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Resumen. El desarrollo de los preparados plasmaticos ha generado grandes expectativas en la reparacion dsea y han
alcanzado gran desarrollo comercial de los kits de obtencion del Plasma Rico en Plaquetas (PRP), también conocido como
concentrado rico en plaquetas (PRC), gel de plaquetas autdlogo, y plasma rico en factores de crecimiento (PRF) y su efec-
to sobre la regeneracion esquelética. La generacion de concentrados plasmaticos de plaquetas tiene como objetivo la libe-
racion de factores de crecimiento sostenida en el tiempo de forma autéloga. Existe muy poca evidencia clinica de sus efec-
tos, y una gran variabilidad a la hora de preparar los concentrados, con grandes diferencias en la cantidad de plaquetas y
factores de crecimiento que contienen, lo que no permite protocolizar su uso clinico. No hay una relacion directa entre el
numero de plaquetas del concentrado plaquetario obtenido y la concentracion final de factores de crecimiento, por lo que
PRP y el PRF no son exactamente el mismo producto. Hay que insistir en la importancia de diferenciar entre las funciones
que desempefian los factores de crecimiento "per se", y las que realiza el preparado plaquetario. En la literatura actual no
se encuentra ninguna evidencia cientifica que demuestre la supuesta aceleracion de la curacion de las fracturas con la apli-
cacion del PRP/PRF. Los buenos resultados de su aplicacion en lesiones musculares, tendinosas, o en su empleo en cirugia
artroscopica, son estudios clinicos preliminares que deben ser mejor evaluados. Es necesario profundizar en el estudio de
estos concentrados, determinando y cuantificando los factores de crecimiento "in situ" tras su aplicacion para poder valo-
rar su verdadero efecto en la regeneracion de los distintos tejidos, incluido el éseo, para valorar su verdadera utilidad clini-
cay poder protocolizar su uso.

Platelet-rich plasma vs. Plasma rich in growth factors.

Summary. The development of plasma prepared in the scientific community has high expectations and a wide disse-
mination of commercial kits for obtaining platelet-rich plasma (PRP), also known as platelet-rich concentrate (PRC), pla-
telet gel, autologous or plasma rich in growth factors (PRF) and its effect on bone regeneration. The generation of concen-
trated plasma as working hypothesis is a step forward because the concentration in the number of platelets allows the rele-
ase of growth factors sustained over time in linear form relationship. There is very little clinical evidence, and a great varia-
bility in the preparation of concentrates as well as the amount of platelets and growth factors to provide them as a basis for
their use. There is no significant relationship between the number of platelets and the concentration of growth factors which
do actually consider whether the PRP and PRF are exactly the same product. We stress the importance of differentiating bet-
ween the roles played by growth factors "per se", and which performs the platelet ready. The current literature not found any
evidence showing the alleged acceleration of healing fractures to the implementation of PRP/PRF. There are reports on its
use in muscle, tendon, injuries or their employment in arthroscopic surgery, but it is a preliminary discusses clinical studies.
It is therefore necessary to advance in the experimental study that includes the identification and quantification of growth
factors in situ in the application of PRP on the regeneration of injuries that allows us to deepen our understanding of the
biological behavior of platelet growth factors in bone repair.
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Introduccion
El hueso se encuentra entre los pocos 6rganos que
presentan procesos de regeneracion mas que una simple

reparacion. La reparacion ésea puede considerarse como
un fenémeno regenerativo debido a que se reestablece la
organizacion estructural caracteristica, incluida la médu-
la 6sea y sus componentes’.

Cuando el hueso presenta soluciones de continuidad,
ya sea por fracturas u otros defectos, se ponen en marcha
de inmediato los mecanismos osteoformadores con la
finalidad de restaurar el tejido 6seo en el lugar de la
lesion. Habitualmente, la biologia del hueso es suficien-
te para reconstruir los defectos menores, no obstante, en
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pérdidas mayores de masa 6sea es imprescindible recu-
rrir al aporte de sustitutivos dseos para obtener la repara-
cion2-4,

La necesidad de tratar defectos dseos de diferente
etiologia, magnitud y localizacién ha estimulado enor-
memente la busqueda y desarrollo de materiales capaces
de sustituir al hueso.

Actualmente el mejor sustitutivo dseo es el hueso
mismo, ya sea aut6logo, como en el caso del autoinjerto
6seo, 0 bien obtenido de un donante, aloinjerto 6seo. El
autoinjerto o injerto autélogo continua siendo el Unico
biomaterial que posee la capacidad osteogénica, osteoin-
ductora y osteconductora, pero este genera una gran
morbilidad de la zona donante y su disponibilidad es
limitada®.

La progresiva complejidad de los procedimientos de
reconstruccion, asi como la disponibilidad de tejido mus-
culoesquelético procedente de donantes humanos, ha
potenciado la creciente utilizacion de injertos en cirugia
ortopédica. La congelacion de los injertos (por debajo de
-60° C) produce una reduccion de la respuesta inmunol6-
gica, mientras que otros métodos de procesado, como la
liofilizacion, a la vez que reducen significativamente la
reaccion inmunoldgica, deterioran otras cualidades, como
las propiedades fisicas y bioldgicas, reduciendo la capa-
cidad osteoinductiva por degradacion de las proteinas®.

En la utilizacién de autoinjertos frescos y congelados
se observa radiograficamente formacion de callo éseo en
la unién proximal a los 15 dias y en aloinjertos congela-
dos a los 22 dias, siendo los aloinjertos frescos mas tar-
dia alrededor de 25 dias. La consolidacién global de los
injertos es de 80.5% a las 8 semanas de evolucion hay
una revascularizacion de los injertos por vasos proceden-
tes de las partes blandas Los procesos de reabsorcion y
formacién de hueso es mas intensa en el extremo proxi-
mal’.

Una parte de las células de un injerto 6seo se mantie-
nen vivas, y con capacidad osteogénica, en ello radica las
ventajas del injerto aut6logo fresco sobre los criopreser-
vados y sobre todo, sobre los aloinjertos. La estructura
del injerto se comporta como osteconductora permitien-
do el crecimiento de nuevo hueso que debe sustituir al
injerto. La incorporacion de los injertos esta favorecida
por la fragmentacion de las piezas, ya que sobrevive un
mayor nimero de células, ya que el aumento de superfi-
cie del injerto favorece su nutricién, y el fenémeno de
sustitucién por nuevo hueso en el denominado proceso
de "sustitucion por arrastre” (creeping sustitution)8.

Las situaciones clinicas en las que existen grandes
pérdidas de hueso, bien por su evolucién o hien por el
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tratamiento efectuado, son cada vez mas frecuentes y los
objetivos de la cirugia cada vez mas ambiciosos. En estas
condiciones la utilizacién de injertos autélogos estan res-
tringidos por la limitacion de zonas donantes, sin olvidar
la alta morbilidad en la extraccién de los injertos; por su
parte los aloinjertos tienen sus limitaciones, alto coste y
no estan totalmente exentos de riesgos bioldgicos. Son
necesarias nuevas propuestas para la reparacion de los
defectos dseos.

Desde hace afios hemos asistido al desarrollo de nue-
vos biomateriales que aportan sus propiedades mecani-
cas y actlan como andamiaje que favorecen la invasion
de hueso originado desde el hueso vivo vecino. Por otro
lado, la investigacion celular ha avanzado extraordinaria-
miento, permitiendo obtener y reproducir las células
madres, o células inmaduras, orientando su diferencia-
cién a la extirpe tisular que nos interese. Finalmente se
van conociendo y aislando los distintos factores de creci-
miento que actdan en todas las fases del ciclo celular y
su actividad metabolica, pudiendo actuar sobre ella. Sur-
gio hace tiempo el concepto de ingenieria celular, la
construccion de un nuevo tejido a partir de nuevas célu-
las, andamiajes tisulares adecuados y estimulo mediante
factores de crecimiento®. Las grandes esperanzas que
han levantado estan muy lejos de conseguir después de
bastantes afios de investigacion

Si bien las soluciones mecénicas han sido el pilar de
intervenciones ortopédicas para trastornos musculoes-
queléticos, en la actualidad estd en marcha la busqueda
de nuevas estrategias de tratamiento®. Los productos
denominados ortobioldgicos abarcan una amplia gama
de productos, a nivel macroscépico, como son los susti-
tutos de injerto éseo (polimeros, cerdmica, etc.) Hasta a
nivel microscépico, como son tratamientos con factores
de crecimiento, proteinas morfogéneticas y otros sustitu-
tivos como P15, etc.

El tratamiento quirdrgico de las fracturas no consoli-
dadas a menudo requiere el uso de materiales osteogéni-
cos en la presencia de una adecuada estabilizacién para
establecer una continuidad 6sea. EI P15-BGS parece
ofrecer una alternativa segura, econémica y clinicamen-
te util al autoinjerto en la reparacion de este tipo de frac-
turas™f.

Cada vez se hace més necesaria la utilizacion de una
serie de sustancias promotoras del crecimiento en las
zonas donde el sistema musculo-esquelético tiene una
lesion, con un importante papel en la reparacion Osea.
Asi el factor B transformador del crecimiento, las protei-
nas 6seas morfogenéticas, los factores de crecimiento de
fibroblastos, los factores de crecimiento tipo insulina y
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los factores de crecimiento derivados de plaquetas!?, son
los tipos mas usuales de sustancias utilizados2.

Existen tres importantes areas condicionantes en la
reparacion de las heridas:

1°. Ambiental. La herida deber se estable cerrada bien

vascularizada y libre de infeccion

20, Celular. Las células reparadoras deben ser capaces

de migrar a los bordes de las heridas desde el teji-
do sano.

3°. Bioquimica. Los factores de crecimiento y otras

citokinas deben estar presentes en concentracion
suficiente para estimular los mecanismos de repa-
racion tisularls,

Los factores de crecimiento tienen un elevado coste
econdmico, y son necesarias dosis repetidas para conse-
guir un efecto terapéutico clinicamente evidente!#15, Por
este motivo, la hipétesis de trabajo que ha conducido al
desarrollo del PRP es que en un producto con mayor con-
centracion de plaquetas, los niveles de factor de creci-
miento aumentarian en relacidn lineal con el nimero de
plaquetas!®. La produccion de este gel permitiria por
tanto una liberacion sostenida de los factores de creci-
miento.

De todas estas soluciones hay muy poca evidencia
clinica para proporcionar una base para su uso. Esto es
especialmente cierto para el plasma enriquecido en pla-
quetas, también conocido como plasma rico en plaquetas
(PRP), concentrado rico en plaquetas (PRC), o gel de
plaquetas autélogo.

Plaquetas

Las plaquetas son el producto final de los megacario-
citos y se forman en la médula 6sea. No tienen nucleo y
no se pueden replicarl’.

Las plaquetas ayudan a prevenir la pérdida de sangre
en las heridas vasculares para ello adhieren agregados y
forman una superficie precoagulante favoreciendo la
generacion de trombina y fibrinal®. Las plaguetas acttian
en la curacidn de las heridas de la siguiente manera:

1°. Aparecen inmediatamente en el lugar de la herida

en grandes cantidades

2°. Crean el ambiente local (in situ) necesario para la

regeneracion tisular gracias a la liberacion de pro-
teinas secretadas por la activacion de los granulos
alfa.

Ademas las plaquetas expresan y liberan sustancias
que favorecen la reparacion tisular e influyen en los pro-
cesos de angiogénesis, inflamatorios y respuesta inmu-
nel®.

Desde los afios 90 se ha venido utilizando preparados
plasmaticos autdlogos con unas diferencias muy signifi-
cativas con respecto al proceso natural del hematoma.
Asi la composicion natural en el lugar de la herida supo-
ne 95% de células rojas, 4% de plaquetas y un 1% de
serie blanca, en cambio en los preparados autélogos de
plaquetas, el 95% son plaquetas, 4% células rojas y 1%
de serie blancal’.

Ya en 1994, se empez0 a utilizar un adhesivo de fibri-
na autégena en el hueso esponjoso durante la reconstruc-
cion mandibular?C. Para ello recurrieron a la separacion
de una muestra de sangre en sus componentes y emplea-
ron la fraccion plasmatica como crioprecipitado. Obser-
varon una consolidacién ésea precoz, reduciendo el
tiempo de 8 semanas a 4 semanas que se atribuyo al
mayor ndmero de células osteocompetentes que queda-
ban en la red de fibrina.

En 1997, Whitman utilizo el gel de plaquetas en ciru-
gia oral y méxilofacial, utilizdndolo no sélo como adhe-
sivo tisular sino también como procedimiento para la
consolidacion inicial de injertos cortico-esponjosos en
los maxilares?L,

Posteriormente se desarrollé la técnica del gel pla-
quetario con todas las proteinas plaquetarias y menor
concentracion de fibrindgeno??.

Marx y cols.23 observaron la presencia de 2 factores
de crecimiento: PDGF, TGF-R1 en los concentrados de
plaquetas utilizados. Observaron que las células esponjo-
sas tenian receptores para estos factores de crecimiento,
y concluyeron que:

1. La adicién de PRP aceleraba la velocidad de for-
macidn 6sea y el grado de formacion dsea duran-
te al menos 6 meses.

2. Era técnicamente posible secuestrar, concentrar y
afiadir un mayor numero de plaquetas (y en con-
secuencia de factores de crecimiento) a los injer-
tos 0seos.

3. Las células madre de la médula esponjosa conteni-
an receptores para los factores de crecimiento.

Se hace necesario estudiar por tanto las caracteristi-
cas del PRP, el procedimiento de aplicacion, los periodos
de tiempo en su aplicacién en conjuncion con la natura-
leza de las heridas®®.

PRP

El plasma rico en plaquetas es un volumen de plasma
autélogo que posee una concentracion de plaquetas supe-
rior a los valores basales. El valor medio de plaquetas
plasmaticas es de 200.000/ul aproximadamente. Se ha

Revista Espafiola de Cirugia Osteoarticular. N.° 239. Vol. 46. JULIO - SEPTIEMBRE 2009 / 129



J. CARRASCO. Plasma Rico en Plaquetas vs. Plasma rico en factores de crecimiento.

Figura 1: Coagulo de PRP

considerado que la concentracion de 1.000.000 plaquetas
por ul es el valor ideal para asegurar un aporte de facto-
res de crecimiento 6ptimo para potenciar la consolida-
cién de huesos y tejidos blandos. Por otro lado se ha
demostrado que concentraciones superiores no tienen
efecto o es un efecto negativo.

En la tabla 1 podemos observar los distintos métodos
de enriquecimiento en el nimero de plaquetas segun los
diferentes autores.

El plasma rico en plaquetas (PRP) ha supuesto un
avance decisivo en la estimulacion y la aceleracién de la
consolidacion de huesos y partes blandas. Es una biotec-
nologia relativamente nueva que representa el interés
creciente que despierta actualmente la ingenieria de teji-
dos y terapia celular. Esta tecnologia, no esta exenta del
riesgo de que no se comprenda con exactitud su manipu-
lacion y se realice un uso incorrecto?4,

Hay autores que consideran el PRP optimo se consigue
mediante una sola centrifugacion, en cambio?, Max et al
aseguran que el PRP obtenido con una sola centrifugacion
no es un PRP, sino una mezcla de PRP y PPP (plasma
pobre en plaquetas). Valores de PRP por debajo de 4 veces
el nivel basal es un PRP diluido. Segin el método utiliza-
do se obtienen entre 3-8 veces el nivel basal.

El PRP contiene dos tipos de componentes uno fibri-
lar y otro celular. Esta estructura perfectamente reconoci-
ble en microscopia electrénica le permite actuar como
vehiculo para transportar células y moléculas proteicas®5.

El PRP autélogo es la combinacion de factores de
crecimiento naturales dentro de un coagulo normal que
acta de portador (Fig. 1).
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Figura 2: La determinacion de los distintos factores de crecimiento se lleva a cabo
mediante un ensayo que utiliza la técnica ELISA, mediante anticuerpos monoclonales
especificos para cada uno de los factores de crecimiento.

El codgulo se compone de fibrina, fibronectina, y
vitronectina, que son moléculas de adhesién celular
requeridas para la migracion celular como la que se apre-
cia en la osteoconduccion y la epitelizacion de lesiones.
Los granulos alfa de las plaquetas contienen méas de 30
proteinas bioactivas, muchas de las cuales tienen un
papel fundamental en la hemostasia y / o reparacion de
los tejidos?7:28,

El plasma rico en plaquetas no es osteoinductivo, no
puede inducir la formacion de hueso nuevo ex novo. Sélo
las proteinas morfogénicas dseas BMP2? inducen hueso
ex novo. El PRP actla sobre las células con capacidad de
consolidacién con el objeto de incrementar su ndmero
(mitogénicos) y estimular el crecimiento vascular interno
(angiogénico). Por lo tanto, es poco probable que esti-
mule la formacion de sustitutos 6seos y otros materiales
para injerto que no sean de tipo celular. Se ha demostra-
do que estimulan los autoinjertos medulares, pero existe
poca probabilidad de que favorezcan la formacién dsea
al aplicarlo en combinaciones de sustitutos 6seos no
celulares y hueso alogénico. Estas moléculas producto de
la degranulacion de las plaquetas no son las Gnicas sus-
tancias que aparecen en el gel plaquetario. Existen prote-
inas plasmaticas, proteinas reguladoras negativas PF4 y
sustancias vasoactivas del contenido de los granulos den-
sos de las plaquetas®.

PRF

El Plasma rico en factores de crecimiento PRF repre-
senta un nuevo paso en el concepto del uso del gel pla-
quetario como terapéutica. Supondria el uso de un con-



J. CARRASCO. Plasma Rico en Plaquetas vs

TABLA 1. Recuento plaquetario

Nivel basal PRP ampliacién
3.10%ml diluido en:
1 2.108 /ml
114.107/ml
Gruber et al 200274 Nd 111 8.10%/ml
1V 1.6.106/ml
V 3.2.10%/ml
Jakse et al 200357 268+67.105/ml | 821+785108/ml 8 veces
11 3810+£246810%/ml
Eppley et al 200484 197+42.10%/ml 1600+330. .103/ml 8 veces
Anitua et al 200530 5.25+3.8.106/ml 460,25+124,04.10%/ml
Christgau et al 20067 27356.10%/mll 2134+782. 10%/ml 7.8 veces
Dallari et al 2008%° Nd 1. 105/ml
Anitua et al 200770 Nd 506+124. 108/ml
413+54.103/ml diluido en:
H 4358+265.10% /ml
Kawasumi et al 200876 Nd M 1453+88.10%/ml Hasta 9 veces
L 48+29.10%/ml
PPP 8+2.10%/ml
Método anitua una centrifugacion
1.09+0.66106/ml 1.09 veces
Hatakeyama et al 2008%* Nd Método Sonnleitner
dos centrifugaciones 4.6 veces

4.60+7.7110%/ml

centrado plaquetario en el que la concentracion y deter-
minacion de los factores de crecimiento es conocida de
antemano y pasaria a denominarse como concentrado en
factores de crecimiento. Los datos clinicos nos revelan
que el uso de PRF actuaria como una matriz favorable
para el desarrollo de la curacion sin procesos inflamato-
rios excesivos generando la liberacion de citoquinas®L.

Las plaquetas contienen cierto nimero de factores de
crecimiento. Los factores de crecimiento son proteinas
que desempefian un papel esencial en la migracion, dife-
renciacion y proliferacion celular32.

Estas proteinas incluyen PDGF (Growth factor deri-
ved from platelets, incluidos los isémeros aa, bb, ab), el
TGF-b (Transformed beta growth factor, incluyendo los
isdmeros b1 y b2), factor plaquetario®?, la interleuquina-
1, derivado de plaquetas factor de la angiogénesis,
VEGF(Vascular endothelial growth factor), factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento endote-
lial, factor de crecimiento epitelial, similar a la insulina,
la osteocalcina, osteonectina, fibrindgeno, vitronectina,
fibronectina, y thrombospondin-128. Las plaquetas
comienzan secretando activamente estas proteinas dentro
de los 10 minutos después de la coagulacién, con més del
95% de los factores de crecimiento presintetizados secre-

tados en el intervalo de 1 hora33. Después de esta prime-
ra segregacion de los factores de crecimiento, las pla-
quetas sintetizan y secretan factores de crecimiento adi-
cionales durante varios dias tras la lesion32,

Recientemente Anitua y cols.3* estudiando el efecto
del PRP sobre células de tendon cultivado, encontraron
un incremento en la proliferacion de tenocitos, los cua-
les, ademas, sintetizan VEGF, y éste en un sistema in
vivo, promueve la neoangiogénesis®0.

A pesar del entusiasmo que ha despertado el desarro-
llo del producto entre algunos autores y la difusion que
han realizado las empresas que comercializan los kits de
obtencion del PRP, siguen existiendo dudas sobre la ver-
dadera eficacia del Plasma Rico en Plaquetas sobre la
regeneracion esquelética®.

Sanchez y cols. utilizan la denominacion de plasma
rico en factores de crecimiento en un estudio clinico
sobre la reparacion de fracturas de dificil consolidacion,
y observaron que la infiltracion percutanea mejoraba la
regeneracion Osea tras una media de 3 infiltraciones in
situ en un periodo de 4,9 meses?®.

El anticoagulante utilizado en la mayoria de procesos
es citrato sddico, aunque otros autores han visto que la
adicion de dextrosa mejora la estabilidad de los prepara-
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TABLA 2. Métodos de obtencion PRP/PRF. En tabla Método por método.

anticoagulante Meétodo Sedimentacion activacion
1400 g 10 min.
Gruber et al 200274 Citrato Dextrosa%® 1:10 Plaquetas resuspendidas en Trombina
wash tyrode buffer pH 6.4
Jakse et al 200357 Citrato Dextrosa3® 1:10 800 g 15 min Nd
Eppley et al 200483 Citrato Dextrosa3® 1:10 3200 rpm 12 min. Trombina 1000 U 10 % CaCl,,/ml
Anitua et al 20050 Citrato sodico 3.8 % PRP 460 g 8 min 22.8mM CaCl,
PPP 4500 g 12 min

Ranly et al 200580 Harvest preparation Trombina

Gandhi et al 2006%°

EDTA

1°1800 rpm 10 min
203600 rpm 10 min

Trombina 1000 U/ 10 % CacCl,

Christgau et al 200671

Apheresis 5 horas hasta
alcanzar 101 trombocitos

Fdez Barbero et al 200626

Citrato sédico 3.8 %

1500 rpm 6 min. CaCl, + bafio caliente 20 minutos

Duhan et al 200631

Duhan et al 200631

Sin anticoagulante

EDTA

400 g 10 min PRP
3000 rpm 10 min PPP
1000 g 15min suero (det. Factores)
1000 g 15 min. plasma (det. Factores)

Se dejan 30 min. hasta coagular

Chiang et al 200753

Citrato Dextrosa3® 1:10

1° 3650 rpm 6 min
2°3000 rpm 6 min

Trombina 1000 U 10 % CaCl,,/ml

O'Connell et al 200742

Sin activacion
Trombina 1000 U /ml

1100 g 6 min

Anitua et al 200770

Citrato sédico 3.8 %

460 g 8 min PRP
4500 g 12 min PPP

10 % CaCl,,/ml

Kawasumi et al 2008%8

Nd

1100 g 10 min. PRP
Sobrenadante 2° centrifugacion PPP

Hatakeyama et al 2008%*

Citrato sédico 3.8 %

Meétodo anitua una centrifugacion
1300 rpm 7 min.
Meétodo Sonnleitner
dos centrifugaciones 1° 1000 rpm 20 min.
2°1600 rpm 15 min.

10 % CaCl,,/ml

Sanchez et al 20091°

Citrato sédico 3.8 %

640 g 8 min. PRP + membrana de Fibrina 10 % CaCl,,/ml

Sarkar et al66

Citrato sodico

Se afiade collageno tipo |

840 g 10 min.
1310 g 10 min.

dos asi como la reduccién de volumen para obtener los
mismos resultados®6. La mayoria de procesos de activa-
cién del PRF se basan en la adicion de trombina exdge-
na, aunque algunos autores lo utilizan en conjuncién con
CacCl,, Landesberg3” demostr6 que la activacion de las
plaquetas se ve afectada por muchos factores como son
la liberacion de los factores del crecimiento, el tipo de
coagulante utilizado, la velocidad de centrifugacion y su
duracion asi como la preparacion del gel38-40,

La utilizacion de trombina en conjunto con CacCl,
estd cada vez mas recomendado?3.

Seth*! afirma que la falta de trombina en el proceso
de preparacion del PRP previene la activacién prematura
de las plaquetas y la degranulacion. Y observa que la adi-
cion de trombina produce la liberacion inmediata de
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citoquinas. Para sus estudios propone la utilizacién de
PRFM, matriz de plaquetas ricas en fibrina preparada sin
trombina exdgena.

El concentrado de factores de crecimiento es un pro-
ducto inestable y dificil de administrar en numerosas
aplicaciones clinicas en igual condiciones.

Para producir una textura estable se suele utilizar
CaCl2 + trombina exdgena para activar las plaquetas y
los residuos de fibrina. Un exceso de trombina genera la
degranulacion irreversible de las plaquetas con la perdi-
da de integridad de las plaquetas y la consecuente libera-
cidn de factores de crecimiento de forma inmediata. Los
métodos de obtencion de concentrado de plaquetas deno-
minado PRFM sin la adicién de trombina consigue la
liberacion paulatina de factores de crecimiento durante al
menos 7 dias*.
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Por tanto un aumento suprafisildgico de plaquetas
autologas tendria beneficios en la curacion de las heri-
das. En la Tabla 2 se recogen los distintos métodos de
obtencion de preparados ricos en plaquetas, atendiendo
tanto al uso de anticoagulantes, método de sedimenta-
cién utilizado, como los distintos procesos de activacion
de las plaguetas.

Los factores de crecimiento son proteinas secretadas
por unas células que estimulan un receptor especifico y
afectan a la funcion celular como la migracion, diferen-
ciacion y proliferacion celular durante el crecimiento y
desarrollo del tejido, asi como en las agresiones o lesio-
nes y en la reparacion. Existen tres tipos de efectos:
Efecto paracrino, autocrino y endocrino.

Los efectos de los factores de crecimiento pueden ser
descritos atendiendo también a la respuesta mediada por
el tipo de receptor: asi:

Receptores tirosinquinasa
Receptores asociados a proteina G
Receptores serin/treonin quinasas*3

Se han descrito un gran nimero de estas proteinas,
pero las més estudiados y con efectos mas determinantes
son PDGF (Growth factor derived from platelets) TGF-B
(Transformed beta growth factor), FGF (Fibroblast
growth factor), VEGF. (Vascular endothelial growth fac-
tor), e IGF (Insulin-Growth factor).

TGF-3 El factor transformante beta se encuentra en
muchos tejidos pero su localizacion mas importante y
abundante son las plaquetas, en las células mesenquima-
les pluripotenciales, osteoblastos, condrocitos y en callo
de fractura. Este factor se encuentra en el hematoma frac-
turario en las primeras 24 horas tras el traumatismo. El
efecto de estimular la sintesis proteica en condrocitos y
osteoblastos in vitro, su elevada concentracion en la
matriz 6sea extracelular y la liberacion por parte de las
plaguetas en el hematoma de la fractura hacen pensar que
el TGF - B es el mayor factor de crecimiento implicado en
la regulacion de la formacion 6sea y cartilaginosa tras una
lesion y tras el crecimiento normal y remodelacion®4.

PDGF El factor de crecimiento derivado de las pla-
quetas se encuentra en elevadas concentraciones en las
plaquetas, en los macréfagos y en las células endotelia-
les vasculares aunque estan presentes en otros tipos de
células.

La sintesis de PDGF se ve favorecida como respues-
ta a estimulos externos, tensién de oxigeno baja, trombi-
na o la estimulacion por otros factores de crecimiento.

Esta proteina se almacena en los granulos alfa de las
plaquetas y se libera cuando las plaquetas se agregan y se
inicia la cascada de la coagulacion. Las celulas del tejido
conectivo responden iniciando un proceso de replica-
cion. Antoniades purifico la molécula mediante electro-
foresis en 1981, y se definié mas tarde su estructura®®.

La funcién principal de PDGF es promover la qui-
miotaxis. Este factor esta secretado por las plaquetas en
el callo de fractura y en lugar de la lesion, este factor
puede producir el reclutamiento de células mesenquima-
les y otras células reparativas®6. El efecto mitogénico
sobre los osteoblastos es el reflejo de su accion primaria
en el hueso.

IGF Se sintetiza en el higado junto con su receptor el
IGF BP-3 pasa a las plaquetas en sangre y se acumula en
los granulos alfa.

HGF mitogeno para hepatocitos. Se acumula en los
granulos alfa.

VEGF Presenta 5 isoformas distintas acta en los
receptores de tirosinquinasa de las células endoteliales.
Es un potente angiogénico.

FGF ligado a la heparina incluye 9 proteinas. La
FGF2 presente en las plaquetas aumenta la proliferacion
de células endoteliales

EGF estimula epitelizacién y actia sobre los fibro-
blastos y musculo liso. Se encuentra en la saliva.

La EGF junto con TGF y HGF, explican el efecto
curativo de la saliva en los animales. Los factores de cre-
cimiento plaquetarios, en concreto se han demostrado
como un método eficaz en implantologia maxilar favore-
ciendo o promoviendo la respuesta osteogénica®’.

La determinacién de los factores de crecimiento en
los preparados plasméaticos aut6logos es un paso muy
importante en la comprension del efecto terapéutico de
los mismos y asi mismo la constatacion del aumento de
concentracion por el proceso de activacion del prepara-
do. Tabla 3

Factores negativos en la utilizacién de
PRP/PRF

Los concentrados de uso clinico de factores de creci-
miento podrian actuar, mas que como iniciadores, como
promotores en la carcinogénesis, favoreciendo la divi-
sién y promocion de células previamente mutadas o "ini-
ciadas" en la carcinogénesis. Se postula por tanto en una
posible relacién entre el uso de PRP/PRF con la apari-
cion de tumores malignos, debido a que en la carcinogé-
nesis las sustancias promotoras van a actuar Unicamente
sobre el aumento de la proliferacion celular®.
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TABLA 3. Determinacion de Factores de Crecimiento en Plasma Rico en Factores. Sistema Quantikine Elisa Kits (R&S Mineapolis USA).
PDGF TGFb VEGF EGF IGF HGF
basal activado basal activado basal activado basal activado basal activado basal activado
Jakse et Nd 42.0£27 Nd  997.58+1187.7
al 2003%7 pg/ml pg/ml
Eppleyet 33:09 1748 35£8  120+42  155:110 955:1033 129+61 470320
al 20048 (ng/ml)  (ng/ml)  (ng/ml)  (ng/ml) pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Anituaet 0.45+0.3 13.33+0.26 1.37+0.26 37.83%14 >0.03 0.297+0.238 >0.02 0.44+0.07 102.8+34.6 Nd 0.36+0.07 0.43+0.11
al 200530 (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ranly et 16.7 35.1
al 200580 (ng/ml)  (ng/ml)
Christgau et Nd 39+18 Nd 331+155 Nd 0.4+0.4 Nd 1.8+1.0 Nd 78.1£21.5 Nd Nd
al 20067 (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Gandhi et 53.3+11.7 219457 74.6£19.8 226469 1.7£0.5 5.0£1.2
al 2006 pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Duhan et 20
al 20068t pg/ml pg/ml
Anitua et 24.45+9.21 48.69+9.21
al 200770 (ng/ml) (ng/ml)

En la activacion del PRP se utiliza trombina bovina,
la cual ha sido relacionada con el desarrollo de anticuer-
pos contra el factor V y X1 dando lugar a la aparicion de
coagulopatias mortales. Ademas este fendmeno no pare-
ce ser un fenémeno dosis-dependiente®%0,

Marx supone que en el uso de PRP se utiliza trombi-
na bovina para gelificar la preparacion, y que no entra en
contacto directo con la circulacion sistémica, por lo que
su utilizacion no presenta ningun riesgo?®.

Un punto importante a tener en cuenta en la repara-
cion de tejidos es cuando la cantidad de factores de cre-
cimiento genera un efecto catabdlico en vez de un efecto
anabdlico como corresponderia. Esta complicacion no se
puede evitar en las técnicas actuales porque el efecto
terapéutico no se puede controlar. Asi el uso de factores
angiogeénicos, al promover la neovascularizacion y el cre-
cimiento de nuevos vasos produce un exceso de actividad
anabdlica dando como resultado una artrofibrosis. Del
mismo modo la aparicion de osificacién heterotopica es
debida a una diferenciacion aberrante de condrocitos y
fibroblastos. Por tanto queda pendiente un control preci-
so de la respuesta a la adicion de factores exdgenos y su
futura validacion como terapia“3.

Existen informes sobre su aplicacion en lesiones
musculares, tendinosas, 0 en su empleo en cirugia artros-
copica, pero se tratan de estudios clinicos preliminares
sin seguimientos a largo plazo®Z.

Existen varios trabajos publicados en los que la utili-
zacion PRP/PRF no tiene efecto o incluso su efecto es
negativo®2552-57,
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Ultimos avances en investigacion sobre rege-
neracion 6sea

El PRP/PRF se considera como un biomaterial rege-
nerativo que actUa mediante una matriz polimerizada de
fibrina rica en plaquetas, leucocitos y citoquinas que
favorecen la circulacién de las células madres, prolifera-
cion de fibroblastos y sintesis de Colageno tipo 148:58,

Se le supone un efecto osteopromotor mas que oste-
oinductor®. Hay una gran variabilidad de trabajos clini-
cos y ensayos experimentales que estudian el papel de
PRP/PRF y su efecto en la curacidon de las fracturas tras
una lesion traumatica®-6L,

El efecto del PRP/PRF se debe evaluar mediante el
estudio radioldgico, e histologico incluso complementa-
do con el analisis de pardmetros objetivos histomorfo-
métricos.

Consolidacion de fracturas

La aplicacion de las proteinas liberadas a partir de las
plaquetas es especialmente importante en condiciones
patoldgicas como la curacion de fracturas comprometi-
das como consecuencia de un ambiente biol6gico inade-
cuado con concentraciones muy reducidas de TGF, IGF e
PDGF®2,

La hipotesis de trabajo de la mayor parte de los estu-
dios presentados es que la adicion de PRP a un material
de injerto autégeno o alogénico tiene un efecto positivo
sobre la cicatrizacién ésea. Asi el uso de injerto 6seo
enriquecido con PRP autélogo en fracturas de tibia y
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fémur de dificil consolidacidn recalcitrante consiguen la
formacion de union sélida en un 91,7% de los pacientes
a las 32 semanas®3.

En un estudio sobre hueso parietal de conejo injer-
tando un defecto quirdrgico con hueso autégeno, PRP o
una combinacion de ambos. El andlisis radiografico, his-
toldgico e histomorfométrico permitié observar una lige-
ra tendencia a mayor densidad de hueso con la adicion de
PRP que sin él. Sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas®64. En otro estudio simi-
lar pero con hueso bovino desmineralizado se observd
una mejor densidad 6sea en los casos injertados con
hueso autégeno, que en aquellos injertados con hueso
bovino desmineralizado y PRP®,

En un estudio en ratas, se observé que la aplicacion
de PRP no potenciaba la formacién de hueso nuevo con
hueso inorganico bovino ni en injertos de hueso autoge-
no®2,

Por otro lado en un estudio en conejos mediante
defecto cortical en tibia y perong, la utilizacién del PRP
y PPP no se observé correlacion significativa entre el
recuento plaquetario y las variables geométricas y densi-
tométricas analizadas. La utilizacion del PRP no modifi-
ca los procesos de reparacién y cicatrizacion respecto al
grupo control®.

Por Gltimo Sarkar y cols.®6 en un modelo experimen-
tal en ovejas, demostraron con su estudio, que el
PRP/PRF no era un buen promotor de la regeneracion
6sea en defectos de tamafio critico con muy baja capaci-
dad regenerativa. De hecho, no creen que sea una alter-
nativa para la reconstruccién de defectos diafisarios en
huesos largos.

Osteointegracion
En un estudio experimental en perros, donde se

colocaban implantes de titanio en la cresta iliaca, se
rellenaba los defectos peri-implantarios con una combi-
nacion de dentina/yeso, en presencia y ausencia de PRP.
Se observo que la osteointegracion mejoraba en los
perros tratados con PRP®7. En otro estudio mediante
polvo de hueso desmineralizado se vié que en la osteoin-
tegracion de los implantes dentales en cresta iliaca,
mejoraban el contacto 6seo cuando el hueso se combina-
ba con PRPS8. Los trabajos mencionados anteriormente
son ademas dificilmente aplicables a la situacion clinica
habitual, dado que se aplican los implantes en hueso
externo a la cavidad oral, donde las condiciones de con-
taminacion bacteriana son diferentes®,

En otro estudio en cerdos, la preparacion del lecho
del injerto con PRP no parece tener influencia sobre la
osteointegracion de implantes en el hueso frontal®3.

La adicion de gel plaquetario combinado con células
madre de médula de hueso esponjoso (cresta iliaca) es
utilizado como aloinjerto liofilizado incrementa el
potencial osteogénicos y es una herramienta Gtil en el
tratamiento de pacientes con pérdida ésea masiva. A las
6 semanas aparece un aumento de osteoblastos y una
mayor revascularizacion.

Al afio la osteointregacion es mayor en los grupos
con aloinjerto +PRF, que en el grupo control sin PRF,

Hatakeyama®* ha realizado un estudio experimental
mediante la adicién de PRP a autoinjerto preparado
mediante dos métodos distintos Método Anitua (una sola
centrifugacién) y Método Sonnleitner (dos centrifuga-
ciones) (ver condiciones Tabla 2), a los 15 dias radiogra-
ficamente se observa la formacién de hueso nuevo en los
bordes de la lesién, primera fase de hueso nuevo con dis-
posicion trabecular delimitando pequefias cavidades
donde el tejido medular se esta organizando, los frag-
mentos de hueso maduro del injerto son incorporados
por el hueso nuevo, sin invasion del periostio. No pre-
senta diferencias significativas en cuanto a la densitome-
triay la cantidad de matriz 6sea, entre el control, sin PRP
y con el PRP método Anitua y Método Sonnleitner.

Neovascularizacion

El equilibrio entre TGF y las fuentes de moléculas
secretadas por las plaquetas tiene importantes implica-
ciones terapéuticas en el control de la angiogénesis y
fibrosis’0. TGF tiene efecto en la sintesis de VEGF de
manera que un aumento de TGF genera un aumento en
VEGF, por otro lado se constata que el TGF inhibe la
produccion de HGF ya que la inhibicidn de TGF (neu-
tralizacion) genera un aumento sustancial de la produc-
cion de HGF™L,

Choukron’? present6 su método de obtencion del
PRF como novedad, el PRP de segunda generacion, con
un procesado simplificado y sin manipulacién bioquimi-
ca. Clinicamente es conocido que el PRF acelera la cica-
trizacion tisular debido al desarrollo de la neovasculari-
zacion, la remodelacion del tejido cicatricial en ausencia
total de infeccion.

Por otro lado in vitro en cultivo celular de ratas se ha
visto que el PRP participa en el desarrollo del proceso de
angiogeénesis, activa las células endoteliales e inicia la
regeneracion del hueso, mediante la elevacidn significa-
tiva de la actividad fosfatasa y un aumento del contenido
de colageno | y m RNA (expresan VEGF y PDGF)"3,

Cirugia Maxilofacial

La adicion de PRF a aloinjertos reduce el periodo de
curacion de 8 a 4 meses en procesos regenerativos en la
elevacion del seno alveolar.
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En dos estudios en cabras a las que se practicé una
reseccién mandibular y posterior reconstruccion con
hueso iliaco particulado con y sin PRP, la evaluacion
radioldgica, histolégica e histomorfométrica revelé que
el uso del PRP mejoraba considerablemente la curacién
6sea a las 6 y 12 semanas?2-23,

La comparacion de la curacion 6sea de un defecto de
reseccion mandibular reconstruido con hueso autégeno
aislado, o combinado con PRP en perros determin6 en
las biopsias a las 6 semanas y la microscopia por fluo-
rescencia que el PRP no mejord la neoformacion 6sea?.

Jakse sometid a 12 ovejas adultas a un procedimien-
to de elevacion del hueso del seno bilateralmente con
hueso de cresta dsea. Afiadid PRP unilateralmente al
injerto dseo, y observé que no habia diferencias signifi-
cativas tras 12 semanas de evolucion®’.

Fennis sugiere el efecto beneficioso del PRP cuando
se afiade a un injerto autélogo en cabras. En condiciones
de trabajo comparables a las habituales del empleo de
PRP en cirugia oral y maxilofacial’€0, Sus resultados
no son concluyentes sobre la relacion dosis-respuesta del
PRP, asi como del periodo de tiempo durante el que
muestra actividad.

El concentrado de plaquetas contiene relativamente
altos contenidos de PDGF, TGF IGF pero su potencial
influencia en la regeneracion periodontal permanece poco
claro. No existe una correlacion significativa r2 < 0.42
entre el nimero de plaquetas y la concentracion final de
factores de crecimiento liberados’t.

Proliferacion celular

Las plaquetas estan implicadas en la aceleracion de la
regeneracion dsea mediante la proliferacion de los oste-
oblastos, aumentando hasta 50 veces la sintesis de DNA
en cultivos de hueso humano. El aumento de la actividad
mitogénica, aumenta la presencia de tejido mineralizado.
Por el contrario la neutralizacion del PDGF, hace decre-
cer la proliferacion celular,

También in vitro se ha visto que el aumento de la con-
centracién de TGF B estimula la sintesis de proteoglica-
nos y colageno en hipoxia (5% de O2) similar a las con-
diciones in vivo’®. Kawasumi’® estudi el efecto del PRP,
dependiendo de la concentracion de plaquetas, asi, PRP
lo denominé (h alto 1000%), (M medio 350%) (L bajo
117%) P (pobre menos que el basal), observando que tan
solo el PRP H con 9 veces mas plaquetas que el nivel
basal, increment6 la proliferacién celular, los PRP M, L
y P, no tenian efecto alguno. Para mejorar la terapia del
PRP es necesario determinar la concentracion dptima de
plaquetas y lograr asi la proliferacion y diferenciacion
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optimas. EI PRP aumenta la proliferacion celular pero
por el contrario no aumenta la velocidad de diferencia-
cion de los osteoblastos.

Choi’” mostr6 que altas concentraciones de PRP
inhibian la proliferacion y viabilidad de células alveola-
res por el contrario bajas concentraciones de PRP, tenian
cierta estimulacion.

Kanno®® observo que el PRP en humanos inhibia la
actividad osteobléstica. En cambio las concentraciones
moderadas de PRP estimulaban la diferenciacion osteo-
bléastica’®.

Lucarelli’ determiné que la concentracion 6ptima es
aumentar un 10% la concentracion PRP.

Zechner, en cambio, crea defectos mandibulares en
doce cerdos enanos, aplica PRP e instala implantes,
observando una mejor regeneracion ésea peri-implanta-
ria en las fases iniciales (6 semanas), igualandose a las
12 semanas, la estimulacién de la proliferacion celular
osteogénical®.

En el estudio de la condrogénesis en ratones inmuno-
comprometidos se observo que el PDGF retarda la reab-
sorcion de hueso demineralizado y reduce la osteoinduc-
cion, al mismo tiempo la concentracion de cartilago
aumenta hasta los 14 dias, después del implante pero su
concentracion disminuye conforme aumenta la concen-
tracion de PDGF. De igual manera se ha constatado que
la formacién de hueso se reduce de forma dependiente de
la concentracion de PDGFE. Por otro lado, en uno de los
pocos estudios in vitro presentados’® se estudia la esti-
mulacion de la proliferacion celular en la médula 6sea de
ratas. No se pudo demostrar efectos comparables con el
BMPSL,

La utilizacion de PRP en el sitio de fractura confirma
la importancia de la expresién y produccién de factores
de crecimiento a nivel local (herida). EI PRP en animales
diabéticos normaliza todos los parametros previos a la
curacion. Se iguala la recuperaciéon de las heridas sin
diferencias significativas entre diabéticos y no diabéti-
COs.

Es necesario distinguir el efecto de cada uno de los
factores de crecimiento derivados de las plaquetas para
valorar su mecanismo de accion®?,

La activacion con cloruro de calcio del gel plaqueta-
rio se basa en la participacion del Calcio en el proceso de
activacion de las plaquetas®®82, En cambio en un estudio
in vitro se comprobd que la adicion de CaCl, no activa-
ba las plaquetas, consecuentemente no aparecia degranu-
lacidn y no se liberaban por tanto factores de crecimien-
t0%3,
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Se hace necesario la utilizacion del CaCl, con otros
activadores. Esta puede ser una causa para la disparidad
de resultados clinicos y habria que realizar nuevos expe-
rimentos que los confirmen.

Estos resultados tan dispares son debidos a las dife-
rencias entre las lineas celulares utilizadas, asi como los
diferentes procedimientos de produccion del PRP, lo cual
genera distintas liberaciones de factores de crecimiento.
Estos estudios parecen proponer que el PRP puede tener
efectos beneficiosos en la proliferacion de las células
madre de la médula sin promocionar la diferenciacion
osteoblastica.

Conclusiones

Insistimos en la importancia de diferenciar entre las
funciones que desempefian los distintos factores de cre-
cimiento y el efecto de su concentracién suprafisiologi-
ca, y los supuestos beneficios que se obtienen en la utili-
zacion de geles plaquetarios.

En la literatura actual no se encuentra ninguna evi-
dencia cientifica que demuestre la supuesta aceleracion
de la curacion de las fracturas.

No existe ninguna evidencia sobre un efecto dosis
respuesta entre la concentracion de plaquetas y su
supuesto efecto curativo.

La falta de consenso sobre la composicion y la pro-
duccion de los concentrados plasmaticos hace imposible
el establecimiento de un estandar que integre a todos los
trabajos de investigacion.

Es necesario realizar estudios experimentales en los
que se incluya, la determinacion y cuantificacion de los
factores de crecimiento in situ en la aplicacion del PRP
en la regeneracion de las lesiones que nos permita pro-
fundizar en el conocimiento del comportamiento biolo-
gico de los factores de crecimiento plaquetarios en la
reparacion dsea.

Hay que determinar por qué los productos ricos en
plaquetas son muy efectivos en unos determinados casos,
pero ineficaces en otros.
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