico/fisicos (terapia de presion negativa en
heridas y compresion neumatica intermitente) y mé-
todos ionicos (tratamiento hiperbarico con 0zono)®”.
Los derivados de plasma rico en plaquetas (PRP)
constituyen otra alternativa terapéutica para favore-
cer la regeneracion tisular®”. De manera similar a
los otros métodos, las bases moleculares subyacen-
tes al uso del PRP, como asi también los posibles
efectos adversos y la eficacia de estos tratamientos,
aun no han sido completamente dilucidados. Sin
embargo, y a diferencia de las otras terapias regene-
rativas, la utilizacion de PRP es un método econo-
mico y no requiere de equipamiento o entrenamien-
to complejo para su ejecucion. Asimismo, debido a
caracteristicas asociadas a su origen principalmente
autdlogo y a sus técnicas de obtencion inocuas, los
posibles riesgos infecciosos o de rechazo asociados
al tratamiento con PRP son minimos®?. Por estas
razones, los hemoderivados enriquecidos en plaque-
tas han cobrado gran relevancia en la ultima década,
y conforman un creciente objeto de estudio expe-
rimental y clinico en el contexto de la curacion de
heridas.

Bases moleculares de la regeneracién tisular me-
diada por plaquetas
Las plaquetas son células anucleadas derivadas de
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los megacariocitos que circulan por los vasos san-
guineos y poseen un rol esencial en los procesos de
hemostasia y trombosis. Estas células contribuyen a
prevenir la pérdida de sangre como consecuencia de
la injuria vascular mediante la adhesion a compo-
nentes del subendotelio, la agregacion entre ellas, la
liberacion del contenido de sus granulos y la forma-
cion de una superficie procoagulante que favorece
la generacion de trombina, la formacion de fibrina

y la consolidacion del trombo plaquetario?. Estas
células también participan activamente en otros
procesos fisiologicos incluyendo la cicatrizacion de
heridas y la regeneracion de tejidos a través de la
liberacion de factores de crecimiento, modeladores
de la matriz extracelular, y moléculas que inducen
la quimiotaxis y diferenciacion de células madre en-
doteliales y la activacion y diferenciacion de células
mesenquimales (Tabla 1)®.

Tabla 1. Factores de crecimiento liberados por las plaquetas.

Factores de crecimiento

Angiogénesis

Restitucion del tejido
conectivo

Regeneracion de las células
tejido-especificas

Otros

PDGF
(Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas)

Estabilizacion de vasos
sanguineos nacientes a
través del reclutamiento de
pericitos.

Reclutamiento y activacion
de fibroblastos induciendo
sintesis de colageno.

Proliferacion
de oligodendrocitos.

Proliferacion
de osteoblastos.

Diferenciacion a macrofagos
M2 (regeneradores).

Activacion de macrofagos.

bFGF
(Factor de Crecimiento
de Fibroblastos basico)

Migracion y proliferacion
de células endoteliales.

Proliferacion de osteoblastos.

Proliferacion de condrocitos.

TGF-p (Factor de Creci-
miento Tumoral B)

Proliferacion y activacion de
fibroblastos
induciendo sintesis
de colageno y fibronectina.

Deposicion de matriz 6sea.

Inhibicion de osteoclastos y
resorcion osea.

IGF-I (Factor de Creci-
miento Insulinico tipo I)

Reclutamiento y activacion
de fibroblastos induciendo
sintesis de colageno.

Proliferacion
de osteoblastos.

VEGF (Factor de Cre-
cimiento de Endotelio
Vascular)

Migracion y proliferacion
de células endoteliales.

Creacion del limen vascular.

Modulador actividad
de MPPs.

Quimioatractante de
macrofagos y granulocitos.

Vasodilatador
(induce liberacion ON).

Promueve linfo
y vasculogénesis.

EGF (Factor de Crecimien-
to Epidérmico)

Proliferacion
células endoteliales.

Diferenciacion a macrofagos
M2 (regeneradores).

Diferenciacion de
queratinocitos y fibroblastos
dérmicos para regenerar
dermis y epidermis.

cion de células endoteliales.

Proliferacion Proliferacion y activacion . . .
R L Proliferacion de hepatocitos.
células epiteliales. de fibroblastos.
Activacion de célul d Quimiotaxis y activacion
PAF (Factor Activador de clivacion de celu as' endo- de leucocitos.
teliales induciendo sintesis
Plaquetas) . ..
de factores de crecimiento. Funguicida.
Migracion y proliferacion Modulador permeabilidad
de células endoteliales. vascular.
Angiopoyetina-1 Estabilizacion de vasos
sanguineos nacientes a través Vasculogénesis.
del reclutamiento de pericitos.
Disolucion de membrana
MMP . e Remodelado
basal promoviendo moviliza- . .
(Metaloproteasas) de tejido conectivo.

La accion conjunta de estas moléculas modula se-
cuencial y solapadamente 1) la revascularizacion
del tejido danado a través de la induccion de la mi-
gracion, proliferacion, diferenciacion y estabiliza-
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neos, 2) la restitucion del tejido conectivo dafado a
través de la migracion, proliferacion y activacion de
fibroblastos, y 3) la proliferacion y diferenciacion de

93



células madre mesenquimales que dan origen a los
distintos tipos celulares especificos de cada tejido
(Tabla 1)®!112),

Cabe destacar que, ademas de las plaquetas, existen
otros tipos celulares capaces de liberar factores de
crecimiento, incluyendo células endoteliales, ma-
crofagos, fibroblastos, granulocitos y células ma-
dre mesenquimales y endoteliales. En respuesta al
dafio tisular, estas células son activadas y se dife-
rencian localmente hacia un fenotipo regenerador y
pro-angiogénico, culminando en la sintesis de novo
de factores de crecimiento luego de horas a dias de
ocurrida la injuria®?. A diferencia de este comple-
jo proceso, el reclutamiento y la activacion de pla-
quetas en el foco inflamatorio ocurre en minutos, y
culmina con la rapida secrecion de factores de creci-
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miento preformados y almacenados en los granulos
plaquetarios®?. De esta manera, y a diferencia de
los otros tipos celulares, la obtencion y activacion
de plaquetas ex vivo es una técnica simple, rapida y
econdmica que permite obtener un biomaterial rico
en factores de crecimiento.

Ademads de su accion regeneradora, las plaquetas
también liberan gran cantidad de sustancias que es-
tan involucradas en la defensa contra microbios in-
cluyendo quimioquinas y citoquinas. Estas inducen
el reclutamiento y activacion de células del sistema
inmune en el foco inflamatorio en regeneracion.
Las plaquetas también liberan sustancias con efec-
to bactericida, funguicida, virucida y parasiticida,
contribuyendo a matar patégenos de manera directa
(Tabla 2)(31%,

Tabla 2. Moléculas plaquetarias involucradas en la defensa contra microbios.

Inmuno moduladores

Angiogénesis

Restitucién
del tejido conectivo

Regeneracion de las

células tejido-especificas Otros

Reclutamiento,
proliferacion y
diferenciacion de células
progenitoras endoteliales
circulantes.

SDF-1a (Factor Derivado
del Estroma 1-0)

Quimiotaxis de células
madre mesenquimales.

Activacion de células
endoteliales induciendo
sintesis de factores
de crecimiento.

CD40L
(CD40 Ligando)

Quimiotaxis y activacién
de leucocitos.

Inhibicion de proliferacion
y migracion de células
endoteliales.

PF-4 (Factor Plaqueta-
rio 4)

Quimiotaxis de fibroblastos.

Sustancias microbicidas

Kinocidinas (PF-4, proteina basica derivada de plaquetas, RANTES) y defensinas
(B-defensina 2, timocina 34, PMP, péptidos microbicidas A'y B).

Debido a su efecto anti-hemorragico, regenerador y
microbicida, los hemoderivados ricos en plaquetas
son actualmente empleados en medicina regenerati-
va. Estos derivados constan de una fase semisolida
y otra liquida. La primera est4 constituida por pla-
quetas atrapadas en una red gelatinosa de fibrina, la
cual se forma a través de la conversion del fibrino-
geno durante la coagulacion inducida por CaCl, y/o
trombina. Este fenomeno ofrece un soporte semiso-
lido para la reepitelizacion y la angiogénesis funda-
mentales durante la regeneracion tisular'®, Por esta
razon, algunos tratamientos regenerativos con PRP
son suplementados con sustancias fibrilares obteni-
das por crioprecipitacion del plasma!?,

Por otro lado, la fase liquida es rica en factores de
crecimiento derivados de las plaquetas y de plasma
pobre en plaquetas (PPP). Aunque las plaquetas se-

cretan moléculas pro- y anti-angiogénicas, el efecto
global de estas células es pro-angiogénico!®!?. Este
fendmeno estd asociado al hecho de que mientras
los niveles intra-plaquetarios de las sustancias an-
ti-angiogénicas (incluyendo interleuquinas (IL)-10
y -12, inhibidores de metaloproteasas, endostatina
y angiostatina) son despreciables comparado con
los altos niveles plasmaticos, la relacion opuesta
se observa para los factores de crecimiento (VEGEF,
TGF-B, PDGF y EGF)!"®2), De manera controver-
tida, los derivados de PRP utilizados actualmente
en la medicina regenerativa contienen plasma, el
cual podria ejercer una interferencia con el efecto
regenerador deseado. Este fenomeno atin no ha sido
contemplado en el contexto del PRP en medicina re-
generativa.
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Aplicaciones clinicas del PRP

La primer aplicacion documentada de PRP en medi-
cina regenerativa fue realizada durante una cirugia
cardiaca en 1987%%. En la actualidad el uso de PRP
en medicina regenerativa ha crecido significativa-
mente. Estos hemoderivados se utilizan en el ambi-
to hospitalario, asi como en pacientes ambulatorios,
centros de cirugia ambulatoria y consultorios médi-
cos u odontologicos.

Las ventajas de la administracion de PRP estan aso-
ciadas a su método de obtencion econdmico, rapido
y simple, como asi también a la ausencia de efectos
adversos debido a su origen autdlogo, evitando ne-
crosis tisular o respuestas inmunologicas por parte
del huésped. No obstante, en pacientes con bajo re-
cuento plaquetario o enfermedades asociadas a ano-
malias de estas células, los tratamientos pueden ser
realizados con donaciones alogénicas®.

El PRP es empleado con fines regenerativos en di-
versas especialidades clinicas incluyendo dermato-
logia, odontologia, oftalmologia, ortopedia y densi-
tometria®°29,

Si bien existen publicados mas de 200 casos clini-
cos aislados que demuestran efectos favorables, los
beneficios clinicos de estos tratamientos aun no han
sido comprobados de manera robusta. A partir del
afio 2008 se han registrado mas de 50 ensayos cli-
nicos controlados y randomizados sobre este tema,
pero la mayoria de ellos aun no ha concluido®. Tres
de estos estudios han demostrado mejoria en la re-
generacion osea luego de cirugias odontologicas,
siete de nueve estudios en el area de la ortopedia
demostraron resultados positivos en la regeneracion
de musculo y articulaciones, cinco estudios derma-
tologicos demostraron beneficio en la curacion de
heridas, y dos estudios oftalmologicos demostraron
mejoria en el epitelio ocular luego del tratamiento
con PRP®, A pesar de estos resultados prometedo-
res, los beneficios clinicos de estos tratamientos ain
son controvertidos. Para entender la efectividad de
estas terapias habra que esperar los resultados de los
ensayos clinicos que actualmente se encuentran en
fase 3y 4®.

Contraindicaciones

El uso de PRP autoélogo esta contraindicado en pa-
cientes con sindromes de disfuncion plaquetaria,
trombocitopenia, inestabilidad hemodinamica, sep-
sis e infeccion local en la herida®-29),

Dentro de las contraindicaciones relativas, se acon-
seja evitar el uso de PRP dentro de las 48 horas de
ingestion de AINES o dos semanas de tratamiento
con corticoides sistémicos. También se desaconseja
el tabaco, o iniciar el tratamiento en pacientes con
fiebre, hemoglobina <10g/dl, recuento plaquetario
<10%uly en pacientes que tuvieron cancer, especial-
mente de origen hematopoyético u dseo. La terapia
con PRP alogenico deberia ser indicada por el mé-
dico luego de evaluar los riesgos que eso implica en
cada paciente*>?,

Preparacion de PRP para medicina regenerativa
La preparacion de PRP es realizada de manera ma-
nual o a través del empleo de dispositivos comer-
ciales que permiten realizar este procedimiento de
manera automatica.

Los equipos comerciales mas utilizados incluyen
Biomet GPS II y III; Harvest SmartPRep 2 APC+,
ArterioCyte-Medtronic Magellan, Arthrex ACP,
Cascade PPR therapy, PRGF, Regen PRP, Angel;
Magellan, Secquire, Sympony II, Genesis CS y Vi-
vostat®24,

Todos los métodos de preparacion de PRP, ya sean
manuales o automaticos, tienen en comun tres eta-
pas: 1) recoleccion de la sangre anticoagulada, 2)
aislamiento del PRP por centrifugacion y 3) forma-
cion del gel de PRP como resultado de la conversion
del fibrindgeno en una red de fibrina durante la coa-
gulacion®. Las variables metodologicas para cada
uno de estos pasos derivan de protocolos clasicos
previamente optimizados para los ensayos de coa-
gulacion, funcionalidad plaquetaria y obtencion de
concentrados plaquetarios con fines transfusionales.

Anticoagulantes

El anticoagulante utilizado para la recoleccion de la
sangre debe preservar la funcionalidad, integridad y
morfologia plaquetaria, y debe ser inocuo para los
pacientes. Se utilizan anticoagulantes citratados,
que actiian como quelantes de calcio impidiendo la
iniciacion de la cascada de coagulacion y cuyo efec-
to es revertido por el agregado de calcio exodgeno. El
anticoagulante recomendado para estos protocolos
es el acido-citrato-dextrosa (ACD), aprobado para
fines transfusionales y disponible en la mayoria de
los equipos comerciales disefiados para este fin.
También esta aceptado el uso de citrato trisodico o
citrato-fosfato-dextrosa (CFD)?*29, Por el contra-
rio, el EDTA estd contraindicado ya que su efecto
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no es reversible por el agregado de calcio, altera la
membrana plaquetaria y puede generar dafio en los
tejidos®?.

Existe una excepcion al empleo de anticoagulante.
Como se explica mas adelante, la sangre es extraida
sin anticoagulante en el protocolo de preparacion de
L-PRF, un tipo de PRP enriquecido en fibrina y en
componentes leucocitarios.

Métodos de recoleccion de la sangre

La recoleccion de la sangre puede realizarse en tubo
mediante un circuito abierto, donde la aplicacion
del PRP debe realizarse dentro de las 6 horas de ex-
traccion y es destinada Unicamente a tratamientos
topicos. Para otras aplicaciones se utiliza el método
de bolsa obtenido en circuito cerrado, donde el PRP
puede ser almacenado en agitacion continua hasta 5
dias a 22°C, o por un afio a -20°C@>29),

Centrifugacion de la sangre

Existe una gran variabilidad en los protocolos de
centrifugacion destinados a la preparacion de PRP.
Las condiciones de centrifugacion de la sangre des-
criptas para estos protocolos varian en tiempo (4-20
minutos), velocidad (100-3000 g), temperatura (12-
26°C) vy ciclos de centrifugacion (1-2 ciclos)®%29.
En consecuencia, la concentracién de plaquetas re-
cuperada en el PRP varia entre 300.000 a 1.900.000
plaquetas/pl®®.

La mayoria de los equipos comerciales disefiados
para este fin tienen como objetivo concentrar entre
5-9 veces a las plaquetas en el PRP comparado con
la concentracion sanguinea, para luego obtener un
producto final mas concentrado en factores de cre-
cimiento®. Este proceso se logra con altas veloci-
dades de centrifugacion y temperaturas inferiores
a 16°C. Sin embargo, la activacion plaquetaria in-
ducida por la accién mecanica de la centrifugacion
puede ocasionar la liberacion de factores de creci-
miento, los cuales serian descartados en los proto-
colos que incluyen varios ciclos de centrifugacion®.
Por lo tanto, el mayor nimero de plaquetas en el
PRP no siempre asegura una mayor concentracion
de factores de crecimiento en el producto final. Es
conveniente evitar aquellos protocolos que incluyan
altas velocidades de centrifugacion y temperaturas
inferiores a 16°C que puedan contribuir a la activa-
cion plaquetaria durante la centrifugacion®.
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Clasificacion del PRP

Como resultado de la centrifugacion, la sangre es
dividida en tres capas de distinta densidad. La capa
inferior estd compuesta por globulos rojos, la capa
media estd compuesta por globulos blancos y pla-
quetas (del inglés, buffy coat) y la capa superior esta
compuesta por plasma. A su vez, la fase plasmatica
puede subdividirse en tres fracciones en funcion de
la concentracion de plaquetas: pobre, intermedia o
rica en plaquetas (Figura 1).

/

e

" Plasma
Fraccion pobre en plaquetas

Fraccién con concentracion
intermedia de plaquetas

Fraccion rica en plaquetas

Leucocitos y
plaquetas

Células rojas

Figura 1. Fases obtenidas luego de la
centrifugacion de la sangre 7.

La composicion y el volumen del PRP varian en
funcion de la fase que sea recolectada. En este sen-
tido, algunos protocolos recolectan toda la capa
plasmatica, otros las fases plasmaticas con concen-
tracion intermedia y rica en plaquetas, y otros proto-
colos utilizan tnicamente el buffy coat. En funcion
de su recoleccion el volumen de PRP variara entre
el 2-40% del volumen original de la sangre®®.

De esta manera, el contenido del PRP es variable ya
que si bien todos estos derivados estan enriqueci-
dos en componentes plaquetarios, algunos de ellos
también son ricos en leucocitos. Ademds existen
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protocolos de preparacion del PRP que permiten
enriquecer a este hemoderivado en fibrina, y tienen
como objetivo obtener una matriz solida para relle-
nar tejidos luego de cirugias.

A partir del afio 2009 se ha clasificado a los deri-
vados de PRP en cuatro grupos en funcion de su
contenido: P-PRP (puro en plaquetas y pobre en
leucocitos), L-PRP (rico en plaquetas y leucocitos),

P-PREF (rico en plaquetas y fibrina) y L-PRF (rico en
plaquetas, leucocitos y fibrina)®®. En el afio 2012 se
agrego el término “gel” para subclasificar al P-PRP
y L-PRP como activado o no activado con CaCl, y/o
trombina®.

Las caracteristicas de composicion, preparacion y
aplicacion de los distintos tipos de PRP se detallan
en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de los derivados de PRP?428:29),

P-PRP 0 Puro en Plaquetas | L-PRP | P-PRF | L-PRF
Plaquetas Rico
Leucocitos Pobre | Rico Pobre | Rico
Fibrina Pobre Rico

1) Extraccion sangre
anticoagulada.

2) Centrifugacion.

3) Aislamiento de PRP.

Manipulacion de la sangre

1) Extraccion sangre
anticoagulada.

2) Centrifugacion.

3) Aislamiento de PRP
+ buffy coat.

1) Extraccion sangre
anticoagulada.

2) Centrifugacion.

3) Aislamiento de PRP.

1) Extraccion de sangre
sin anticoagulante.

Activacion

Activacion con CaCl2 y/o trombina.
Se denomina "gel" una vez activado.

Se activa por ausencia de
anticoagulante.
Se centrifuga inmediata-

1) Activacion con CaCI2
y/o trombina durante

centrifugacion. mente luego de la
2) Compresion de malla extraccion de sangre.
de fibrina. 2) Compresion de malla

de fibrina.

Consistencia

Gelifica luego de activacion.
Se utiliza el gel o el exudado liquido.

Solido

Aplicacion superficial y/o inyectable.

Costo 5-50 euros MM* 0 >50 euros MA* 5-50 euros (s6lo MM) <5 euros (s6lo MM)
Facilidad Simple MM; Muy complejo MA Complejo MM; Simple MA Simple Muy simple
” . . . Poco versatil debido a su consistencia solida.
L Muy versatil debido a su consistencia. e R
Aplicacion Se utiliza para rellenar luego de cirugias

(oral, maxilofacial, pléstica).

*MM: Método Manual. MA: Método Automatico o con kit comercia

Si bien esta clasificacion del PRP es actualmente
aceptada, todavia no existen protocolos estandariza-
dos para la preparacion de los mismos, como tampo-
co existen evidencias que indiquen qué tipo de PRP
es mas eficiente, en qué situacion clinica es indicado
aplicarlos, o cudles son los posibles efectos adversos
asociados a cada uno de ellos.

En particular, y teniendo en cuenta la gran cantidad
de sustancias microbicidas provenientes de los leu-
cocitos, los derivados de PRP enriquecidos en estas
células tienen como objetivo potenciar la defensa
contra patdgenos, fenémeno fundamental para pre-
venir posibles infecciones durante la curacion de
heridas. Sin embargo, las enzimas leucocitarias no
solo son capaces de dafiar la membrana de los pato-
genos, sino que también son capaces de hidrolizar a
la matriz extracelular y a las células involucradas en
la reparacion del tejido dafiado®®*V, En un contex-
to fisioldgico, la accidon exacerbada de las proteasas

leucocitarias es impedida a través de inhibidores en-
ddgenos de estas enzimas. Sin embargo, estos meca-
nismos de control se encuentran alterados de mane-
ra local y sistémica en enfermedades inflamatorias
cronicas como la diabetes, fenomeno que contribu-
ye a la progresion de heridas cronicas en estos pa-
cientes®!3?, Teniendo en cuenta que el tratamiento
de heridas de diabéticos con PRP ha crecido expo-
nencialmente en la Gltima década®, resulta crucial
entender si el PRP enriquecido en leucocitos podria
ejercer un efecto contraproducente en el tratamiento
de estos pacientes. Cabe mencionar que la mayoria
de los equipos comerciales disefiados para la pre-
paracion del PRP dan como resultado un hemode-
rivado rico en leucocitos®?. Este fenomeno podria
contribuir al dafio secundario de los tejidos y derivar
en resultados negativos en los ensayos clinicos que
evaltian el uso de PRP en medicina regenerativa.
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Activacion del PRP

Una vez obtenido, el PRP debe ser “activado” antes
de su aplicacion. Este procedimiento consiste en in-
ducir la activacion plaquetaria provocando la secre-
cion de los factores de crecimiento almacenados en
los granulos de estas células.

Los métodos de activacion mas utilizados son el
agregado de cloruro de calcio (CaCl,) o gluconato
de calcio, restituyendo los niveles del cation plas-
matico que fueron quelados por el anticoagulante y
permitiendo la generacion de trombina®?.

Teniendo en cuenta el rol primordial que tiene la
trombina en la activacion del PRP, algunos proto-
colos han considerado el agregado de esta enzima
de manera individual®3> o combinada®®*3? con las
soluciones de CaCl,. La administracion de trombina
bovina se ha asociado al desarrollo de autoanticuer-
pos contra factores de la coagulacion®®®, motivo por
el cual se recomienda utilizar inicamente trombina
de origen autdlogo.

Algunas revisiones de la literatura sefialan que el
PRP puede ser aplicado sin activacion previa en te-
jidos blandos, ya que las plaquetas seran activadas
in situ por el colageno expuesto en la matriz de los
tejidos dafiados®?. Este fenomeno no ha sido com-
probado y podria ocasionar un dafio secundario por
exposicion de los tejidos al anticoagulante.

. Cuanto calcio se debe agregar?

Se debe agregar la cantidad de calcio que fue quela-
da por el anticoagulante.

Para tal fin se utilizan soluciones de CaCl, o glucona-
to de calcio agregados en una concentracion final de
22-25 mM. Este valor proviene de la ecuacion qui-
mica de interaccion del calcio con el citrato trisddico
y el 4&cido citrico contenidos en los anticoagulantes.
Por lo tanto, los célculos indican que, mientras el
anticoagulante citrato trisddico 0.38% secuestra 22
mM de calcio, los anticoagulantes CFD y ACD se-
cuestran 24-25 mM de calcio, ya que ademas de ci-
trato trisddico también contienen acido citrico.

De esta manera, la cantidad de calcio que debe
agregarse varia en funcion del tipo de anticoagu-
lante empleado y de su concentracion. De manera
controvertida, los protocolos publicados no brindan
informacién exacta sobre este tema. Por ejemplo, al-
gunos protocolos indican que se deben agregar 0.2-
0.5 ml de CaCl, por cada 1 ml de PRP anticoagula-
do con ACD®, o 1 ml de CaCl, cada 6 ml de PRP
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anticoagulado con CFD®®. En estos ejemplos no se
especifica cudl es la concentracion de la solucion de
CaCl, que debe ser utilizada.

Cabe destacar que el exceso de CaCl, en el PRP no
es recomendable. En estudios preliminares de nues-
tro laboratorio se comprobd que el agregado de 30
ul de CaCl, 10% a 1 ml de PRP con ACD induce
coagulacion y activacion plaquetaria. Por el contra-
rio, el agregado de 40 pl de la misma solucion de
CaCl, (apenas 10 pl de mas) inhibe la coagulacion
del PRP. Este fenomeno radica en que el exceso de
CaCl, disocia al FXIII de la coagulacion, y afecta la
integridad de la membrana plaquetaria, interfiriendo
con la coagulacion y la activacion plaquetaria®-4D,
La temperatura y el tiempo son otras variables que
afectan a la activacion del PRP. Dependiendo del
protocolo, el proceso de gelificacion del PRP se rea-
liza durante 20 minutos a 1 hora ya sea a 37°C“» o
a temperatura ambiente®”. Todos estos métodos son
validos. Se debe tener en cuenta que la activacion
del PRP no debe realizarse a temperaturas inferiores
de 20°C porque la coagulacion es inhibida al des-
cender de esas temperaturas®.

Suplemento con sustancias fibrilares plasmaticas
Algunos protocolos de preparacion de PRP incluyen
el suplemento con sustancias fibrilares, las cuales
funcionan como una matriz provisoria durante la
regeneracion, y favorecen el anclaje de las células
involucradas en regeneracion de tejidos!!®!”, Estos
concentrados fibrilares son obtenidos por fracciona-
miento y crioprecipitacion del plasma, y son ricos
en fibrindgeno, fibronectina, factor von Willebrand
y factor VIII. Teniendo en cuenta que la proteina
mayoritaria es el fibrindgeno, estos materiales son
usualmente denominados biomateriales basados en
fibrindgeno y se obtienen comercialmente (origen
heter6logo) o manualmente por la crioprecipitacion
de plasma autologo'®,

PRP en medicina regenerativa, ;verdad o mito?
A pesar de que el PRP es utilizado hace tres déca-
das en el contexto de la medicina regenerativa, en
la actualidad existen diversas controversias acerca
de su efectividad. Estas controversias radican en un
proceso multifactorial causado por 1) dificil acceso
a la informacion, 2) interpretacion subjetiva de la
informacion, 3) ausencia de significancia estadistica
y 4) ausencia de consenso en las técnicas de prepa-
racion del PRP.
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Dificil acceso a la informacion

En la literatura existen mas de 3000 articulos sobre
la utilizacion de PRP en medicina regenerativa. S6lo
el 50% de estos trabajos estan indexados en bases de
datos médicas y cientificas de uso masivo (PubMed,
MEDLINE, EMBASE, etc.). El resto esta publica-
do en revistas de diversas sociedades médicas, cuyo
acceso es dificultoso debido a su baja visibilidad y
a la alta variabilidad de idiomas empleados. El 70%
de los trabajos indexados en PubMed estan escritos
en inglés y el 30% restante estd escrito en chino,
francés, aleman y espaiiol dificultando entendimien-
to por los angloparlantes.

El 60% de los articulos indexados en PubMed sobre
este tema fueron publicados a partir del afio 2013.
Dentro de estos trabajos, el 50% corresponde a re-
visiones; el 15% son ensayos clinicos aun no con-
cluidos en su mayoria, el 15% son trabajos de inves-
tigacion basica, que tienen como objetivo entender
las bases bioldgicas subyacentes al uso del PRP, y
el 20% restante corresponden a casos clinicos, los
cuales en su mayoria no detallan los protocolos de
preparacion del PRP, ni incluyen métodos estadis-
ticos que avalen la significancia de sus resultados.
En conjunto, estas cifras indican que, a pesar de ser
una técnica empleada hace 30 afios, la mayoria del
conocimiento sobre este tema fue generado y publi-
cado hace solo 3 afios, siendo dificil acceder a infor-
macion rigurosa antes de esa fecha.

Interpretacion subjetiva de la informacion

Un claro ejemplo de esta problematica surge del
analisis de los articulos publicados por Picard®?,
Martinez-Zapata®? y sus colaboradores. Ambos tra-
bajos constituyen revisiones exhaustivas de los arti-
culos cientificos publicados sobre el uso de PRP en
la curacion de heridas cronicas, incluyendo ulceras
de pie diabético, ulceras por presion y/o vasculares
(venosas o arteriales). Los dos trabajos analizan a los
mismos casos y ensayos clinicos publicados sobre
el tema. Llamativamente, ambos autores concluyen
resultados opuestos. Mientras Picard asegura que el
uso del PRP es efectivo en estos tratamientos, Marti-
nez-Zapata concluye lo contrario.

A modo de ejemplo, en ambas revisiones se discuten
los resultados del ensayo clinico realizado por Dri-
ver y colaboradores®?, Basandose en este trabajo,
Picard concluye que el tratamiento de ulceras de pie
diabético con PRP es efectivo, porque el porcenta-

je de area completamente curada fue del 81.3% con
PRP comparado con el tratamiento control (42.1%,
p=0.036). Por el contrario, Martinez-Zapata conclu-
ye que el tratamiento con PRP no fue efectivo porque
no fue capaz de mejorar todos los parametros clini-
cos evaluados, y ademas cuestiona la significancia
estadistica de los resultados obtenidos por Driver.

Ausencia de significancia estadistica
Controversialmente, mientras algunos trabajos de-
muestran que el PRP es efectivo en la regeneracion
de tejidos, otros no observan diferencias significati-
vas que avalen la efectividad de estos tratamientos.
Basados en el ejemplo anterior, diversos ensayos y
casos clinicos concluyen que el PRP no es efecti-
vo para la curacion de heridas cronicas debido a la
ausencia de significancia contra los controles (so-
lucion salina, vendas, matrices sintéticas, etc.)®,
Las variables estudiadas en estos trabajos incluyen
numero de Glceras curadas, porcentaje de area reepi-
telizada, porcentaje de area curada, tiempo de cura-
cion, presencia o ausencia de dolor y complicacio-
nes (infeccion, necrosis, ulceras recurrentes, prurito,
dermatitis)®**). Llamativamente, y si bien algunos
parametros clinicos evaluados en esos trabajos no
son alterados por el PRP, este tratamiento si es capaz
de mejorar significativamente otras variables estu-
diadas. A pesar de esto, el analisis estadistico global
resulta en la ausencia de significancia. Especifica-
mente, en el trabajo de Driver y colaboradores de-
muestran que mientras el PRP fue significativamen-
te efectivo al aumentar el nimero de pacientes con
curacion completa y el porcentaje de area curada,
este tratamiento no tuvo efecto significativo en el
tiempo de curacion®,

De esta manera, existe una ausencia de evidencias
solidas que demuestren la efectividad de los trata-
mientos regenerativos con PRP. Este fenomeno es
directamente afectado por la falta de protocolos es-
tandarizados para la preparacion del PRPy la escasa
cantidad de ensayos clinicos controlados y conclui-
dos sobre este tema. Estas discrepancias estadisticas
seran resueltas en un futuro, luego de analizar los
resultados de los ensayos clinicos que actualmente
estan en curso (ClinicalTrials.gov; Clinicaltrialsre-
gister.eu).

Ausencia de consenso en las técnicas de prepara-
cién del PRP
Como fue mencionado anteriormente, la composi-

HEMATOLOGIA * Volumen 20 Niimero Extraordinario del XII Congreso del Grupo CAHT: 91-103, 2016 99



cion del PRP puede afectar significativamente sus
propiedades bioldgicas. En este sentido, la gran
variabilidad en las técnicas de preparacion de PRP
puede llevar a resultados clinicos indeseados, im-
pactando directamente en la eficiencia de estos tra-
tamientos.

Por este motivo, es fundamental que existan ensayos
experimentales y clinicos disefiados para estudiar la
eficacia y seguridad de cada tipo de producto deri-
vado del PRP.

Estudios preliminares de nuestro laboratorio

En los ultimos cinco afios se han publicado diversos
trabajos de investigacion basica dirigidos a definir
las condiciones Optimas para la preparacion de PRP
con fines regenerativos. Estos trabajos tienen como
objetivo encontrar las variables metodologicas que
permitan aumentar la concentracion de plaquetas y
de los factores de crecimiento provenientes de las
mismas. Sin embargo, en estos estudios no se reali-
zan ensayos funcionales que comprueben la capaci-
dad regenerativa de las variables propuestas.
Establecer las condiciones Optimas para la prepara-
cion de PRP a través de ensayos funcionales rege-
nerativos constituye un pilar esencial para mejorar
estos tratamientos, y conforma uno de los objetos de
estudio de nuestro grupo de trabajo.

En nuestro laboratorio, la sangre anticoagulada es
centrifugada a 200 g, 15 minutos, temperatura am-
biente (22-26°C). La fase plasmatica es recolecta-
da evitando la contaminaciéon con leucocitos. La
concentracion de plaquetas obtenida en el PRP es
de 421.000-447.000/ul, y se recupera 30-37% del
volumen original de la sangre. El PRP es activado
durante 40 minutos a 37°C con CaCl,. La concentra-
cion de CaCl, es calculada en funcion de la cantidad
de calcio quelada por cada anticoagulante emplea-
do. Luego de la activacion, el coagulo es descartado
y el sobrenadante conteniendo los factores secreta-
dos por las plaquetas es recolectado. La capacidad
angiogénica de los sobrenadantes provenientes del
PRP activado es estudiada in vitro evaluando la pro-
liferacion, migracion y formacion de estructuras tu-
bulares de células endoteliales.

Nuestros hallazgos indican que la concentracion mi-
nima de plaquetas en PRP requerida para inducir el
maximo de respuestas angiogénicas in vitro es de
88.000-112.000 plaquetas/pl.

Hemos hallado tres variables en la preparacion del
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PRP que incrementan marcadamente la capacidad
regenerativa de estos hemoderivados: el pre-acon-
dicionamiento a 4°C, la dilucién del PRP activado
antes de su aplicacion y el suplemento con criopre-
cipitados fibrilares plasmaticos.

La primera variable implica el pre-acondiciona-
miento del PRP a 4°C durante 30 minutos antes del
agregado de CaCl,. La exposicion de plaquetas a
bajas temperaturas gatilla la activacion de mecanis-
mos moleculares involucrados en la secrecion del
contenido de los granulos“®. Como resultado, el so-
brenadante proveniente del PRP es enriquecido en
factores de crecimiento liberados por las plaquetas,
aumentando las respuestas angiogénicas inducidas
por este biomaterial.

La segunda variable implica la dilucion de los sobre-
nadantes del PRP activado con solucion fisioldgica.
Nuestros hallazgos demuestran que la actividad an-
giogénica inducida por sobrenadantes provenientes
de PRP activado son significativamente incrementa-
dos por la dilucién entre el 25-50% del PRP con so-
lucidn fisiologica. Este fenomeno podria estar aso-
ciado a la dilucion de los factores anti-angiogénicos
constitutivos del plasma, dando como resultado un
balance optimo entre los factores de crecimiento
plaquetarios y las sustancias anti-angiogénicas plas-
maticas. La importancia clinica de estos resultados
no solo estaria asociada al aumento de la eficiencia
de los tratamientos, sino también a la disminucién
del volumen de sangre que deberia ser obtenido para
los mismos.

Por ultimo, hemos demostrado que las respuestas
angiogénicas mediadas por PRP son aumentadas
significativamente por el suplemento con criopreci-
pitados fibrilares provenientes del plasma.

Estas tres variables actian de manera aditiva poten-
ciando marcadamente la capacidad angiogénica del
PRP. Estos resultados obtenidos in vitro estan sien-
do actualmente extrapolados a modelos de animales
en nuestro laboratorio, los cuales no sélo evaltan
la capacidad angiogénica del PRP sino también la
capacidad regenerativa la cual involucra la reestruc-
turacion de varios tejidos.

Conclusiones y perspectivas futuras

Las controversias sobre el empleo del PRP en me-
dicina regenerativa radican en la ausencia de pro-
tocolos estandarizados para la preparacion de estos
hemoderivados; la escasez de ensayos clinicos mul-
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ticéntricos, randomizados y controlados sobre estos
tratamientos y la ausencia de publicaciones cien-
tificas rigurosas sobre este tema. A pesar de estas
controversias, los recientes resultados de ensayos
clinicos demuestran beneficios clinicos prometedo-
res en el area de la dermatologia, odontologia, oftal-
mologia, ortopedia y densitometria. Para entender
la efectividad de estos tratamientos habra que espe-
rar al resultado de los ensayos clinicos controlados
y randomizados que actualmente se encuentran en
fase 3y 4.

Todavia existen diversos interrogantes sin resolver
sobre este tema: ;cual es el efecto de las drogas an-
ti-agregantes en estos tratamientos?, ;cuales son los
mecanismos bioldgicos subyacentes al empleo de
estas terapias?, ;cudl es la capacidad regenerativa
del PRP de pacientes con enfermedades inflamato-
rias cronicas?, jcudles son los posibles efectos ad-
versos asociados al uso de PRP?, ;cudl es la eficacia
de estos tratamientos?

A diferencia de otras terapias regenerativas, la uti-
lizacion de PRP es un método econdémico que no
requiere de equipamiento o entrenamiento complejo
para su ejecucion. Por este motivo, los derivados de
PRP son una herramienta terapéutica prometedora
en el contexto de la medicina regenerativa, y se han
convertido en un foco de atencion de la industria
farmacéutica y la comunidad cientifica y médica en
la ultima década.
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