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INTRODUCCION

En la mayoria de los casos, el objetivo de la investigacion médica no se
centra Unicamente en prolongar el tiempo de vida del paciente, sino en
procurar mejorar su calidad de vida. Es por ello, que en la actualidad gran
namero de investigaciones van dirigidas a la identificacion de mecanismos
implicados en la regeneracion y reparacion tisular, destacando el papel
activo de los factores de crecimiento y de las proteinas plaquetarias y
plasméticas en la restitucion celular. En este sentido, se empez6 a estudiar
y a utilizar el plasma rico en plaquetas (PRP) por sus propiedades
moduladoras y estimuladoras de la proliferacion de las células derivadas
de células madres de origen mesenquimal (fibroblastos, osteoblastos,

células endoteliales, adipoblastos, miocitos y condrocitos, principalmente).

Reparacion y regeneracion tisular

La agresion a los tejidos tiene como resultado una respuesta del organismo
que activa un proceso de restauracion del tejido afectado. Dicho proceso
siempre comienza con la aparicién de un coagulo sanguineo que rellena el
defecto y aporta las proteinas necesarias para generar un tejido fibroso que
termina en cicatricial, el cual no respeta la arquitectura ni funciones

originales preexistentes. Este proceso se conoce como reparacion. (1)

En ocasiones el proceso no lleva a una reparacién sino a la creacion de un
tejido similar al original con una arquitectura y funciéon exactamente iguales.

En este caso se habla de regeneracion (1).

El premio Nobel de medicina en 1990 Joseph Murray habla de las cuatro

“R”; retirar, reparar, reemplazar y regenerar. (2)

Desde la antigiiedad el objetivo se ha centrado en aportar de forma natural
los factores que intervienen en la cicatrizacion, existiendo en la historia
diferentes métodos, algunos muy pintorescos, como son los descritos en
los trabajos de Thomas (3); que utilizaba gusanos para la curacion de las

heridas. Ya en las batallas napoleonicas los utilizaban para evitar la



sobreinfeccion al remover el tejido necrético y promover la cicatrizacion de

las heridas provocadas en la batalla.

El primer estudioso que aporta datos importantes acerca de la regeneracion
tisular 6sea es de Marshall Urist que en 1965 describe la importancia de las

proteinas morfogenéticas 6seas en la regeneracion de tejidos (4).

En 1994 es Tayapongsak quien completa las aportaciones de Urist con sus
estudios de la importancia de la fibrina adhesiva autdloga (AFA) como
mecanismo intrinseco de la respuesta celular aplicable a la regeneracion
tisular (5), describia la adaptacion de la fibrina que forma parte del suero
para vehiculizar al injerto en cirugia. Tras la extraccion de sangre al
paciente afladiendo anticoagulantes, ésta se centrifugaba depositdndose
elementos formes en el fondo del recipiente, formandose asi el suero con
la fibrina. Al ser las plaquetas el elemento menos pesado de todas las
células sanguineas se depositaban por encima del resto y por tanto
quedaba embebido en dicha fibrina. La combinacion de fibrina mas
plaguetas conseguia unos resultados 6ptimos en cirugia (5).

Posteriormente en la década de los 90, Robert Marx (6) aporto otro término
a la bibliografia cientifica, plasma rico en plaguetas (PRP). El procedimiento
para su obtencién consiste en la adaptaciéon del mismo compuesto de
fibrina autdloga en la que se engloban el mayor nimero posible de
plaguetas pensando en el aporte de las proteinas que en su interior
existian. Estas proteinas, como ya se ha comentado, aportan sefiales
importantes en el proceso de la cicatrizacion. Conociendo el
comportamiento de los elementos formes y de los fluidos, como es la
sangre, se pueden acotar unos parametros en la centrifugacién para
decantar las células sanguineas con mayor peso en el fondo y las de menor
peso justo por encima. De esta forma, se consigue que los hematies, que
son los de mayor peso, se depositen en el fondo del recipiente, a
continuacion la serie blanca, e inmediatamente por encima las plaguetas,

justo antes del suero con la fibrina.



Anitua propone, en 1999, utilizar el plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF), y que dichas proteinas tienen propiedades como, la migracion
celular dirigida (quimiotaxis), proliferacion y diferenciacion celular. Todos

estos procesos claves en la reparacion y regeneracion tisular (7).

Definicion de plasmarico en plaquetas

El PRP se define como una fraccion de plasma obtenido de sangre autdloga
que tiene una concentracion de plaquetas superior a la del plasma en

condiciones basales (8)

En funcién del sistema utilizado varia la concentracion de plaquetas,
leucocitos y factores de crecimiento del preparado. En consecuencia, la
nomenclatura PRP engloba las diferentes fracciones que se pueden
obtener en funcién del método empleado: preparado rico en factores de
crecimiento (PRGF), plasma rico en plaguetas y factores de crecimiento
(PRPGF), plasma rico en plaquetas (PRP), plasma pobre en plaquetas
(PPP), plasmarico en plaguetas y rico en leucocitos (LR-PRP), plasma rico

en plaquetas y pobre en leucocitos (LP-PRP). (9)

El PRP contiene no solo un alto nivel de plaquetas, sino también de los
factores de crecimiento que son secretados activamente por las plaguetas.
Ademas, el PRP también es rico en proteinas que actian a nivel de la
adhesion celular (fibrina, fibronectina, y vitronectina), por lo que proporciona
el soporte estructural necesario para la migracion celular, y para la

proliferacion y crecimiento tridimensional de los tejidos sobre los que actua.

El PRP tiene efectos no solo directamente sobre las células diana para los
factores de crecimiento, sino también como matriz extracelular para la
estimulacion de la reparacion y/o regeneracion del tejido de un modo global.
(10).



Activacion plaquetaria

La activacion plaquetaria en respuesta al dafio tisular y vascular provoca la
formacion de un tapon plaquetario y un coagulo hematico cuyas funciones
son la consecucion de la hemostasia, y la secrecion de proteinas
biolégicamente activas (factores de crecimiento) involucradas en el proceso

de curacion tisular.

En condiciones fisiologicas, las plaquetas circulan en forma no activa y
expresan en su superficie un numero relativamente pequefio de muchas de
las moléculas que, en estado activado, van a facilitar su interaccién con
otras plaquetas y otras células de su entorno. Ademas las plaquetas
contienen diferentes tipos de granulos que al ser activadas, liberan
diferentes factores almacenados en ellos y que a su vez estimulan alin mas
la actividad de la propia plaqueta. Estos factores tienen también efectos
bioldgicos sobre otras células del entorno plaguetario. (11)

Como hemos sefialado, las plaquetas contienen fundamentalmente tres

tipos de granulos: los granulos densos, los granulos a y los lisosomas.

Figura 1. Activacién plaquetaria (11)
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Los granulos a de las plaquetas

Los granulos a de las plaquetas influyen poderosamente en la cicatrizacion
y regeneracion de los tejidos, ya que son reservorios de proteinas que van
desde factores de crecimiento hasta moléculas de adhesion o receptores

que utiliza la plaqueta para interaccionar con otras células.

Entre estos receptores se incluyen las glucoproteinas (GP) Iba y 1IbB3. Otra
de las moléculas de adhesién contenidas en estos granulos es la P-
selectina, que permite la interaccion de las plaquetas con las células

endoteliales, los leucocitos y otras células inmunitarias.

La GPlba actua en la fase inicial de frenado de las plaquetas sobre la pared
vascular. La GPlba se expresa de forma constitutiva en la superficie de la
plagueta e inicia el proceso de adhesion plaquetario uniéndose al colageno

y al factor von Willebrand (FVW).

La interaccion transitoria entre el FVYW y la GPIb a permite la «rodadura» de
las plaguetas en la zona dafiada del vaso. Como resultado, las proteinas
contenidas en la pared vascular, fundamentalmente el coladgeno, induciran
la activacién de las plaquetas y su adhesion firme a la pared, de tal manera
gue el colageno y el FVYW forman una especie de unidad funcional para la
formacion inicial del trombo, en el que el FVW contribuye a la captura inicial
de las plaquetas en la superficie del vaso y el colageno permite que se
establezca una unidbn mas estable con las plaquetas. En el proceso de
interaccidn entre plaqueta y colageno participan dos receptores

plaquetarios, la GPVI y la integrina a231. (11)

La activacion, también conocida como degranulacion, provoca que los
granulos a se fundan con la membrana celular de las plaquetas, donde
algunas de las proteinas secretoras, por ejemplo, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) (que incluye los isémeros aa, BB y ap),
el factor de crecimiento transformante (TGF)-B (que incluye los isébmeros
B1y B2) pasan al estado activo al afiadirseles histonas y cadenas laterales

de carbohidratos. Asi, las proteinas son secretadas, permitiendo que se



enlacen a los receptores de las células diana (por ejemplo, células madre
mesenquimales, osteoblastos, fibroblastos, células endoteliales, o células
epidérmicas). Una vez unidas a los receptores transmembrana, se activan
las proteinas sefializadoras intracelulares, lo que lleva a la expresion de
una secuencia de genes (distintos en cada tipo celular) que dirigen la
proliferacion celular, la formacion de la matriz, la produccion osteoide, la
sintesis de colageno, y otras acciones, en funcion del tipo de célula sobre

el que actuen (12)

Las plaguetas empiezan a secretar activamente estas proteinas en los 10
minutos siguientes a la formacion del coagulo, completando la secrecién de
mas del 95% de los factores de crecimiento presintetizados en el plazo de
1 hora. Tras esta salva inicial de proteinas liberadas, las plaquetas
sintetizan y secretan proteinas adicionales mientras se mantienen vivas
(entre 5y 10 dias). Cuando empieza a disminuir la influencia directa de las
plaquetas, los macrofagos que llegan arrastrados por el torrente vascular
estimulados por las plaquetas, asumen la responsabilidad de la regulacion
de la cicatrizacion secretando sus propios factores. De esta forma, las
plaguetas, en Ultima instancia, establecen la pauta en el lugar de reparacion
de la herida (13).

Bioestimulacién con PRP y envejecimiento cutaneo

En el campo de la medicina estética, la bioestimulacién con PRP es una
técnica ambulatoria para la prevencion y manejo del envejecimiento
cutaneo. Se utiliza principalmente por su papel en la bio-estimulacién del
fibroblasto cutaneo, y como bio-potenciador de los tratamientos de relleno
con tejido adiposo Se basa en la fisiologia de la piel y ha demostrado
excelentes resultados, tanto en monoterapia como dentro de un plan

terapéutico combinado con otras técnicas.(14)



Recordemos que los objetivos fundamentales de una propuesta terapéutica
bio-regeneradora en relacién con el envejecimiento cutaneo y sus estigmas

generales van a Sser:

Activar al fibroblasto > BIOESTIMULACION

2. Procurar la disponibilidad de precursores biolégicos para la
construccion de la dermis y fundamentalmente de la matriz intercelular
Calentar fisiologicamente los tejidos a tratar

4. Y, en cualquier caso, mantener el pH fisiologico tisular y un nivel

adecuado de radicales libres.

En la literatura encontramos descritas numerosas aplicaciones clinicas del
plasma rico en plaquetas, principalmente en biologia, odontologia,
medicina, cirugia y ciencias afines. En la mayoria de estudios se recopila
suficiente evidencia de sus beneficios como para fomentar su uso; sin
embargo, existen pocos estudios con controles que determinen y
cuantifiquen definitivamente la magnitud de los efectos del plasma rico en

plaguetas.

Actualmente, es una herramienta estética novedosa, con numMerosos
estudios realizados y otros muchos en marcha para acabar de establecer
las propiedades y las indicaciones de este preparado capaz de mejorar las

caracteristicas de un gran namero de células en nuestro organismo (15,16)

Por otro lado, existen interrogantes sobre qué factores son determinantes
para obtener un PRP de mayor calidad.



HIPOTESIS

El uso extendido del PRP como terapia regenerativa ha sobrepasado, en
gran medida, la capacidad de la comunidad cientifica para generar
evidencia sobre sus usos. En la mayoria de los estudios disponibles en la
literatura se muestran los beneficios, en muchos casos muy llamativos, de
la aplicacion del PRP. Sin embargo son pocos los ensayos clinicos de
calidad que expliquen la magnitud de dichos efectos, existiendo ademas
cierta controversia sobre la consideraciéon que se debe dar a este producto.
(2). Por otra parte, ante la variabilidad metodolégica existente hay poco
consenso, lo que explica la ausencia de estandarizacion del empleo del
PRP. (6)

En este contexto, la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS) en su resolucion del dia 23 de Mayo del 2013
(INFORME/V1/23052013), establece las primeras orientaciones y normas
para regularizar y optimizar los tratamientos con PRP, el cual ha sido

considerado en dicha resolucibn como un medicamento de

uso humano y como todos los medicamentos, es necesario establecer la

dosis, indicacion y su correcta aplicacion. (17, 18)

Por otro lado, el pasado dia 3 de diciembre de 2013 se celebr6 en la
AEMPS una jornada informativa sobre el uso del PRP segun la resoluciéon
del 23 de mayo del 2013, en la cual, La Agencia considera que la resolucion

establece claramente: (18)

e Considera el Plasma Rico en Plaquetas como Medicamento.

e Seria Medicamento de produccién no industrial

e Es obligatorio su prescripcion por meédico, odontélogo o poddlogo,
dentro de sus competencias, en consultas autorizadas.

e Estaria prohibida toda publicidad.

e Se considera necesario, segin se establece en la Resolucion, la

realizacion de analiticas.
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Sin embargo, como el mismo informe lo revela, “queda pendiente
establecer los requisitos minimos necesarios para garantizar la calidad del
PRP”. (18)

En base a esto, el presente trabajo pretende realizar una revision
bibliografica que ayude a entender y esclarecer algunos pardmetros
relacionados con la calidad del PRP. En concreto, la necesidad de activar
las plaquetas previo a su utilizacion, o, si por el contrario, el propio tejido
tendria la capacidad de activarlas “in situ”. Es por ello que nos planteamos

la siguiente cuestion:

¢La liberacién y/o activacion de los factores de crecimiento en el
lecho o tejido a regenerar difiere segun si el PRP se activa 0 no

previamente con algun sustrato?

11



OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar la necesidad o no de la activacion exdgena del PRP y su
influencia en la liberacion y activacion de factores de crecimiento en
el lecho a regenerar.

Objetivos Especificos:

Describir las diferentes técnicas de procesamiento y sistemas de
obtencion del PRP

Estudiar el rendimiento del PRP y su relacién con la técnica o
sistemas de obtencion.

Resumir las indicaciones actuales de la bio-estimulacién con PRP
en estética facial.

12



MATERIALES Y METODOS

Disefio
Se trata de un estudio descriptivo, transversal y observacional de la

informacion recuperada mediante revision bibliografica.

Fuente de obtencién de los datos

La informacion se obtuvo por medio de diversas fuentes primarias y
secundarias, tales como libros, articulos cientificos, documentos en linea,
etc. Para ello, se realiz6 una busqueda automatizada en diferentes bases
de datos (MedLine, PubMed, upToday, Scopus, entre otras) utilizando
palabras claves *) y seleccionando los articulos relacionados con el tema
a discusion, manejando como criterio de inclusiéon: menor de 8 afios de

publicacion y textos completos incluidos.
(*) Palabras Claves:

e En espafol: plasma rico en plaquetas, activacion plaguetaria,
preparacion de PRP, bioestimulacion.
e En ingles: Platelet concentrates platelet-rich plasma (PRP), quality

control, standardization, quality management system.

Andlisis de la informacién

Una vez obtenida y seleccionada la informacion, se procedio al analisis

critico y descriptivo de la misma. Dicho analisis se realiz6 en varias etapas:

a. Familiarizacion con el contenido de los documentos.

b. Clasificacion preliminar de los documentos sobre la base de su

contenido y evaluacion de la validez

13



c. Seleccibn y extraccibn de la informacibn méas relevante o
sobresaliente, con la finalidad de eliminar toda aquella que no era

necesaria.

d. Verificacidon de los conceptos o datos en extractos individuales

Posteriormente, se condenso la informacién analizada de diversas fuentes
en una estructura que, siguiendo un esquema y de acuerdo a los objetivos

planteados, contribuyera a dar respuesta a nuestra hipotesis.

14



DISCUSION

El estudio de los factores de crecimiento junto con el descubrimiento de su
liberacion por parte de las plaquetas ha conducido al desarrollo de un
concentrado de plaquetas autélogo, Util para estimular la proliferacién y la
diferenciacion celular en aquellos tejidos donde esto es requerido, tal y
como sucede en las heridas y procesos de regeneracion de los tejidos, o
para luchar contra la involucién celular que tiene lugar con el

envejecimiento (16).

Todo proceso de manipulacién de la sangre conlleva un cierto cambio en
la ultraestructura de las células sanguineas que puede traducirse en
lesiones que afecten a su funcionalidad. Aunque estas lesiones son en gran
parte reversibles, los cambios que tienen lugar en las plaquetas durante su
procesamiento y almacenamiento actian como parametros utiles de

prediccién de la efectividad clinica de los concentrados. (19)

Protocolos de obtencion del PRP

Desde la descripcion de las aplicaciones clinicas el PRP se han empleado
varios protocolos de obtencion del mismo en funcion de las necesidades de
uso. En los trabajos iniciales de Marx, el PRP se obtenia mediante técnica
de aféresis (forma de procesamiento habitual para las plaquetas de uso
transfusional), pero posteriormente, al ampliarse las indicaciones de uso
del PRP en cirugia maxilofacial, se simplificé la técnica de obtencion,
adaptandola a cantidades menores de sangre periférica extraida por

venopuncion. (6)

Independientemente del método utilizado, la secuencia del proceso

basicamente es la siguiente:

e Puncién venosa
e Extraccion de la sangre

e Separacion celular (centrifugacion)

15



La puncion venosa por regla general se realiza en la region antecubital del

paciente a tratar unos minutos antes de comenzar el procedimiento.

El volumen de sangre extraida puede variar dependiendo de la extension
de la de aplicacion y de la lesion a tratar. Una vez extraida la muestra para
preparar el PRP, se introduce en tubos de ensayo estériles con citrato
sédico al 3,8% como anticoagulante (evita que el calcio se ionice y active
la cascada de la coagulacién). Otros anticoagulantes inducen cambios en
la morfologia de las plaquetas. El EDTA (acido etilendiamida tetracético)
no se recomienda debido a que tiende a fragmentar las plaquetas, mientras
que el ACD al poseer un pH més bajo de 6.5 interfiere en la agregacién
plaquetaria. (20)

En cuanto a la fase de separacion o centrifugacion, existen diferentes

métodos, se pueden considerar tres grandes grupos.

El primero es la aféresis plasmatica que requiere de una maquinaria
sofisticada, es un método aceptado por la comunidad cientifica
internacional por ser un proceso completamente automatizado y cerrado,

pero solo se realiza en ambiente hospitalario.

El segundo grupo utiliza maquinarias especificas de centrifugacién y utiliza
una cantidad de sangre menor (50 ml en su mayoria), considerandose

sistemas cerrados como: (21)

e (Curasan system ®.

e Friadent-Schitzer ®.

e PDGF 90-1.

e PRGF System II. BTI ®.

¢ Vivostat PRF preparation Kit ®.

e PCCS plateler concéntrate collection system ®.

e Haverst ® Smart Prep 2APC 60 Process

16



Figura 1 — Haverst ® Smart Prep (Symphony II) (21)

En funcién del sistema utilizado variaran las concentraciones de plaquetas,

leucocitos y factores de crecimiento del preparado.

Es muy dificil ordenar e interpretar los datos disponibles, debido a un gran
namero de técnicas de preparacion, terminologias y formas de estos
preparados, y la interminable lista de aplicaciones potenciales. En este
sentido, recientemente (2013) se realiz6 una conferencia de consenso de
la Periodoncia, Cirugia Oral, Estética y la Odontologia de Implantes
(Poseido) para apoyar un sistema de clasificacion de estos productos, con
el fin de mejorar y aclarar las publicaciones sobre este tema. Cuatro familias
principales de las preparaciones se pueden definir, en funcion de su
contenido de la celda y la arquitectura de fibrina como se muestra en la
tabla 1. Esta terminologia sirve de base para futuras investigaciones sobre
el tema. (22)

17



Tabla 1. Clasificacion de los principales métodos disponibles de

produccion de concentrados de plaquetas (22)

Platelet Concentrate
Class and terminology

M ethods of production
(generic name, detailed appellation when exizsting, company, city,
counfry[references]

P-PRP (Pure Platelet-
Rich Plasma),
before activation

(P-PRP gel, after
activation)

AP |-Cell separator PRP (experimental )[ 7]
-Vivostat PRF (Vivolution, alleroed, Denmark [ 31]

MP |- PRGF/Endoret (Preparation or Plasma Rich in Growth
Factors, BTI Bio Technology Institute, Vitoria, Spain)[61,70]
- E-PRP (Eve Flateletrich Plasma, experimental )J[ 8]

- Mahita PRP (Nahita, Navarra, Spain)[28]

L-PRP (Leukocyte-and
Platelet-Rich Plasma),
before activation

(L-PRP gel, after
activation)

AP |[-PCCS PRP (Platelet Concentrate Collection Systern, 31, Palm
Beach Gardens, FL, USA[26,31]

- SmartPReP PRP (Harwvest Corp, Plymouth, MA, USA[27,31]
- Magellan PRP (Magellan APS (Autologous Platelet
Separator), Medtronic, Minneapolig, MN, USA)[30]

- Angel PRF (Angel Whole Blood Processing System (AW BPS),
Sorin Group, Mirandola, Traly)

- GPS PRP (Gravitational Platelet Separation System, Biomet
Biclogic, Warsaw, IN, USA69]

MP |-Friadent PRF (Friadent-Schiitze, Vienna, Austria )[27]

- Curasan PRP (Curasan, Kleinostheim, Germany )[26]

- Regen PRP (Regen Laboratory, Mollens, Switzerland[22]
- Flateltex FRF (Flateltex, Prague, Czech Republic)[29]

- Ace PRP (Surgical Supply and Surgical Science Syatems,
Brockton, Ma, USAI[28]

P-PRF (Pure Platelet-
Rich Fibrin)

MP |Fibrinet PEFM (Cascade Medical, Wayne, MNJ, USA)[31,32]

L-PRF (Leukocyte- and
FPlatelet-Rich Fibrin)

MP |- Intra-Spin L-PRF (Intra-Lock, Boca Raton, FL, USA[36,37]
- Titanium-prepared PRF (experimental [ 42]

* Algunas técnicas requieren poco manejo y son considerados como procedimientos

automatizados (AP), mientras que otros requieren mas etapas de manipulacion y se

consideran como Manual de Procedimientos (MP).

Por ultimo, el tercer grupo lo conforman los sistemas abiertos que utilizan

tubos de ensayo y no precisa grandes volumenes de sangre, (dicho

volumen depende de la cantidad de concentrado final que se quiere

obtener). Tienen el inconveniente de que son sistemas en los que el

operador debe estar bien adiestrado para obtener unos resultados éptimos,

ademas de estar expuestos a contaminacion. (Figura 2)

18




Figura 2 - Pipeteado de la fraccion correspondiente al plasma rico en

plaquetas

En relacion con las condiciones de obtencion, la AEMPS ha establecido
unas garantias minimas de calidad que han de ser cumplidas por los
facultativos 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 la técnica abierta se deberd solicitar una
inspeccion a las autoridades competentes para que valore la adecuacion
de las instalaciones y de la calidad del producto. Y en el caso de la técnica
cerrada, se deberan seguir las instrucciones de cada sistema comercial, no
siendo necesaria la solicitud de permiso anterior. (17, 18)

También existen en la literatura diferentes protocolos para la obtencién del
concentrado plaquetario, de acuerdo a cada sistema e incluso a cada autor.
En este sentido, podemos observar una amplia variacion en cuanto al

namero de centrifugados y la duracion de los mismos. (Tabla 2) (16)
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Tabla 2 — Protocolos para la obtencion del concentrado

plaguetario segun distintos autores y sistemas.

Centrifugado 1 Centrifugado 2
Curasan Kit 10 min/2.400 rpm 15 min/3.600 rpm
Smart PreP 6 min/5.600 rpm 6 min/2.400 rpm
Friadent-Schiitze 10 min/2400 rpm 15 min/3.600 rpm
PCCS system 3,45 min/3.000 rpm | 13 min/3.000 rpm
PRGF 7 min/1.400 rpm

Debemos considerar que existen varios trabajos que comparan los
resultados de diferentes métodos (16), pero todos ellos comparan
fundamentalmente el rendimiento de la obtencién en nimero de plaquetas
e incluso, en algunos, la determinacién de factores de crecimiento, pero en
la mayoria no se habla de la funcionalidad de esas plaquetas o del
momento de la activacion de las mismas, lo que es un factor determinante
para realizar su funcion. Esta demostrado que una activacion prematura de
las plaquetas conlleva una pérdida de factores, por eliminacion o

degradacion, antes de alcanzar el lugar donde deben actuar. (19)

Ballester et al (23) compar6 cuatro procedimientos de obtencion de plasma
concentrado en plaquetas utilizando tubos y centrifugas pequefas. Estudia
la fisica que aplican los métodos de obtencién de plaquetas, demostrando
que es la fuerza centrifuga expresada en “g” es la que determina la eficacia
de la concentracion y no la velocidad en revoluciones por minuto, ya que,
dependiendo del brazo de giro de la centrifuga que se utilice se puede
cambiar la velocidad del retorno para conseguir la misma fuerza centrifuga.
Como conclusion observa la distorsion de los diferentes sistemas desde el
punto de vista econdémico y sefiala las ventajas y desventajas de cada uno

de ellos a la hora de su ejecucion.

Zimmermann et al (24) comparé técnicas de preparacion de concentrado
de plaguetas, no desde el punto de vista del sistema utilizado sino desde el
punto de vista del método de preparacion, afladiendo diferentes sustancias

para la conservacion o la obtencion de un mejor rendimiento de los factores
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de crecimiento, siendo la disolucién con Triton-X-100 la que mejor resultado
obtuvo al cuantificar la conservacion de las plaquetas de los factores de

crecimiento derivado de las plaquetas.

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

resultados.

Concentracion de Plaquetas

No hay consenso sobre la concentracion de plaquetas del PRP, sin
embargo, algunos investigadores han sugerido que para conseguir un PRP
de calidad, con posibilidades de ser usado como tratamiento, la
concentracion de plaquetas debe ser de 3 a 5 veces superior al valor basal
por unidad de volumen (150.000 plag/pl en 5 ml) (8)(19). Otros autores
consideran que se puede aplicar plasma con una concentracion de
plaquetas no inferior a 300.000 / 350.000 plaquetas /ul, siempre que el

plasma no contenga leucocitos. (20)

La relacion entre el numero de plaquetas afadido y la magnitud del
beneficio clinico obtenido es uno de los parametros que permanecen

pendientes de determinar con exactitud.

Cabria esperar que la concentraciobn de proteinas secretoras fuera
proporcional a la concentracibn de plaquetas. Aunque dicha
proporcionalidad se cumple en el caso de PDGF, TGF-B Y EGF, no se
cumple para VEGF ni IGF. Eppley et al. (25) y Weibrich et al. (26) no
encontraron utilidad al uso de la concentracion de plaquetas para predecir
los niveles resultantes de proteinas secretoras en el PRP. En cualquier

caso, los niveles de proteinas siempre fueron inferiores a los esperados, lo
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que podria deberse a una activacion parcial de las plaguetas o a que parte
de dichas proteinas se quedaran fijadas al coagulo.

Weibrich et al evaluaron la capacidad de concentrar plaquetas y factores
de crecimiento con diversos sistemas de produccion de PRP. Se evaluaron
la plasmaféresis de banco de sangre (Blook Bank), Curasan Kit, Smart
PreP, Friadent, PCCS, y PRGF (Tabla 3).

En una primera suposicion, podriamos pensar que los niveles de factores
de crecimiento son directamente proporcionales al nimero de plaquetas
concentradas. Sin embargo, los datos publicados por Weibrich et al no
demuestran una correlacion estadisticamente significativa entre la

concentracion plaquetaria y los niveles de factores de crecimiento. (26)

Tabla 3.- Concentracion de plaguetas y factores de crecimiento con diferentes

sistemas de obtencion.

Plag. Leucoc. PFGF-AB TGFp1 IGF-1

[P/uL] [P/uL] (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Blood Bank 1.434.300 | 160 133,59 26,65 85,37
Curasan Kit 908.500 30.130 233,70 95,02 101,00
Smart PreP 1.227.890 | 19.261 208,85 77,20 91,40
Friadent-Schutze 1.440.500 | 21.691 251,60 198,80 72,80
PCCS system 2.232.500 | 15.300 251,80 467,10 91,00
PRGF 513.630 65 47 73

Leitener et al compara Vivostat PRF preparation Kit®, PCCS plateler
concentrate collection system®, Haverst® Smartprep 2APC 60 Process y
Fibrinet® Autologous Fibrin y Platelet System. (27)

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

activadas que mantenian su integridad y por tanto su contenido. (27)

Activacion del PRP

Otra de las interrogantes que existe hasta el momento es como actla el
PRP cuando lo aplicamos al lecho o tejido diana, es decir, como se lleva a
cabo exactamente la liberaciéon y activacion de factores en el lecho a
regenerar, espacial y temporalmente.

Después de su preparacion, el PRP es estable en condiciones de
anticoagulacion durante 8 horas o mas. El PRP debe activarse para que los
granulos a liberen sus contenidos. El coagulo que se forma sirve de
vehiculo para contener las proteinas secretoras y mantenerlas en el lugar

de la herida.

El mecanismo fundamental de liberacién de los factores de crecimiento por
los concentrados plaquetarios es por difusion, y se basa en los gradientes
de concentracion de los distintos factores en un momento especifico de la
cicatrizacion. La concentracion temporal y la distribucion espacial de los
factores dentro del lugar de injerto varian en funcién de la infiltracién del
fluido durante la respuesta reparativa inicial, por lo que es fundamental
tener en cuenta estos dos factores a la hora de verificar la eficacia del PRP
en la regeneracion tisular, es decir, la activacién y presencia puntual en el
momento y concentracion exactos es un punto critico en el inicio de la

cascada de la regeneracion. (28)

Distintos autores proponen diferentes métodos de activacion de PRP. Hay
quien mezcla a priori los componentes: desde la simple mezcla de cloruro
calcico y trombina con PRP, hasta la mezcla cuantificada de PRP, cloruro

calcico/trombina, aire y variables tiempos de agitacion. (29)
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Algunos autores proponen que la mezcla del PRP y la solucién activadora
se realicen in situ sobre la herida. Para ello utilizan un dispositivo que alna
2 jeringas con diferente tamafio de émbolo, una con PRP y otra con la
solucion activadora. La activacion se produce al mezclarse ambas
soluciones inmediatamente antes de dispensarlas sobre la herida, es decir,
las plaquetas ya se aplican activadas (7). Sea cual fuere el método utilizado
para la activacion del PRP, la mezcla activada debe aplicarse antes de 10
minutos para evitar que se retraiga el coagulo y que secuestre en su

superficie las proteinas secretoras.

Existe actualmente controversia entre profesionales que emplean el PRP
en distintas areas, sobre la necesidad o no de mezclar el PRP obtenido con
una sustancia activadora, puesto que, de manera fisiol6gica, el PRP al
entrar en contacto con el colageno en el lecho podria activarse sin un
agente externo. Recordemos que el colageno, inducira la activacién de las
plaguetas y su adhesion firme a la pared, de tal manera que el colageno y
el FvW forman una especie de unidad funcional para la formacion inicial del
trombo, en el que el FYW contribuye a la captura inicial de las plaquetas en
la superficie del vaso y el colageno permite que se establezca una unién
mas estable con las plaquetas (30). En el proceso de interaccién entre
plagueta y colageno participan dos receptores plaquetarios, la GPVI y la
integrina a2B1. La expresion de estos receptores en el lecho tratado con

PRP podria ser objeto de interesante estudios a futuro.
Indicaciones actuales de la bioestimulacién con PRP en estética facial

A pesar de que la primera asociacion del plasma rico en plaquetas (PRP)
se realiza con la medicina estética, predominantemente el envejecimiento
facial, y se muestre como una técnica aparentemente novedosa, se trata
de un tratamiento empleado desde hace afios en mdultiples areas de la

medicina como lo muestra la figura 3
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Figura 3 — Secuencia temporal de la aplicacion del PRP en diferentes

campos de la medicina. (9)

En el ambito de la medicina cosmética y estética tenemos varias formas de
utilizar el plasma rico en factores de crecimiento. Primeramente, el PRP se
puede usar de manera topica por sus efectos estimuladores sobre el
fibroblasto dérmico, en forma de coagulo a modo de mascarilla, 0 mediante
pulverizacion del mismo. Se suele usar como terapia tOpica tras las
exfoliaciones quimicas o fisicas o tras el «laser resurfacing», a modo de
bioestimulador de la regeneracion cutanea. También usamos el plasma rico
en factores de crecimiento en forma de coagulo para rellenar cicatrices,

arrugas, o surcos como el de la cuenca orbitaria («tear through»).

Existen en el mercado dermocosmético diversos preparados tdpicos
comercializados que incluyen en su composicion factores de crecimiento y
proteinas solubles de matriz secretadas por fibroblastos dérmicos
humanos. La aplicacion tépica de factores de crecimiento humanos en
multiples estudios clinicos ha demostrado reducir los signos y sintomas del
envejecimiento cutaneo, incluyendo una reduccion en las arrugas y la
elastosis, ademas de un incremento en la sintesis de colageno dérmico
estadisticamente significativos (8). A nivel histoldgico, se ha evidenciado
gue producen un incremento en el grosor de la epidermis y un aumento en

la densidad de fibroblastos en la dermis superficial (31).
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Cuando el objetivo es realizar una bioestimulacion cutanea, podemos
utilizar el PRP a nivel intradérmico, a modo de mesoterapia, para el
tratamiento de arrugas, cicatrices, elastosis o discromias. La inyeccion
intradérmica de factores de crecimiento produce cambios clinicos notables
sobre la piel envejecida: restaura la vitalidad cutanea, aumenta el grosor de
la piel, recupera la consistencia eléstica, mejora la afluencia vascular,
estimula las secreciones, y mejora la tersura y apariencia de la piel. Los
factores de crecimiento regulan la remodelacion de la epidermis y de la

dermis, y tienen una gran influencia sobre la apariencia y textura de la piel.

Otra aplicacién novedosa del PRP es la destinada a mejorar la calidad
celular de las infiltraciones de tejido graso libre lipoaspirado en la
lipoescultura (31,32). El grupo de Cervelli et al ha publicado los mas
destacados estudios sobre los efectos del PRP mezclado con injertos de
grasa libre usados para el rejuvenecimiento cutaneo, evidenciando, a nivel
clinico, un mayor porcentaje de mantenimiento en el tiempo del contorno
restaurado y de la tridimensionalidad estereoldgica cuando el injerto graso
es mezclado con PRP, que cuando se aplica de manera aislada; e, in vitro,

un significante incremento de las células adipocitarias.
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CONCLUSIONES

En la mayoria de los estudios disponibles hasta el momento no se
especifica si el PRP se activa previamente con algun sustrato
(cloruro calcico, trombina bovina, TRAP, etc.) o bien ni siquiera si se
activa, y por ello cabe esperar que la liberacion y/o activaciéon de los
factores en el lecho difiera segun si el PRP se activa o no y segun el
método de activacion, convirtiéndose esta cuestion en un factor mas

gue pudiera afectar la eficacia del tratamiento con PRP.

La expresion de los receptores plaguetarios que intervienen en el
proceso de interaccién entre plaqueta y colageno, el GPVI y la
integrina a2f31, en el lecho tratado con el PRP, podria ser objeto de

interesante estudios a futuro.

Existe poco consenso sobre el proceso de obtencion vy
caracterizacion del PRP, lo cual impide que se pueda establecer un
protocolo estandar que seria necesarios para integrar la vasta
literatura sobre el tema de un modo cientifico. Esta variabilidad

puede dificultar el disefio y ejecucion de futuros estudios clinicos.

El PRP es una de las herramientas médicas regenerativas mas
novedosas en la medicina anti-aging, y son patentes sus efectos
beneficiosos sobre el rejuvenecimiento cutaneo; aunque el
mecanismo de accion de los factores de crecimiento es un terreno

en el que aun queda mucho por investigar.
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