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Abreviaturas

ACD Acido citrico-Citrato-Dextrosa
AEMPS Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios
ARNmM Acido ribonucleico mensajero

BPC Buenas Précticas Clinicas

CLP Capa leuco-plaquetaria
CTAD Citrato-teofilina-adenosina-dipiridamol
DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGF Factor de crecimiento epidérmico

EVA Escala visual anal6gica

FC Fuerza centrifuga

FCR Fuerza centrifuga relativa
FGF Factor de crecimiento fibroblastico
GR Globulos rojos
HCT Hematocrito

IGF Factor de crecimiento insulinico

IPPA Injerto de piel parcial autélogo
LP-PRP Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos
LR-PRP Plasma Rico en Plaguetas y Rico en Leucocitos

MCV VVolumen corpuscular medio

ml Mililitros
MPV Volumen plaquetario medio
NAT Amplificacion gendémica del acido nucleico
OR Odds ratio
PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaguetas
PDW Amplitud de distribucion de tamafio plaquetario
pg Picogramos
PL Plasma
P-LCR Plaquetocrito
POSAS Escala de evaluacion objetiva de paciente y observador
PPP Plasma pobre en plaquetas
pPq Plaquetas

PRGF Plasma rico en factores de crecimiento

PRP Plasma rico en plaquetas

RAF Rotor de angulo fijo

RAV Rotor de angulo variable o basculante

RBC Recuento de glébulos rojos
PRPGF Plasma Rico en Plaguetas y Factores de Crecimiento

SCTQ Superficie corporal total quemada

ST Sangre total
TGF-p Factor de crecimiento transformante beta

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

VSS Escala de cicatrizacion Vancouver

WBC Recuento de glébulos blancos
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La técnica mas empleada para la restauracion de la barrera cutanea en los pacientes
guemados es el injerto de piel autélogo de espesor parcial. Su obtencién conlleva generar
un area cruenta a nivel de otra localizacién cutanea del mismo paciente, conocida como
zona donante. Esta area cura generalmente en un periodo de entre 7 y 14 dias mediante
un proceso de cicatrizacion dirigida. Cuando existen grandes defectos que requieren
cobertura, como es el caso de los grandes quemados en los que la extension de la
quemadura limita la disponibilidad de area donante, pueden ser necesarias varias tomas
de la misma zona. Por lo tanto, la opcion terapéutica global en este tipo de pacientes va a

depender de su velocidad de curacion.

El manejo adecuado de las heridas del area donante es de especial importancia para la
reduccion del tiempo de epitelizacion y la prevencion de morbilidad, resultante del retraso

en la cicatrizacion, las infecciones y su conversion en herida de espesor total.

El material de cobertura ideal para el manejo de la zona donante alin no se ha desarrollado
y existe una amplia variabilidad en la actualidad. En nuestra institucion, los estandares de
manejo se basan en la utilizacion de apdsitos tipo hidrofibra, alginato, hidrocoloide o

gasas parafinadas.

Por otra parte, la utilizacién de plasma rico en plaquetas (PRP) autélogo y sus derivados,
como el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF), en el tratamiento de las heridas
es una de las opciones terapéuticas en investigacion en los ultimos afios. Son conocidas
sus propiedades de estimulacion angiogenica, de proliferacion de fibroblastos y su efecto
hemostatico. Si bien hay algunos estudios que prueban la eficacia de su utilizacion en el
tratamiento de heridas crdnicas (como las Ulceras diabéticas) y heridas agudas (como las
quirdrgicas), su uso no esta exento de cierta controversia. En cuanto a la aplicacion en el
paciente quemado y, mas concretamente, el manejo de las zonas donantes, apenas Si se

dispone de informacion.

Por todo ello, se ha llevado a cabo un ensayo clinico aleatorizado y doble ciego sobre el
tratamiento de las zonas donante de injerto de piel parcial autdlogo (IPPA) en el paciente
quemado, con el fin de analizar comparativamente el tratamiento con PRP y PRGF
autologos frente al tratamiento con aposito hidrocoloide.

Los resultados obtenidos, referentes al tiempo de cicatrizacién, apuntan a una mayor

precocidad en las zonas tratadas con PRP o PRGF respecto al tratamiento con apésito
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hidrocoloide [Odds ratio (OR) PRGF al 5°dia postintervencion de 1,408 p=0,542; OR
PRP al 5° dia postintervencion de 1,86 p= 0,262; OR PRGF al 8° dia postintervencion
2,47 p =0,114; y OR PRP al 8° dia postintervencion de 3,397, esta ultima con p =0,036].
Respecto a la calidad de la cicatriz de la zona donante de IPPA, se obtuvieron valores
inferiores en las escalas VVancouver (VSS) y escala de evaluacion objetiva de paciente y
observador (POSAS) en las zonas tratadas con PRP o PRGF, respecto al tratamiento con
aposito hidrocoloide. No obstante, estas diferencias no resultaron estadisticamente
significativas. Ademas, se obtuvo una menor puntuacién en la escala visual analogica del
dolor (EVA) en las zonas tratadas con PRP o PRGF, sin complicaciones en ninguno de

los pacientes.

En conclusion, el tratamiento de la zona donante de injerto de piel parcial en el paciente
quemado con PRP o PRGF proporcion6 en nuestro estudio una cicatrizacion precoz y de
mejor calidad, con mejor control del dolor y sin incremento de complicaciones, respecto

al tratamiento habitual con apdsito hidrocoloide.
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Introduccion

1. Situacidn actual y justificacion del estudio

El avance producido en las Gltimas décadas en las técnicas y protocolos de resucitacion y
soporte vital, ha contribuido a un notable incremento de la tasa de supervivencia del
paciente quemado (Cantais y cols., 2008). En consecuencia, las opciones terapéuticas
utilizadas hoy en dia deben tratar de disminuir la morbilidad y las secuelas en este tipo de
pacientes, permitiendo de esta forma alcanzar un adecuado estatus funcional que mejore

su calidad de vida posterior.

El manejo de la zona donante tras la obtencion del IPPA es de suma importancia en la
recuperacion del paciente con quemaduras que requieren tratamiento quirdrgico, siendo
de vital importancia en el paciente gran quemado, cuya supervivencia y calidad de vida
posterior depende en gran medida de la rapida cicatrizacién de las zonas donantes de piel.
Debido a la amplia extension de piel quemada estas zonas se ven reducidas a minimas
areas, a las que hay que recurrir en sucesivas ocasiones para llegar a la cobertura total del
paciente, dependiendo en todo momento de su tiempo de cicatrizacion.

Existe una notable diversidad de apdsitos para el tratamiento de estas zonas. Como
consecuencia, resulta complejo definir protocolos uniformemente estandarizados,
considerandose necesario el desarrollo de estudios utilizando parametros de evaluacion
de resultados que faciliten el analisis comparativo (Voineskos y cols.,2009; Serebrakian
y cols., 2018).

El papel de las plaquetas en el proceso de reparacion tisular y la facilidad para obtenerlas
con métodos minimamente invasivos (un simple pinchazo) y con escasa morbilidad, las
ha convertido en un potencial recurso terapéutico para tratar distintas patologias en
diferentes especialidades. A pesar de la gran difusion de su uso clinico, lo cierto es que
existe una notable controversia sobre los resultados obtenidos en la literatura

cientificamente contrastada.

Pese a la existencia de estudios in vitro e in vivo que sugieren su papel en la regeneracion
de tejidos y la cicatrizacion de heridas, el nimero de trabajos efectuados con caracter
prospectivo es muy escaso. Ademas, resulta ciertamente complejo establecer criterios
comparativos, fundamentalmente como consecuencia de la falta de informacion
descriptiva sobre el detalle de la metodologia empleada y de la amplia diversidad de

modalidades de procesamiento (Ramos-Torrecillas y cols., 2014). En un buen nimero de
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Introduccion

casos, los pardmetros de la metodologia utilizada se basan en criterios empiricos y
tampoco hay que olvidar que la evaluacion de resultados no estd exenta de cierta
subjetividad.

En el caso de las quemaduras y sus areas donantes, los estudios existentes hasta la
actualidad no ofrecen la suficiente evidencia como para obtener conclusiones
determinantes acerca del potencial beneficio sobre la cicatrizacion del PRP y sus
derivados (Marck y cols., 2014; Pallua y cols., 2010; Klosova y cols., 2013; Maghsoudi
y cols., 2013).

Cabe sefialar una ventaja importante del PRP autélogo en el ambito clinico, su bajo riesgo
bioldgico, como reportan los maltiples estudios llevados a cabo en sus diversos campos
de aplicacion (Marck y cols., 2014; Picard y cols., 2015). Su caracter autologo le confiere
tolerancia inmunoldgica, ademas de minimizar otros inconvenientes potenciales
asociados con el uso de productos alogénicos o Xxenogénicos (transmision de
enfermedades infecciosas, por ejemplo) (Albanese y cols., 2013). Por otro lado, es un
producto facil de obtener y no consume tiempo adicional para el paciente y/o especialista,

Ilevandose a cabo su procesamiento de forma simultanea a la realizacion de la cirugia.

Como se vera mas adelante, existen maltiples denominaciones de PRP que se pueden
utilizar en funcién de las caracteristicas del producto final obtenido. Una de ellas, el
PRGF, se obtiene tras someter a la suspension plaquetaria a uno o mas ciclos de
congelacién/descongelacion. De este modo, con la criofractura, se pretende conseguir un
mayor rendimiento del procedimiento, reduciéndose significativamente la presencia de
celulas viables, pudiendo incluso llegar a obtener un producto acelular (Pietramaggiori y
cols., 2006; Pietramaggiori y cols., 2010). Sin embargo, no se dispone de informacién

sobre estudios comparativos entre PRP y PRGF.

Con el objetivo de establecer un marco de actuacion para este tipo de actividad, en mayo
de 2013, la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) emitio
un informe relativo a los aspectos a considerar para el uso clinico de plasma rico en
factores de crecimiento. En él sefialaba la falta de resultados de ensayos clinicos con la
suficiente fiabilidad para extraer conclusiones sobre las indicaciones clinicas y animaba
a la realizacion de experiencias clinicas controladas que permitieran la elaboracion de un

listado de indicaciones con datos debidamente contrastados.
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El desarrollo del proyecto se ha planteado de acuerdo con lo dispuesto en este informe y
en respuesta a la demanda que se hace desde el mismo para la aportacion de datos clinicos
basados en evidencias suficientemente contrastadas. Hay que tener presente que en
nuestro entorno autondmico aun no se ha establecido el mecanismo de autorizacion
sanitaria especifica para esta actividad, en lo que a su uso clinico respecta. En cualquier
caso, el presente trabajo se ha realizado de acuerdo con las directrices del informe, las

buenas précticas clinicas (BPC) y los requisitos legales pertinentes.

La implementacion de la cicatrizacion de las zonas donante conlleva grandes
repercusiones estéticas, funcionales e incluso vitales. Mediante el analisis comparativo
de estas distintas opciones terapéuticas, se puede llegar a resultados que optimicen su
curacion, disminuyendo la morbilidad de los pacientes quemados y el consumo de

recursos sanitarios.
2. Plaquetas

La sangre ha ocupado un lugar relevante en la historia de la humanidad, otorgandose
desde tiempos remotos una vital importancia y un concepto mistico, como denota su
presencia dentro de la teoria humoral de la época grecorromana. A pesar de ser un tejido
de facil acceso, resistio durante mucho tiempo los esfuerzos de los investigadores por
descubrir su verdadero significado fisiologico, lograndose realizar la primera transfusion
exitosa y con base cientifica entre humanos a principios del siglo XX (Gongora-Biachi y
cols., 2005).

En su composicion se distingue una fase liquida y otra sélida, dentro de la cual se haya el
elemento plaquetario. Esta fue advertida desde el inicio de la descripcion de la celularidad
sanguinea en el siglo XVII. No obstante, su reconocimiento como una tercera particula
en la sangre se remonta a finales del siglo XIX, gracias a los trabajos de Bizzozero y
Hayem (lzaguirre-Avila y cols., 2005).

Las plaquetas o trombocitos (figura 1) son fragmentos citoplasmaticos de 1-2um de
diametro generados en la médula 6sea por fragmentacion de sus células precursoras, los
megacariocitos. Cada plaqueta contiene entre 50 y 80 granulos alfa, también contiene
gréanulos densos, mitocondrias y granulos lisosomales. Se han citado en torno a 300
sustancias bioactivas en el contenido plaguetario. La vida media de las plaquetas en el

organismo humano es de unos 10 dias y son eliminadas por macréfagos del sistema
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Introduccion

reticulo-endotelial. Entre sus funciones principales destacan su importante y conocido
papel en el proceso de hemostasia, su influencia en la reparacién y regeneracion de los
tejidos y en lainmunogenicidad del organismo. Su activacion tras un dafio tisular conlleva
su agregacion y formacion del tapén plaquetario, con la secrecion de multiples factores

de crecimiento, citoquinas y quimiocinas (Farré y cols., 2013).

Figura 1. Imagen de microscopio electrénico de barrido: plaqueta (superior), glébulo blanco (inferior
izquierda) y eritrocito (inferior derecha).

La aplicacidn inicial del concentrado plaquetario fue para el tratamiento y prevencion de
la hemorragia en casos de trombopenia severa, secundaria a aplasia medular, leucemia o
pérdida sanguinea significativa. Este concentrado de plaquetas fue llamado plasma rico
en plaquetas y su concentracion plaquetaria ha sido clasicamente de
0,5x10plaquetas/unidad (Dohan y cols., 2009).

Por otro lado, su intervencion (mediante la secrecion de sustancias bioactivas) en las
diferentes etapas del proceso de reparacion tisular (hemostasia, inflamacidn, proliferacién
y remodelacion) ha sugerido su empleo en variadas indicaciones clinicas. Hace ya 50
afios, mediante la utilizacion de pegamentos de fibrina, constituidos por concentrados de
fibrindgeno (Matras, 1970; Whitman y cols., 1997) se describi6 su potencial para sellar

heridas y estimular su cicatrizacion.

Multiples técnicas han sido descritas para la obtencion de PRP, cuyo nexo en comun es
la obtencidén de sangre del paciente y su procesamiento posterior para separar sus
componentes en funcion de su diferente densidad. El tipo de recipiente utilizado para
recoger la sangre, el anticoagulante de eleccion o el empleo de un sistema basado en una
o0 dos centrifugaciones, son algunos de los parametros que conllevan la citada variabilidad
en los protocolos. Si a esto afiadimos que también se utilizan distintas fuerzas y tiempos

de centrifugacion, asi como diferentes protocolos para desencadenar la liberacion del
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contenido de los granulos plaquetarios, se puede entender la dificultad para la
estandarizacion. En general, se puede establecer como una componente comdn el objetivo
de descartar la capa eritrocitaria, asi como una buena parte de los glébulos blancos y la
fraccion plasmatica con menor concentracion de plaquetas (denominada PPP, plasma
pobre en plaquetas). Por otro lado, también las pautas de dosificacion y metodologias de
aplicacion evidencian una notable variabilidad, lo que no hace sino incrementar la

complejidad para efectuar analisis comparativos (Dohan y cols., 2009).
3. Mecanismo de reparacion tisular

Se trata de un complejo proceso de restauracion de los tejidos que se desarrolla en una
serie de etapas superpuestas (figura 2). Tras la lesion, se produce la hemostasia con la
coagulacién y, seguidamente, las plaquetas se agregan, activandose el mecanismo de
liberacion del contenido de sus granulos. A continuacidn, durante la fase inflamatoria, se
van incorporando neutréfilos, macréfagos y linfocitos, por este orden. Los globulos
blancos son especialmente importantes en los primeros momentos, por su papel defensivo
frente a microorganismos. Al igual que las plaquetas, también aportan sustancias
bioactivas (por ejemplo, estimulando la migracion celular mediante mecanismos
quimiotécticos o desbridando tejido dafiado). La fase proliferativa se asocia con el
crecimiento de capilares y la formacion del tejido de granulacion. La presencia de
fibroblastos y la sintesis de matriz extracelular facilitan la reepilelizacion, a partir de los
bordes de la lesién y de aquellos focos de queratinocitos basales con potencial de
proliferacion y diferenciacion. La remodelacion del tejido hasta recuperar completamente
su aspecto estético y capacidad funcional puede llegar a tardar varias semanas o incluso

meses.

HEMOSTASIA INFLAMACION PROLIFERACION REMODELACION

- Co3gulo Costra
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Figura 2. Etapas de la reparacion tisular.

Macrofzgos

En cualquier caso, el proceso de reparacion tisular debe contemplarse con un criterio

multifactorial, ya que depende de un nimero importante de variables que, ademas se
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interrelacionan entre si, por lo que hay que asumir una notable complejidad y la dificultad

para analizar datos comparativamente.
4. Plasma rico en plaquetas
4.1. Contenido

Entre la gran cantidad de sustancias bioactivas que contienen las plaquetas, centraremos

la atencidon en aquellas que intervienen en el proceso de reparacion tisular.

Entre los componentes del PRP destacan el PDGF, el TGF-B, el factor plaquetario 4
(PF4), la interleucina 1 (lI-1), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el
factor de crecimiento insulinico (IGF). Estas moléculas, entre otras, estan implicadas en
la promocion del ambiente local de regeneracion, estimulando la proliferacion, la
migracion y diferenciacion celulares y la angiogénesis (Golebiewska y cols., 2015; Marck
y cols., 2014; Pallua y cols., 2010). Su liberacion comienza 10 minutos después de la

coagulacién, pudiendo llegar a prolongarse durante varios dias.

Los factores de crecimiento TGF- y PDGF intervienen en la cicatrizacion de heridas,
desencadenando el crecimiento y la diferenciacion celular. Estudios in vivo e in vitro han
evidenciado que las células que participan en el proceso de regeneracion tisular son
sensibles en mayor o menor medida a los factores de crecimiento (Kazakos y cols., 2009).
Asi, por ejemplo, los fibroblastos son sensibles a FGF, PDGF, IGF y EGF. Este Gltimo
es un factor quimiotéctico para los fibroblastos, y su aplicacion topica aumenta la
regeneracion epidérmica y la fuerza de la tension de la herida. Las células endoteliales
son sensibles a FGF y VEGF (Pintucci y cols., 2002). La proliferacién vascular es
estimulada por los factores VEGF, PDGF y FGF (Go y cols., 2003). EI PDGF interviene
en los procesos de migracion y proliferacion de fibroblastos y células musculares lisas,
aumenta la deposicion de colageno y también es un factor quimiotactico para neutréfilos
y monocitos (Carter y cols., 2003). Ademas, se ha demostrado que la proliferacion de
condrocitos y osteoblastos es promovida por los factores PDGF y FGF (Kaps y cols.,
2002). El factor TGF-p regula la diferenciacion celular, la proliferacion, la quimiotaxis y
la sintesis de varias proteinas de la matriz extracelular, incrementando la regeneracion
epidérmica, promoviendo la sintesis de coladgeno y acelerando su maduracion en el

periodo inicial de la cicatrizacion. Su concentracion es 4 veces mayor en el PRP que en
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el PPP (Carter y cols., 2003). En modelos animales, se ha demostrado que su aplicacién
topica incrementa la sintesis de coldgeno, el tejido de granulacion y la fuerza de tension
de la herida (Kazakos y cols., 2009; Ostvar y cols., 2015).

En definitiva, con su empleo se pretende aumentar la concentracion de factores de
crecimiento, potenciando asi la capacidad biorregeneradora (Marck y cols., 2014). De
esta manera, el PRP se propone como una alternativa eficaz en el manejo de las heridas.
A pesar de todo, son escasos los estudios clinicos bien contrastados y, en lo que se refiere
a la reparacion cutanea, principalmente enfocados al tratamiento de Ulceras cuténeas

cronicas (Conde-Montero y cols., 2014).
4.2. Métodos de obtencién

Como ya se ha comentado previamente, hay una notable variedad de protocolos en la
bibliografia y no siempre se citan todos los pardmetros necesarios para reproducirlos.
Algunos de ellos cuentan con dispositivos especificos que permiten la manipulacion en
un sistema cerrado. Este aspecto es importante, ya que por un lado facilita la
estandarizacion y, por otro, minimiza el riesgo de contaminacion medioambiental, si no
se dispone de una cabina de flujo laminar con una calidad de aire suficiente. Sin duda, la
plaquetoaféresis, utilizando maquinas que procesan la sangre conforme es extraida del
paciente y la separan selectivamente en sus componentes, es un método que proporciona
directamente el PRP y, ademas, permite la regulacién de la concentracién final. Los
sistemas de doble centrifugacion varian entre los que hacen una primera centrifugacion
para obtener una capa leuco-plaquetaria (CLP) sobre los hematies y luego otra para
eliminar hematies y globulos blancos residuales; y aquellos que proporcionan un PRP en
la primera centrifugacion y luego concentran las plaquetas en el fondo del recipiente,
eliminando parte del PPP sobrenadante, para luego resuspenderlas. Sin embargo, la doble
centrifugacion también puede incrementar el riesgo de activacion plaquetaria, lo que
limitaria el rendimiento de la concentracion de factores. El sistema mas rapido es aquel
que requiere una sola centrifugacion, separando en la parte superior directamente el PRP

0 bien, previa retirada de la fraccién mas superior (que supuestamente contiene el PPP).

Los dispositivos patentados que aparecen en la bibliografia ofrecen rendimientos de
plaguetas en el PRP respecto de la sangre total entre el 30 y el 60%. Algunos ejemplos de
sistemas automatizados son: GPS (Biomet, Warsaw, IN), PCCS (Implant Innovations
Inc., FL, USA), Symphony Il (DePuy, IN, USA), Smart-PReP (Harvest Technologies
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Corp., MA, USA), Magellan (Medtronic, MN, USA), Fibrinet (Cascade Medical
Enterprises, Plymouth, UK), Regen (Regen Lab, Lausanne,Switzerland), Plateltex
(Plateltex S.R.O., Bratislava, Slovakia), vivostat (Vivostat A/S, Borupvang, Denmark),
C-punt ( Biomed Device, Modena, Italy), PRGF Endoret (BTI Vitoria-Gasteiz, Spain) y
Arthrex (Naples, FL, USA).

Especialmente cuando se pretende validar sistemas «caseros», desarrollados por el propio
usuario, conviene tener en consideracion una serie de pautas que se comentan
seguidamente. A la hora de obtener un PRP centrifugando la sangre del paciente, el
establecimiento de los parametros a utilizar debe efectuarse desde la perspectiva de que
es mas importante lo que va a suceder en la parte superior del tubo o bolsa que en el
extremo distal del mismo (a diferencia de lo que sucede cuando simplemente se pretende
recoger un sedimento en el fondo del recipiente). Por esta razon, para poder evaluar la
idoneidad de un protocolo y reproducirlo convenientemente es necesario conocer: el valor
de g (o bien rpm y radio), el tiempo (especificando la duracion de los periodos de
aceleracion y deceleracion), la altura o tamafio del recipiente (tubo o bolsa) para
determinar los radios minimo y maximo, y el volumen de sangre contenido. Utilizar
determinados protocolos descritos parcialmente (resulta dificil encontrar articulos donde
se encuentre bien detallada la parametrizacién) puede conllevar a la obtencién de un
plasma acelular en lugar de un PRP, por ejemplo, simplemente por utilizar un tubo méas

corto o un volumen de sangre menor, con un mismo régimen de rpm.
4.3. Terminologia

En ocasiones, la importancia de la correcta denominacién se ha plasmado en citas
bibliograficas (Kakudo y cols., 2009). Por lo tanto, no es extrafio que algunos autores se
hayan esforzado por establecer unos criterios para la calificacion de las diferentes
presentaciones que se pueden obtener con este producto. Asi, por ejemplo, dependiendo
del modo de obtencidn, la presencia de glébulos blancos en el producto final puede variar
significativamente. Por otro lado, también el modo de aplicacion va a dar lugar a
diferencias, dependiendo por ejemplo si se infiltra simplemente el producto recién
obtenido o bien se activa previamente (afiadiendo calcio y, en ocasiones, trombina);
ademas, en funcion de la indicacion clinica, se puede aplicar como liquido o bien como
gel (coagulado). De acuerdo con todo ello, Dohan Ehrenfest (2014) ha propuesto la

siguiente clasificacion:
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- P-PRP (Pure Platelet-Rich Plasma): Plasma rico en plaquetas puro. Se caracteriza por
la ausencia de leucocitos y una red de fibrina de baja densidad después de la activacion.
Su procesamiento puede realizarse de forma automatizada o manual. Los métodos
automatizados descritos para su obtencidn, como la plaquetoaféresis o el separador
celular Vivostat PRF (Vivolution, Denmark), suponen métodos laboriosos y de elevado
coste que dificultan su préctica clinica diaria. Entre los métodos manuales, Anitua
describi6 uno de los primeros protocolos de concentracion plaquetaria en 1999. En él,
tras la centrifugacion de tubos con sangre venosa, se desechaba la parte superior del
plasma y se obtenia mediante pipeteado manual el plasma restante considerado rico en
factores de crecimiento, por encima de la capa leucocitaria. La polimerizacion de la
fibrina era inducida con la adicién de cloruro calcico al 10%, obteniéndose un gel
inestable de PRGF a los 15-20min. Otros autores como Nahita (Tamimi y cols., 2007)
también han descrito protocolos para su obtencion manual. Se tratan de métodos de

menor coste aungque con menor precision.

- L-PRP (Leukocyte- and Platelet-Rich Plasma): Plasma rico en plaquetas y rico en
leucocitos. Son concentrados plaquetarios con leucocitos y la red de fibrina tras la
activacion es de baja densidad. Se obtiene mediante 2 fases de centrifugacion, la
primera en la que obtenemos la separacion de la sangre en tres componentes, de los
cuales el PPP y el buffy coat se someten a una segunda centrifugacion a alta velocidad,
descartandose posteriormente el PPP y obteniendo un PRP rico en plaquetas, leucocitos

y fibrin6geno. También existen sistemas automaticos para su produccion.

- P-PRF (Pure Platelet-Rich Fibrin): Fibrina rica en plaguetas-pura. No contiene
leucocitos y la red de fibrina tras la activacion es de alta densidad. Se obtiene tras una
primera centrifugacion a alta velocidad en un tubo con citrato trisédico y gel separador
(disminuye la cantidad de leucocitos extraidos), obteniendo las tres tipicas capas
sanguineas. El PPP y el buffy coat se transfieren a un segundo tubo con CaCl, y se
centrifuga durante 15min, obteniéndose un coagulo estable debido a la coagulacion

dindmica por la centrifugacion. Se trata de un método costoso para la practica diaria.

- L-PRF (Leukocyte- and Platelet-Rich Fibrin): Fibrina rica en plaquetas y leucocitos.
También llamado de segunda generacidon, son concentrados de plaquetas con leucocitos
y la red de fibrina tras la activacion es de alta densidad. También conocido como

Choukroun’s PRF. En este protocolo no se utilizan anticoagulantes ni agentes
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gelificantes. Se realiza una centrifugacion a baja velocidad de la sangre, produciéndose
la activacion plaquetaria y polimerizacion de la fibrina durante la centrifugacion, que
se verifica inmediatamente tras la extraccion (figura 3). El coagulo de fibrina formado
en medio de las tres capas es rico en plaquetas y leucocitos. Esta matriz de fibrina se

mantiene estable durante tiempo, pudiendo ser utilizado como biomaterial.
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Figura 3. Coagulo de fibrina obtenido por el método descrito por Choukroun.

Sin embargo, en esta clasificacion se echa en falta el sobrenadante obtenido tras la
activacion plaquetaria o bien por lisado de las plaquetas mediante ciclos sucesivos de
congelacién/descongelacion, es decir, el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF).
En estos casos, es posible eliminar por centrifugacion (ya que desaparece el riesgo de
activacion plaquetaria) los residuos celulares. Este lisado plaquetario se ha propuesto
como alternativa al suero bovino fetal para suplementar el medio de cultivo utilizado
durante los procesos de expansion celular ex vivo propios de las terapias avanzadas. Se
ha demostrado la preservacion de su potencial bioldgico (Anitua y cols., 2018; Nakatani
y cols., 2017). Entre sus principales ventajas se encuentra la posibilidad de conservacién
de la muestra congelada, a largo plazo, lo que facilita su aplicacién diferida,
disminuyendo la frecuencia de extracciones de sangre de los pacientes sin afectar a su
eficacia terapéutica. También este PRGF, o lisado plaquetario, es el producto de eleccién
para suplementar medios de cultivo para la expansién ex vivo de células para su uso en

terapias avanzadas.
4.4. Utilizacion clinica
4.4.1. Bioseguridad

Generalmente, el concentrado plaguetario se obtiene a partir del procesamiento de sangre

del propio paciente (autdlogo). Los efectos adversos asociados al uso autélogo son los
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propios del método de extraccion sanguinea mediante venopuncion (dolor, taquicardia,
sudoracion, sincope, infeccion) (Patel y cols., 2013); o de la forma de aplicacion del
concentrado plaquetario, en caso de infiltracion dérmica o intraarticular, como
tumefaccion, dolor, infeccion y limitacion funcional (Li y cols., 2011). En general, el uso
de PRP auto6logo se presenta como un tratamiento seguro (Picard y cols., 2015; Nurden y
cols., 2008; Marx y cols., 2004; Kotsovilis y cols., 2010; Villela y cols., 2010).

En el caso de valorar el uso de PRP en grandes quemados, teniendo en cuenta que estos
pacientes tienen un estado fisioldgico alterado que puede afectar a la funcién plaquetaria,
ademas de que el propio estado clinico del paciente podria contraindicar la extraccién de
sangre, podria considerarse el uso alogénico (de donante) (Marck y cols., 2014). En este
caso, los riesgos potenciales se amplian a una eventual respuesta inmunoldgica e incluso

la transmision de enfermedades infecciosas.
4.4.2. Aspectos éticos y marco regulador

Quiz& uno de los principales inconvenientes para obtener informacién veraz y
cientificamente contrastada sobre el uso del PRP se deba a que se ha convertido en un
lucrativo negocio. Jones (2018) ha estimado un mercado global de unos 3.880 millones
de euros en la proxima década, para el uso del PRP en el tratamiento del dolor musculo-
esquelético. Por desgracia, parece ser que el aspecto lucrativo ha primado sobre las
evidencias cientificas en el desarrollo de esta tecnologia. Algunos destacados deportistas
(Tiger Woods, Rafa Nadal, Stephen Curry...) han facilitado la promocion del producto.
Kantrowitz (2018) ha calculado que un 93% de los responsables médicos de deportistas

de élite en USA utilizan regularmente el PRP.

La simplicidad técnica que supone una extraccion de sangre y su posterior centrifugacion
ha llevado a que la aplicacion clinica de este producto se haya extendido en todo el
mundo, sin que se cuente en muchos casos con una evidencia cientifica que justifique su
utilizacion, especialmente considerando su empleo para una amplia lista de diferentes
indicaciones clinicas. En algin caso extremo, la discusion sobre los intereses que mueven

el uso de PRP ha llegado a la descalificacion cientifica (Dohan Ehrenfest y cols., 2014).

A la hora de poner orden en esta materia, va a resultar determinante aclarar qué
consideracion tiene el producto en cuestion. En este sentido, conviene resaltar lo

dispuesto en el Informe V1/23052013 de la AEMPS sobre el uso de plasma rico en
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plaquetas. Segun dicho documento «atendiendo a la composicion del plasma rico en
plaquetas, el mecanismo de accion postulado asi como a sus fines o indicaciones», se
asume su definicibn como medicamento de uso humano (no encuadrado entre los

medicamentos de produccidn industrial ni entre los de terapias avanzadas)».

Sin entrar a discutir si el PRP es un producto que se integre en la definicion de
medicamento, no es menos cierto que otros productos (por ejemplo, como la matriz dsea
desmineralizada, también utilizada como fuente de factores de crecimiento) igualmente
se podrian incluir en tal definicion; sin embargo, no es asi puesto que se trata de un tejido
humano y, por tanto, en el ambito de aplicacion del Real Decreto-ley 9/2014. Por idéntica
razon, deberia contemplarse lo referente al concentrado de plaguetas (el PRP lo es) segun
lo dispuesto al efecto en el Real Decreto 1088/2005. Evidentemente, el uso no
transfusional de este componente sanguineo reviste particularidades que deben ser tenidas
en consideracion, pero dentro del marco normativo que le corresponde. De lo contrario,
se corre el riesgo de adjudicar, por analogia, la categoria de medicamento a algo que no

lo es.

Ciertamente, ya la propia definicion del producto no es sencilla, o si. El citado informe
V1/23052013 define el PRP como «un volumen de plasma aut6logo que contiene una
concentracion de plaquetas superior al nivel basal (150.000-350.000/ul)». En algunos
centros de nuestro pais donde se procesa PRP se ha adoptado la denominacion de
hemoderivado de uso no transfusional. Por su parte, el RD 1088/2005 en su capitulo 111
incorpora un apartado para los componentes plaquetarios, entre los cuales se encuentra la
«unidad de plaquetas recuperadas: suspensién de plaquetas obtenidas mediante
procesamiento de una unidad de sangre total». Por otro lado, la agencia mundial
antidopaje incluye en 2011 entre las sustancias prohibidas algunos de los factores de
crecimiento derivados de las plaquetas (VEGF, PDGF, IGF-1, FGF) pero no el plasma
rico en plaquetas propiamente dicho.

The International Cellular Medical Society (2011) ha establecido una guia con
recomendaciones dirigidas a estandarizar diversos aspectos asociados con el uso clinico
del PRP: definicion, procesamiento, seguridad, acreditacion profesional, formacion,
infiltracion, seguimiento (evaluacion de resultados), registro de datos, indicaciones
(relativas exclusivamente a tejidos musculo-esqueléticos y nervios) y contraindicaciones

(absolutas y relativas).
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4.4.2.1. Necesidad de estandarizacion
Seguidamente, se resume el contenido del ya citado informe V1/23052013 de la AEMPS:

- Introduccion:

e Describe el papel de las plaquetas en el proceso reparador.

e Define el PRP como un volumen de plasma autologo que contiene una
concentracion de plaquetas superior al nivel basal.

e Cita las técnicas de procesamiento de tipo abierto o cerrado (utilizando
equipos especialmente disefiados).

e Aclara las diferentes denominaciones que se pueden utilizar, en funcién
de las caracteristicas del producto final obtenido:

» PRGF: Preparado Rico en Factores de Crecimiento.

RPGF: Plasma Rico en Plaquetas y Factores de Crecimiento.

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.

LR-PRP: Plasma Rico en Plaquetas y Rico en Leucocitos.
= LP-PRP: Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos.

e Describe algunas de las sustancias bioactivas presentes en las plaquetas,

indicando su funcion.
- Argumentacion sobre la consideracion del PRP como medicamento.

e Este producto responde a la definicion de medicamento que se encuentra
en la Directiva 2001/83/CE, por la que se establece un codigo comunitario
sobre medicamentos de uso humano y la Ley 29/2006, de 26 de julio, de
garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios.

e Ademas, aclara que no cabe su consideracion como medicamento de
produccion industrial ni tampoco medicamento de terapia avanzada.

e Por todo ello, se puede utilizar para uso humano al amparo del articulo 5
de la Directiva 2001/83/CE, y las disposiciones legales que transponen
dicha Directiva en nuestro pais.

- Consecuencias de la consideracion como medicamento:
e Condiciones de prescripcion:
= El uso del PRP debe hacerse siempre sujeto a prescripcion de

médicos, odont6logos o podologos, en el ambito de sus competencias
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respectivas, no siendo susceptible de ser prescrito por otro tipo de
profesionales sanitarios o no sanitarios.
= Cabe considerarlo como un medicamento de dispensacioén bajo
prescripcion médica restringida, de utilizacion reservada a
determinados medios especializados que, en todo caso, deberan
contar con la autorizacion de las autoridades competentes en materia
de inspeccion.
e Queda prohibida cualquier tipo de publicidad destinada al publico en
general.
e Garantia de calidad:
= El facultativo prescriptor sera el responsable de garantizar su
cumplimiento (aunque el procesado y la obtencion sea realizada por
un tercero), asegurando una relacion beneficio/riesgo positiva.
= Si se va a utilizar durante el procesamiento la forma manual con
técnica abierta, el método empleado debera ser evaluado desde el
punto de vista de calidad, mediante la oportuna inspeccién de la
autoridad competente.
= En el caso de uso sistemas desechables con técnica cerrada, el método
empleado debera seguir las instrucciones descritas en cada sistema
comercial, no siendo imprescindible la inspeccién pero el sistema
empleado deberéa disponer de marcado CE.
e Garantia de eficacia:
= Hay una falta de resultados de ensayos clinicos con la suficiente
fiabilidad para extraer conclusiones sobre las indicaciones clinicas.
= Queda pendiente la elaboracion de un listado de indicaciones con
datos debidamente contrastados, para lo cual se anima a la realizacion
de experiencias clinicas controladas.
e Garantia de trazabilidad:
= Real Decreto 1088/2005: es de aplicacion el Capitulo V sobre
donacion autéloga y autotransfusion, en lo que corresponda.
También lo es el Anexo I, punto C, donde constan los criterios de
exclusion permanente y temporal. Igualmente, para cada paciente

deben realizarse las pruebas analiticas que se indican en el Anexo I,
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como requisitos de verificacion para las donaciones de sangre total y
componentes sanguineos.
= La aplicacion del PRP fuera de las condiciones establecidas en este
documento solo se puede realizar en el contexto de un ensayo clinico
autorizado por la AEMPS o como tratamiento individual autorizado
por parte de la Agencia como uso compasivo.
e Garantia de farmacovigilancia:
= Las reacciones adversas que se puedan producir seran informadas con
celeridad segun lo dispuesto en la ley 29/2006 en lo respecta a
procedimientos de notificacion.
e Garantia de informacion:
= El paciente debe recibir antes de su uso una informacién minima que
le garantice que se cumple con los requisitos de calidad, los aspectos
conocidos sobre la eficacia del PRP en la indicacion concreta en la
que va a ser utilizado, asi como las ventajas de aplicar esta terapia
sobre otras existentes, los riesgos conocidos y las formas en que
cualquier posible reaccion adversa puede ser notificada.
= La Agencia, junto con las sociedades cientificas implicadas,
establecera y publicara los criterios minimos de informacion en cada

una de las indicaciones y PRP revisados.

El desarrollo de nuestro estudio se ha planteado de acuerdo con lo dispuesto en este
informe y en respuesta a la demanda que se hace desde el mismo para la aportacion de
datos clinicos suficientemente contrastados. Hay que tener presente que en nuestro
entorno autondmico aln no se ha establecido el mecanismo de autorizacion sanitaria
especifica para esta actividad, en lo que a su uso clinico respecta. Por todo ello, para la
consecucion de nuestro estudio, un ensayo clinico en humanos, fue necesaria la obtencién
de las pertinentes autorizaciones por parte del comité de ética de la investigacion con

medicamentos y la AEMPS (Anexos 3y 4).
4.4.3. Tratamiento de zona donante

El manejo de la zona donante tras la obtencion del IPPA es de suma importancia en la
recuperacion del paciente con quemaduras que requieren tratamiento quirurgico.

Tradicionalmente, se han utilizado distintos apdsitos para facilitar su curacion vy
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proporcionar condiciones ideales que promocionen la reepitelizacion de la herida. Con el
desarrollo tecnoldgico actual, se han creado nuevos apdsitos que pretenden otorgar este
medio 6ptimo que acelere la reepitelizacion, minimice el dolor y la estancia hospitalaria
e incremente la comodidad del paciente (Masella y cols., 2013); sin embargo, ain no se

ha logrado una cobertura ideal para este fin (Demirtas y cols., 2010).

Diversos apositos son adecuados, yendo desde el uso clasico de gasas y ap0sitos no
adherentes hasta los modernos apositos de silicona, alginatos, peliculas e hidrofibras. Sin
embargo, los regimenes de tratamiento varian considerablemente entre los centros y
especialistas quirdrgicos. Las peliculas e hidrocoloides parecen mas eficaces en términos
de alivio del dolor y confort del paciente (Demirtas y cols., 2010; Brélmann y cols., 2013);
no obstante, la mayoria de las revisiones destacan la necesidad de nuevos y mayores
estudios para conseguir una evidencia cientifica convincente (Voineskos y cols., 2009).

Diversos estudios comparan los resultados de la utilizacion de distintos tipos de apdsitos
en funcion de los estandares de manejo de zona donante utilizados en las diversas
instituciones hospitalarias, persiguiendo todos ellos el objetivo de encontrar un material
de cobertura ideal (Masellay cols., 2013; Demirtas y cols., 2010; Brélmann y cols., 2013;
Barnea y cols., 2004; Dornseifer y cols., 2011; Schulz y cols., 2015; Solanki y cols.,
2012).

En el afan por conseguir este objetivo, no sélo para el manejo de las quemaduras y zonas
donantes sino de las heridas en general, tanto crénicas como agudas, en los Gltimos afios
se ha tratado de avanzar en nuevas opciones tales como la aplicacion tépica de plasma
rico en plaquetas (Golebiewska y cols., 2015; Conde-Montero y cols., 2014; Carter y
cols., 2011).

4.4.4.Evaluacion de la calidad de cicatrizacién mediante escalas

Se han propuesto varias escalas para la evaluacion clinica de la cicatrizacion
postquemadura. Estas se basan en parametros como la pigmentacion, vascularizacion,
grosor, elasticidad, altura o depresion, y en algunas se valoran los sintomas como el
confort, prurito o dolor. Las escalas mas utilizadas en los estudios clinicos son:
Vancouver, VSS por sus siglas inglesas (Vancouver Scar Scale); evaluacion de cicatrices
de paciente y observador, POSAS (Patient and Observer Scar Assessment Scale);
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analogica visual, VAS (Visual Analog Scale); Manchester para cicatrices, MSS

(Manchester Scar Scale).

La VSS fue descrita por Sullivan en 1990 y es una de las més utilizadas en los estudios
clinicos para la evaluacion de cicatrices postquemadura. Evalla 4 variables: la
vascularizacion, el grosor o altura, la elasticidad y la pigmentacion. No tiene en cuenta la

percepcion del paciente.

La escala visual analdgica (Duncan y cols., 2006) esta basada en la fotografia de la cicatriz
y se evalla la pigmentacion, la vascularizacion, la aceptacion y confort, ademas del
contorno. Suma las puntuaciones individuales para da una puntuacién Unica que va de

excelente a pobre.

La escala POSAS (Draaijers y cols., 2004) incluye sintomas subjetivos y amplia los datos
con respecto a la VSS. Consta de 2 escalas numéricas, la escala de valoracion del paciente
y la del observador. Evalla vascularizacion, pigmentacion, grosor, elasticidad, area

afectada, e incorpora evaluaciones subjetivas de los pacientes como dolor y prurito.

La escala de Manchester fue propuesta por Beusang (1998) y difiere de la POSAS en que
incluye una escala visual que se afiade a los atributos individuales. VValora 7 parametros:
color, textura de la piel, relacion con el borde de la piel, textura de la cicatriz, margenes,

tamafio y si es Unica o multiple. Es poco utilizada en los estudios clinicos.

Estas escalas han sido validadas y aceptadas, sin embargo tienen una sensibilidad
limitada. Tiene un alto componente subjetivo, por lo que deben ser aplicadas por
observadores entrenados (Fearmonti y cols., 2010).Esta falta de objetividad estimula la

bdsqueda de métodos de evaluacion basados en técnicas de evaluacion mas precisas.
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Objetivos

1. Objetivo principal

Estudiar la cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial en pacientes
quemados tras aplicacién de plasma rico en plaquetas o plasma rico en factores de

crecimiento frente a la forma terapéutica habitual.

2. Objetivos secundarios
1. Efectuar un andlisis critico de la literatura publicada sobre el uso clinico del PRP.
2. Evaluar el efecto analgésico de los dos productos (PRP y PRGF).

3. Evaluar la incidencia de efectos adversos (especialmente para el caso de infecciones)

asociados a cada uno de los dos productos (PRP y PRGF).
4. Determinar el potencial terapéutico de los dos productos (PRP y PRGF).

5. Cuantificar el coste que supone el modelo propuesto y analizarlo comparativamente
con otras metodologias para el uso terapéutico propuesto, ya sean analogas o basadas

en otros fundamentos.
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Material y métodos

1. Estudios preclinicos
1.1. Protocolo de coagulacion

En nuestro caso, hemos estudiado el modelo mas adecuado de preparacion del producto
para el uso propuesto. Con este fin y teniendo presente que la coagulacion es un proceso
cuya cinetica se encuentra estrechamente ligada a la temperatura, evaluamos las
siguientes variables, una vez afiadido el cloruro calcico:
- Temperatura de incubacion:
e 37°C.
e Ambiente.
¢ Intercambio de las condiciones de temperatura una vez consumada la
coagulacion.
- Tipo de almacenamiento:
e Fresco.
e Congelado a -80°C.
e Congelado por inmersion directa en nitrogeno liquido.
La descongelacion de los productos congelados se llevd a cabo por
inmersion en bafio termostatico a 37°C.
Paralelamente, se desarroll6 un procedimiento para incorporar en el producto coagulado

una gasa, con la finalidad de proporcionar consistencia para facilitar su manejo.
2. Variables del estudio

2.1. Seleccion de sujetos

Se aplicaron los siguientes criterios para considerar la inclusion de los pacientes:

- Hombre o mujer con edad comprendida entre los 18 y los 70 afios de edad en el

momento del consentimiento.

- Capacidad suficiente para entender el contenido del formulario de
consentimiento informado proporcionado y otorgar dicho consentimiento de
forma libre y voluntaria (ningun sujeto debe ser obligado a participar en el
ensayo), mediante la firma, por si mismos o a través de sus familiares custodios

0, cuando asi requiera, representantes legales.
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- Disponibilidad para cumplir con los requisitos del estudio clinico.
Principalmente, en lo que se refiere a la pauta establecida para las visitas al centro
sanitario los dias sefialados en el estudio para las curas y la recogida de
documentacion fotogréafica hasta la regeneracion total de la herida y disposicion

a realizar una visita de seguimiento al mes, 3, 6 y 12 meses.

- Presentando quemaduras de segundo o tercer grado susceptibles de recibir

autoinjertos de piel con un tamafio minimo de 112,5cm?.

- Lesion cutanea por quemadura de espesor parcial que afecte entre un 0,5% y un

méaximo de 10% de la superficie corporal.
En cuanto a los criterios de exclusidn, se consideraron los siguientes:

- Lesién cutanea por quemadura que afecte a mas del 10% de la superficie

corporal.
- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

- Enfermedades o trastornos que, en opinion del investigador, podrian interferir

en la evaluacion de la seguridad o la eficiencia.

- Enfermedad cutanea crénica o actualmente activa que el investigador considere

que afectara de forma negativa a la regeneracion dérmica.
- Historia de coagulopatia.
- Tratamiento cronico de corticosteroides u otro farmaco inmunosupresor.
- Sujetos inmunodeprimidos.
- Enfermedad infecciosa activa.

- Enfermedad sistémica que pudiera empeorar el pronostico si se produce algin
efecto adverso (pacientes con diabetes mal controlada que presenten retinopatia
o vasculopatia periférica, hipertension severa o enfermedad grave). Las
descompensaciones puntuales de la diabetes ligadas al estrés inducido por la

lesion o cirugia no se consideraran criterio de exclusion.
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- Miembros del equipo investigador: investigadores, colaboradores, personal de
enfermeria, trabajadores del centro o cualquier otra persona directamente

relacionada con el desarrollo del protocolo.

Incapacidad mental o barreras idiomaticas que impiden la adecuada comprension del
formulario de consentimiento informado o la cooperacion o disposicidn necesarias para

cumplir los procedimientos del estudio clinico.
2.2. Recurso terapéutico

En todos los casos, cada una de las tres zonas donantes de cada paciente (ver disefio del

ensayo) se trat6 con PRP, PRGF o hidrocoloide.
2.3. Criterio de valoracion principal

Tiempo de cicatrizacion total, objetivado por el observador. La unidad de medida

utilizada fue el nimero de dias de evolucion.
2.4. Criterios de valoracion secundarios
Durante el tiempo de estudio se analizaron otros parametros:

- Dolor objetivado por el paciente durante el manejo de la zona donante de piel
en las sucesivas visitas de seguimiento hasta la epitelizacion completa. Para su

medicion se utilizara la escala visual analdgica (figura 4).

Escala visual analdgica

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
e rrr 4l
N

No El peor

dolor dolor
TR imaginable
1cm

Figura 4. Escala visual analdgica.

Tasa de infeccion de las distintas opciones terapéuticas empleadas,

determinada por el observador.
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- Calidad de cicatrizacion:

e Escala de Vancouver. Los parametros se expresaron sobre un total de 13

puntos (tabla 1).

Valor Pigmentacién
0 Color normal (parecido a piel cercana)
1 Hipopigmentada
2 Hiperpigmentada
Valor Vascularidad
0 Normal
Rosa (flexible con minima resistencia)
2 Roja (aumento significativo en el riego sanguineo local)
3 Morada (excesivo riego sanguineo local)
vValor _ Flexibilidad -
Bandas (bridas, no limitan grado de movimiento)
0 Normal
1 Flexible
2 Cede
3 Firme
4 Adherencia
5 Contractura
Valor Altura/Grosor
0 Normal
1 <2 mm
2 2-5mm
3 >5mm

Tabla 1. Escala de Vancouver.

e Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices. Esta
incluye dos escalas, una realizada por el observador y otra por el paciente,
valorando seis variables con un rango de puntuacion de 1 a 10, siendo la
menor puntuacion indicativa de equivalencia a las cualidades de la piel
normal. Por ello permite valorar el grado de satisfaccion del paciente
(tabla 2).
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Componente para el observador

Piel 112|3|4|5(6|7|8]9]10 Peor cicatriz Categorias
normal imaginable

Vascularizacion

Pélido/Rosa/Rojo/Violaceo/Mixto

Pigmentacion

Hipopigmentado/Hiperpigmentado/Mixto

Grosor Grueso/Delgado
Relieve Mayor/menor/Mixto
Flexibilidad Flexible/Rigido/Mixto

Area de cicatriz
vs herida inicial

Expansion/Contraccion/Mixto

Componente para el paciente

No, sin 1(2(3(4|5[6|7|8|9]10 Peor sintoma
sintomas posible

¢La cicatriz
duele?

¢La cicatriz pica?

No,como | 1|2 |3 |4|5|6|7|8]|9]| 10| Si muydiferente
la piel
normal

¢(Es el color de la
cicatriz diferente?

¢Es la cicatriz
mas rigida?

¢Es el grosor de
la cicatriz
diferente?

¢Es la cicatriz
irregular?

Tabla 2. Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices.

Cuantificacion econdémica del gasto sanitario que supone el tratamiento con
estos productos frente a otras alternativas terapéuticas. La unidad de medida

Sera euros.

Variables hematoldgicas (recuentos, hematocrito, volumen celular, etc.) de la
sangre extraida para la produccion de PRP y PRGF mediante la utilizacion de
un contador celular automatico y concentracion de los factores de crecimiento
PDGF, TGF-B, FGF, EGF y VEGF de las muestras de PRP de cada paciente.
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3. Disefio del estudio

Se plante6 como un ensayo clinico aleatorizado, con evaluacidn ciega por terceros y en

el que cada paciente actla como su propio control.
3.1. Enmascaramiento

La localizacion de las zonas tratadas con PRP, PRGF o tratamiento control ha sido
desconocida para los sujetos, evaluadores y el resto del personal del estudio durante la

duracién del mismo, a excepcion del cirujano que llevé a cabo la intervencion.
3.2. Aleatorizacién

La eleccion de la zona donante de piel estuvo sujeta a las caracteristicas y localizacién de
la quemadura; no obstante, y siendo asi en la préactica clinica habitual, se eligi6 la cara

anterior del muslo siempre que fue posible.

La asignacion del tratamiento a cada una de las zonas donantes fue aleatoria, de forma
que cada una podia ser destinada a tratamiento habitual, PRP o PRGF. Dicha asignacién
se llevo a cabo mediante una secuencia de aleatorizacion oculta y proporcionada al
cirujano que llevd a cabo la intervencion antes del procedimiento por una persona ajena
al estudio designada para dicho fin. El departamento de bioestadistica del 1S La Fe
gener0 un listado de aleatorizacidn con la ubicacién de cada uno de los tratamientos para

cada uno de los pacientes.
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3.3. Descripcion del tratamiento

3.3.1.Diagrama del ensayo clinico

\ )

Extraccion de sangre a través
de via periférica en Muestra para recuento
antequiréfano plaquetario

] ( ]

Envio de muestra a \

Laboratorio adyacente con Muestra para contabilizacion

cacruﬁwanl?é%% I)L:Lg%sltarri?tggr' de factores de crecimiento
med‘i)das de esterilidad Obtencion de PRP mediante

centrifugacion

Congelacién
Obtencidn de injerto de piel a-802C ]
parcial de zona donante y \
aplicacion de
vasoconstrictor
Obtencion de PRGF tras
descongelacion y
centrifugacion

Desbridamiento de
Quemadura

Activacién mediante
trombina autdloga

| ANTEQUIROFANO |

| LABORATORIO |

| QUIROFANO |

Tratamiento de zona donante

Figura 5. Diagrama del ensayo clinico.

* Zonas de tratamiento aleatorizadas. A: apdsito primario; B: PRP + apdsito primario; C: PRGF + aposito
primario.

Nota: el laboratorio adyacente donde se recibe y procesa la muestra es el Banco de sangre del Hospital la
Fe, siguiendo el protocolo del Centro de Transfusion de la Comunidad Valenciana.
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3.3.2. Tratamiento

La obtencion de PRP y PRGF se llevo a cabo durante el tiempo necesario para realizar el
desbridamiento quirdrgico de la quemadura y su cobertura mediante IPPA obtenido de la
zona donante, no suponiendo ningln incremento afadido al tiempo de tratamiento
habitual de esta patologia. EI PRP y PRGF se etiquetaron de acuerdo a la legislacion
vigente, se incluyo en la etiqueta la identificacion del donante y la advertencia «solo para

uso autélogo».
3.3.2.1. Material utilizado con cada paciente

Seguidamente se detalla el aparataje y material fungible que se emple6 para obtener el

producto terapéutico:

- 6 Tubos Vacuette® de 9ml con anticoagulante ACD-B.
- Centrifugadora Heraeus Multifuge 4KR (figura 6).

Figura 6. Centrifugadora Heraeus Multifuge 4KR.

- Campana de flujo laminar (figura 7).

Figura 7. Campana de flujo laminar.
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- Bano de agua PolyScience (figura 8).

Figura 8. Bafio de agua PolyScience.

- Pipetas Pasteur estéril de 3ml (figura 9).
- Micropipeta con puntas estériles (figura 9).
- Gradilla con (figura 9):
e Tubo de 1ml de CaCl:
e 6 criotubos de 1ml (5 para congelar y 1 para medir la concentracion de
plaquetas de la muestra).

e 5 tubos de 10ml seco (sin anticoagulante).

Figura 9. Material utilizado durante el procesamiento de las muestras.

- Pafio estéril.
- Guantes estériles.

- 2 pinzas estériles.
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- 2 jeringas estériles de 2,5ml.

- 1 atomizador (figura 10).

Figura 10. Atomizador.

- Apésito hidrocoloide Comfeel® Plus Transparent (Coloplast S.L.).
3.3.2.2. Evaluacion del donante

El PRP y PRGF obtenido fueron utilizados exclusivamente para uso autélogo. Para cada

paciente se realizaron antes de la extraccion de sangre las siguientes pruebas analiticas:
- Grupo ABO y Rh.
- Pruebas para deteccion de agentes infecciosos:
e Sifilis: pruebas serolégicas.

e Hepatitis B: HBsAg. Cuando el HBsAg sea negativo y el anti-HBc sea
positivo, se realizardn pruebas adicionales para determinar si el
producto puede utilizarse, pruebas de amplificacién gendémica del &cido
nucleico (NAT).

e Hepatitis C: anti-VHC y NAT.
e VIH 1/2: anti-VIH y NAT.
3.3.2.3. Extraccion de la sangre

En antequir6fano, utilizando un sistema convencional para este proposito, se obtuvieron
6 tubos de 9ml de sangre, que fueron etiquetados con los datos del paciente. EI volumen
de sangre obtenido se ajusto a las necesidades para que el producto final cubriera la

totalidad de la zona donante a tratar, aproximadamente 54ml. En cuanto al transporte
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desde el antequirofano hasta el banco de sangre del Hospital la Fe, los tubos fueron

transportados en una gradilla dentro de una caja a temperatura ambiente.
3.3.2.4. Protocolo de procesamiento y aplicacion

La manipulacién de la sangre y los productos resultantes se realiz6 en exposicion abierta,
en el banco de sangre del Hospital la Fe. De acuerdo con ello, y siguiendo las indicaciones
de la AEMPS, se realizé dicho procesamiento en el ambiente aséptico proporcionado por
una cabina de flujo laminar, garantizando un entorno medioambiental con una calidad
grado A. Este dispositivo se encuentra en un laboratorio debidamente autorizado por la
Conselleria de Sanitat Universal y Salud Publica para la manipulacién de
hemoderivados. Para la separacion de las plaquetas se utilizo la centrifugacion.

Existe una gran disparidad de criterios a la hora de establecer las condiciones de velocidad
(FCR) y tiempo. Debido a ello y para evitar la generacion de un nimero de variables que
impidiera la realizacion del proyecto, se implementé una adaptacién del protocolo
desarrollado en el Centro de Transfusién de Valencia para este fin. De acuerdo con ello,
la sangre fue sometida a un proceso de centrifugacion utilizando un cabezal basculante,
con el fin de generar un gradiente en funcion de la densidad de los diferentes componentes
celulares. Las condiciones de centrifugacion vienen definidas por los siguientes
pardmetros: FCR (400g), tiempo (7min), temperatura (22°C), aceleracion (alta), freno
(minimo). Se escogio un sistema de obtencion de PRP con una sola centrifugacion para
minimizar la pérdida de sustancias bioactivas en el sobrenadante (que puede producirse
por activacion de la desgranulacion plaquetaria, con la consiguiente liberacion al

sobrenadante, que se desecha en parte en los sistemas con doble centrifugacion).

Con este procedimiento, la mayoria de las plaquetas quedan suspendidas en el plasma
sobrenadante, que se retird del recipiente con mucho cuidado para evitar turbulencias.

Una vez obtenido el PRP de todos los tubos, se agrupd y se dividio en varias alicuotas:
- Un tubo con 0,5ml para hematimetria.

- Un tubo con 1,75 ml se almacend a temperatura ambiente (aproximadamente
22°C) hasta su uso como PRP.

- Un tubo con 2ml, al que se afiadié CaCl2 10% en una proporcion 1:20 para

inducir la coagulacién mediante su incubacion a 37°C en el bafio de agua, cuyo
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sobrenadante se utilizo posteriormente como activador (fundamentalmente por
el aporte de trombina), deshaciendo el codgulo mecénicamente con unas

pinzas.

- Untubo con 6,75ml se sometid a un doble ciclo de congelacion/descongelacion
a-80°C y se centrifugd a 4000g 5min para eliminar material residual. Una vez
descongelado, se prepard 1 tubo con 1,75ml para uso como PRGF. El resto se
dividio en 5 criotubos que se almacenaron a -80°C para posterior determinacion

de la concentracion de factores de crecimiento.

En estrecha relacion con el apartado 1.1 de Material y métodos y 3 de Resultados, vista
la mayor fragilidad de las muestras congeladas/descongeladas, se disefié un modelo que
facilita la manipulacién del producto, manteniendo su integridad y, ademas, procurando
minimizar la pérdida de exudado del coagulo antes de la aplicacidn (para evitar la pérdida
de factores de crecimiento con el liquido). La opcion de generar el codgulo después de
empapar una gasa con el PRP (figura 11) se descarto por el riesgo de producir adherencias

sobre el lecho cruento.

Figura 11. Gasa bafiada en PRP coagulado.

Una vez procesado y preparado el tratamiento de estudio, los tres tubos con 1,75ml de
PRP, 1,75ml de PRGF y 1,75ml de activador (figura 12), fueron transportados
nuevamente a temperatura ambiente al quiréfano, donde se procedié a su aplicacion
directamente sobre cada area de tratamiento del paciente mediante jeringas estériles de
2,5ml con atomizador, procurando limitar el alcance del rociado del producto Unicamente
sobre el area de tratamiento seleccionada (figura 13). Cada jeringa estéril se cargd con

0,5ml de activador y 1,5ml de producto, PRP 0 PRGF en funcion del area a tratar.
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Figura 12. Izquierda-derecha: activador, PRGF y PRP.

Figura 13. Aplicacidn del tratamiento individualizado a cada zona mediante atomizador.

3.3.2.5. Protocolo quirurgico

Todos los pacientes del estudio fueron sometidos a intervencion quirdrgica programada
de desbridamiento de su quemadura y cobertura mediante injerto de piel parcial obtenido
mediante dermatomo eléctrico. Cada paciente constituyd su propio control. Para el
estudio se utilizo un area donante de 105cm? dividida en 3 zonas de tratamiento de 7cm
largo x 5¢cm de ancho (figura 14), totalmente diferenciadas y separadas por piel integra
para evitar posibles interferencias entre ellas. En cada zona se aplicé una de las distintas
opciones terapéuticas estudiadas siguiendo el esquema de aleatorizacion proporcionado
por el departamento de bioestadistica:

1. Tratamiento mediante apdsito primario tipo hidrocoloide.
2. PRP + aposito primario tipo hidrocoloide.
3. PRGF + aposito primario tipo hidrocoloide.
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Figura 14. Izquierda: marcacién zona donante. Derecha: herida tras obtencion de injerto de piel parcial.

El resto de zona donante del paciente (si la hubo) estuvo fuera del objetivo del estudio y
se tratd segun la forma habitual. Toda la zona donante se cubrié con apdésito secundario

consistente en compresas y vendaje tipo crepé.

El apdsito primario utilizado fue el hidrocoloide Comfeel® Plus Transparent (Coloplast
S.L.). Su composicion consiste en particulas de carboximetilcelulosa (CMC) sddica
absorbentes de humedad que se encuentran encapsuladas en una masa sintética, elastica
y pegajosa. Presenta una cubierta pelicular de poliuretano semipermeable. Su
esterilizacion ha sido llevada a cabo mediante radiacion y entre sus indicaciones
encontramos el tratamiento de heridas crénicas no exudativas o de baja exudacién y
heridas agudas superficiales en las etapas finales de cicatrizacion. Ademas este aposito
puede aplicarse en quemaduras superficiales, quemaduras superficiales de espesor
parcial, sitios donantes, heridas posoperatorias y excoriaciones cutaneas. Segun ficha
técnica, puede dejarse colocado sobre la herida durante un maximo de 7 dias, segun las

caracteristicas especificas de la herida.
3.4. Cuantificacion factores de crecimiento

Para la cuantificacion de los factores de crecimiento de las muestras obtenidas de cada
paciente se utilizé el kit Custom 5-plex LEGENDplex™ panel (Analytes: EGF, FGF-
basic, PDGF-BB, Free active TGF-B1, VEGF) (cddigo de producto 92919). Este kit
permite la cuantificacion de estos factores de forma simultanea en las muestras bioldgicas

mediante la utilizacion de citometria de flujo.
3.5. Conservacion de muestras

Las muestras obtenidas de cada paciente del estudio fueron conservadas a -80°C (en
congelador con sistema de alarma acustica y visual) en el Biobanco del Instituto de

Investigacion Sanitaria La Fe.
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3.6. Cronograma del estudio

. Visita . L L
Visita ., Periodo de _— Seguimiento a Seguimiento a

Punto temporal . Inclusion i Seguimiento

Seleccion Girugia evaluacion largo plazo largo plazo

Dias 3,5, 8, 11, Un mes tras Tres meses tras Seis meses tras
Procedimiento Dia 0 14,...,29 (£2 intervencion intervencion intervencion
dias) (14 dias) (14 dias) (x14 dias)

Consentimiento
informado

Criterios de
inclusién y +
exclusion

Antecedentes y
tratamiento habitual

Medicacion
concomitante

Analitica + +

Serologia +

Datos demogréaficos +

Test de embarazo +

Aleatorizacion +

Extraccion de la
muestra 'y +
procesamiento

Aplicacién de PRP
y PRGF

Evaluacion de la
eficacia

Evaluacion de
eficiencia

Evaluacion dolor
(escala EVA)

Evaluacién POSAS
y VSS

Tabla 3. Calendario del estudio.
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3.6.1. Visita de seleccion
Durante la seleccion se obtuvieron los siguientes datos:

- Firma del consentimiento informado.

- Revision de criterios de inclusion y exclusion

- Antecedentes médicos de hasta cinco afios antes del inicio del estudio y sucesos
médicos importantes.

- Documentacion de la medicacion habitual tomada por el paciente.

- Parametros analiticos de hematologia y hemostasia

- Datos demogréficos (sexo, edad, raza, tipo de piel segun la clasificacion de
Fitzpatrick 1-V1).

- Prueba de embarazo en orina en el caso de mujeres que pudieran estar

embarazadas.
3.6.2. Periodo del estudio

Seguidamente, se detallan los contenidos de cada una de las etapas incluidas en la

parametrizacion del estudio:

- Cirugia (dia 0):

e Comprobacion de los criterios de inclusion y exclusion.

e Comprobacion de prueba de embarazo negativa de las mujeres con esta
posibilidad.

e Seleccion de la zona de estudio por criterio del cirujano principal y
aleatorizacion de la parte que va a recibir el PRP, PRGF o tratamiento
habitual.

e Obtencidn del IPPA, desbridamiento de la quemadura y su cobertura.

e Aplicacion de PRP, PRGF y tratamiento habitual segun aleatorizacion.

En este dia también se cuantificaron las variables hematoldgicas de cada

muestra.

- Curas (dias 3, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26 y 29 + 2 dias):

e Durante este periodo se realizaron las evaluaciones de eficacia del
tratamiento, mediante la valoracion de la tasa de cicatrizacion, la tasa de

infeccion y el dolor durante las curas.
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e En la visita del 3° dia postoperatorio solo se realizé cambio de apoésitos
secundarios. En las sucesivas visitas se llevaron a cabo cambio de apdsitos
primarios y secundarios, permitiendo asi la evaluacion de la tasa de
epitelizacion.

e El final del periodo de evaluacion se definio como el dia en el que se
observo por primera vez una cicatrizacion completa de la herida. A partir
de ese momento no se realizaron mas visitas de evaluacion hasta la primera
visita de seguimiento el dia 30 postoperatorio.

- Valoracién de la calidad de cicatrizacion (1, 3 y 6 meses tras la intervencién
quirdrgica):

e En cada una de las visitas con los pacientes durante este periodo se llevo a
cabo una evaluacion subjetiva de la calidad de cicatrizacion de cada zona

de tratamiento del paciente mediante las escalas VSS y POSAS.
3.7. Evaluaciones

Aunque el estudio es abierto para el cirujano principal que llevo a cabo la intervencion
(puesto que conocia la localizacion de los tratamientos), la evaluaciéon de la eficacia,
seguridad y el resto de criterios de valoraciéon se realizaron de forma enmascarada,

tratdndose de una evaluacion imparcial con respecto al tipo de régimen terapéutico.

Para evitar sesgos, se designd a un Unico evaluador para cada paciente quien llevé a cabo

las evaluaciones durante todo el periodo de estudio.

La eficacia del tratamiento estuvo determinada por la magnitud del beneficio obtenido en

términos de promocién de la cicatrizacion, medida mediante:

- Tiempo de cicatrizaciéon total en dias, objetivado por el observador. Esta
evaluacion se realizé por el evaluador durante el periodo de curas (hasta la
epitelizacion total).

- Paralelamente, durante el periodo anterior, también se llevaron a cabo las
valoraciones de:

e Dolor: objetivado por el paciente durante el manejo de la zona donante
de piel en las sucesivas visitas de seguimiento hasta la epitelizacion

completa, para su medicion se utilizo la escala visual analdgica.
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e Tasa de infeccion: de las distintas opciones terapéuticas empleadas,
objetivadas por el observador.
La calidad de la cicatriz resultante en cada zona de tratamiento se cuantifico mediante:
- Escala de Vancouver.
- Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices.
En cuanto a los pardmetros bioldgicos relacionados con el tipo de producto (PRP Y
PRGF):

- La cuantificacion de las variables hematoldgicas de cada paciente se llevo a
cabo el dia 0 de cirugia, mediante una muestra obtenida de la sangre extraida
para el procesamiento del PRP y PRGF.

- La determinacion de la concentracion de los factores de crecimiento se realizd
una vez finalizado el proceso de reclutamiento, mediante la cuantificacion de
estos en las muestras congeladas de cada uno de los pacientes del estudio que
fueron almacenadas a lo largo del proceso de reclutamiento, utilizando kits de

anticuerpos disefiados con dicho fin.
4. Andlisis estadistico

En cuanto al tamafio muestral necesario, se ha calculado que para un valor estimado de la
diferencia media en tiempo de cicatrizacion entre el tratamiento habitual y cualquiera de
los dos nuevos de 2 dias, con una desviacion tipica de 3 dias en el tiempo medio de
cicatrizacion, seria conveniente conseguir datos de unos 32 pacientes para alcanzar una
potencia estadistica del 80% tomando una significacion a=0,05. Asumiendo un 10% de

pérdidas el tamafio muestral final seria de 35 pacientes.

Los datos se han resumido mediante media (+desviacion estandar) y mediana (primer y
tercer cuartil) en el caso de variables continuas y mediante frecuencias relativas y

absolutas en el caso de variables categoricas.

La asociacion entre el tiempo de cicatrizacién y el tratamiento se ha analizado mediante

un modelo de regresion de Cox.

Los resultados se han representado mediante curvas de supervivencia, considerandose la
cicatrizacion completa como el evento final. Para estudiar la asociacion en distintos
instantes temporales entre el tratamiento y el grado de cicatrizacion, el valor de POSAS,

el valor de VSS vy el valor de EVA, se han utilizado modelos de regresién ordinal
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incluyendo el individuo como factor aleatorio para tener en cuenta la no independencia

de las observaciones.

Adicionalmente, se estim6 una matriz de correlaciones de Spearman para estudiar las
asociaciones entre las variables del paciente y las variables referentes a su muestra de
PRP.

Finalmente, se estudiod la relacion entre las plaguetas del paciente en el momento de la
intervencion y las variables factor de concentracion plaquetaria, PDGF, EGF, VEGF y

FGF, mediante modelos de regresion lineal.

Todos los andlisis estadisticos, asi como las graficas correspondientes, se realizaron
mediante el software R (version 3.5.2) y los paquetes Ime4 (version 1.1-19), clickR
(version 0.4.26), ordinal (version 2018.8-25) y brms (version 2.6.0). Los p-valores

inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
5. Principios éticos y autorizacion

Este estudio ha sido realizado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki sobre principios
éticos para la investigacion médica en sujetos humanos. Ademas, se ha llevado a cabo de
acuerdo al protocolo de BPC, las directrices de la conferencia internacional sobre

armonizacion y los requisitos normativos para las instituciones participantes.

El protocolo del estudio ha sido revisado por un comité ético de investigacion clinica y
con medicamentos, objetivando que los beneficios del estudio estan en proporcién con
los riesgos. Ha sido elaborado respetandose los derechos y el bienestar de los sujetos, y

se ha desarrollado por personas cientifica y medicamente cualificadas.
Finalmente, su desarrollo como ensayo clinico ha sido autorizado por la AEMPS.
6. Revision bibliografica

Para la recuperacion de informacion relacionada con el tema de la presente tesis, se han

interrogado las bases de datos: PubMed® (NLM), Google Scholar® y Cochrane Library®.

La estrategia de busqueda se disefi0, en una primera fase, con el objetivo de encontrar
referencias sobre el uso clinico, en general, de los productos analizados en este estudio.
Para ello, se utilizaron las siguientes palabras clave: platelet-rich plasma, growth factor-
rich plasma, platelet lysate, wound healing. Los articulos se agruparon por especialidades
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y/o indicaciones clinicas. Dentro de cada grupo se diferenciaron agellos que

correspondian a revisiones, asi como los que estaban basados en ensayos clinicos con
humanos.

Seguidamente, para proporcionar mayor precision, a las tres primeras palabras clave del

apartado anterior se afiadieron burn y donor site.

Las referencias bibliograficas se obtuvieron finalmente mediante las oportunas

combinaciones de los términos seleccionados con los operadores booleanos and y or.
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1. Analisis critico de la literatura publicada

A continuacién, se comentan aquellos aspectos relacionados con la obtencion de PRP o
PRGF, asi como los relativos a su uso clinico, que pueden condicionar su eficacia. Este
andlisis se aborda tanto desde la perspectiva de los trabajos de los diferentes autores
analizados como de la experiencia propia y en base a consideraciones apoyadas con datos
procedentes del procesamiento de sangre para obtencion del PRP en el Centro de

Transfusion de la Comunidad Valenciana.
1.1. Centrifugacion

La fuerza gravitatoria de la tierra es suficiente para separar muchos tipos de particulas.
Asi, un tubo de sangre anticoagulada que permanezca en reposo sobre un banco se
separara finalmente en sus componentes (plasma, plaquetas, glébulos rojos y glébulos
blancos) en funcidn de sus diferentes densidades. Para acelerar la sedimentacion, el efecto
de la gravedad se puede amplificar utilizando la fuerza centrifuga (FC) generada por una
maquina con un eje de rotacion. El factor por el que incrementa la fuerza de la gravedad
(9) es lo que se denomina fuerza centrifuga relativa (FCR), que viene definida por la

formula siguiente:
FCR=(1,118 x 10%) rv?

Siendo: 1, el radio del rotor de la centrifuga en cm; y v, la

velocidad de rotacion en rpm.

El movimiento de una particula durante el proceso de centrifugacion es el resultado de
una serie de parametros que actlan sobre dicha particula: la fuerza de la gravedad, en
direccion hacia el eje terrestre; la FC, en la direccién del radio de rotacion; el empuje,
segun el principio de Arquimedes; y, ademas, la resistencia al movimiento, de acuerdo
con la ley de Stokes (esta resistencia es directamente proporcional al radio de la particula,

a su velocidad y al coeficiente de viscosidad del medio).

Teniendo en cuenta que la centrifugacion es un método habitualmente utilizado en los
centros de transfusion para separar componentes sanguineos, es logico que sea este el

sistema de eleccion para el caso del PRP.

La separacion de los componentes celulares de la sangre se puede lograr mediante un

proceso conocido como centrifugacion diferencial. La tasa de sedimentacion de cada uno
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de ellos depende de su tamario y de la diferencia entre la densidad del elemento y la de la
solucion. Logicamente, de acuerdo con lo expresado anteriormente, la distancia hasta el
eje de giro incidiré directamente en la FCR aplicada en cada punto (Pintucci y cols., 2002;
Go y cols., 2003). Cuanto mayor es el radio de giro, mayor es la FC que actla sobre la

particula.

La centrifugacion se puede realizar utilizando dispositivos con rotor de angulo fijo (RAF;
generalmente, con un angulo de 45° con el eje de rotacion) o bien rotor de &ngulo variable
o basculante (RAV; en reposo, se encuentra en paralelo con el eje de rotacion y, en

funcionamiento, alcanza 90°) (figura 15).

Con el RAV, el sedimento se concentra en el extremo final del tubo, mientras que con el

RAF se situa ligeramente desplazado (figura 15).

Eje de Rotacién

Cabezal Bascula nte<

En funcionamiento

, % Cabezal de Angulo Fijo

-———
R R,

min max

Enreposo

Figura 15. Esquema de centrifuga en reposo (izquierda) y en funcionamiento (derecha).

En el caso del RAF, su consistencia mas rigida le permite soportar fuerzas gravitacionales

mucho mas elevadas. En el caso del PRP no se utilizan valores muy elevados.

La separacion de particulas por tamafio y densidad es mas eficaz con el RAV, ya que la
longitud entre el radio maximo (Rmax) y el radio minimo (Rmin) es mayor (figura 15),
lo que facilita la estratificacion en funcién del tamafio y la densidad especifica de las
diferentes particulas presentes en la suspension. Para obtener sedimentos en el fondo del

tubo, es mas eficaz el RAF; sin embargo, para el caso de gradientes, la reorientacion que
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experimenta la posicion del liquido durante el proceso de desaceleracion puede alterar el

resultado final.

La eficacia de esta metodologia tiene su fundamento en las diferentes densidades de los
elementos formes de la sangre (figuras 16 y 17).

. Monocito Bas?fllo

Neutroéfilo i

PQ PQ’ GR GR

Figura 16. Elementos formes de la sangre.
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Figura 17. Rangos de densidad de las células sanguineas.

La simple centrifugacion de la sangre total (ST) con un régimen de revoluciones alto (A)
(Figura 18.A) va a permitir una estratificacion en la que se pueden distinguir 3 niveles:
superior, que corresponde al plasma (PL); medio, donde se encuentra la capa
leucoplaquetar (CLP), que incorpora la mayor parte de las plaquetas y glébulos blancos;
e inferior, aglutinando los globulos rojos (GR) (Figura 19). De este modo, se consigue un
maximo rendimiento en la obtencidn de los tres componentes sanguineos para uso clinico
(plasma, plaquetas y glébulos rojos). No obstante, en el caso de las plaquetas, también se
recupera con la CLP un buen nimero de hematies, durante el proceso de separacion de

los componentes. Por esta razén, se hace necesaria una segunda centrifugacion.
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|
ST cLp
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Figura 18. (A) Estratificacién de la muestra sanguinea tras centrifugacion a régimen de revoluciones alto.
(B) Régimen de revoluciones bajo.

Figura 19 Estratificacion de la muestra sanguinea tras la centrifugacion.

El efecto «colchdn» que proporcionan los hematies reduce el estrés sobre las plaquetas.
Sin embargo, si con la segunda centrifugacion se pretende compactar las plaguetas en el
fondo del tubo, el riesgo de activacion se incrementa significativamente. Por esta razon,
algunas de los sistemas de procesamiento automatizado para obtener PRP utilizan un gel
que, ademas de facilitar la separacién, reduce el riesgo de activacion durante el

procesamiento.

Puesto que, en el caso del PRP, no se pretende una maxima eficacia en la recuperacion
de todos los componentes (desechandose parte del plasma, la mayoria de los glébulos
blancos y los globulos rojos), se puede obtener el producto deseado con una sola
centrifugacion, con un régimen de revoluciones bajo (figura 18. B). Al desplazarse los
glébulos rojos hacia el fondo del recipiente, desplazan un volumen de liquido
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sobrenadante equivalente a su peso; mientras que las plaquetas, mas pequefias y con
menor densidad, permanecen en suspension (favoreciendo su concentracion por encima
de los glébulos rojos ya sedimentados). De este modo, en la parte superior queda un PPP,
con estos elementos en una concentracion significativamente inferior a la basal. Luego,
inmediatamente por encima de los glébulos rojos se encuentra una fraccion de plasma,
con aspecto muy turbio, que contiene una proporcion importante de la poblacion
plaquetaria, es el PRP. Ademas, suele contener también gldbulos blancos, especialmente
linfocitos (GB); afiadiéndose granulocitos y monocitos conforme nos adentramos en el
concentrado de hematies, que queda debajo (GR). En este caso, algunos autores proponen
una segunda centrifugacion del sobrenadante (PPP+PRP) para luego retirar unas dos
terceras partes de sobrenadante (o incluso mas) y asi incrementar la concentracion
plaquetaria. No obstante, como ya se ha comentado anteriormente, esta practica aumenta
el riesgo de activacion durante el procesamiento (lo que supondria una pérdida de
rendimiento, al liberarse el contenido de los granulos al sobrenadante, que luego seréa

retirado en su mayoria).

Seguidamente se citan algunas consideraciones apoyadas con datos procedentes del
procesamiento de sangre para obtencion del PRP en el Centro de Transfusion de la

Comunidad Valenciana.

Especialmente si se opta por un protocolo con una sola centrifugacion, hay que prestar
atencion especial a lo que sucede en la mitad superior de la sangre, ya que no se pretende
sedimentar en el fondo del tubo el producto final. Consecuentemente, el resultado puede
estar condicionado por el hematocrito del paciente. Cuanto mayor sea el hematocrito, el
volumen de plasma sobrenadante (PRP + PPP) respecto del de sangre total sera menor
(figura 20) vy, por lo tanto, el radio de centrifugacién aplicado sobre la fraccion
correspondiente (tomando como limite la altura alcanzada por los hematies) sera variable

en funcién del volumen ocupado por estos (es decir, el hematocrito).
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Figura 20. Efecto del hematocrito sobre el rendimiento utilizando un (nico procedimiento de
centrifugacion, aplicando un régimen bajo de fuerza centrifuga. Barra gris: proporcion que representa el
volumen de plasma sobrenadante (PRP + PPP) respecto del volumen de sangre total (ST). Barra blanca:
rendimiento de la recuperacion de plaquetas en el PRP respecto del contenido plaquetario en la muestra

de sangre total (ST).

De acuerdo con ello, se podria deducir que para un mayor radio aplicado sobre el limite
de la capa de los globulos rojos compactados (es decir, menor hematocrito) y, por lo tanto,
mayor incremento de la fuerza gravitacional, la concentracion de plaquetas en la fraccion
de plasma mas préxima a los glébulos rojos deberia ser mayor. Sin embargo, analizando
el factor de concentracion plaquetaria en el PRP respecto de la basal (figura 21), incluso
el valor medio resulta algo mas elevado en el caso de mayor hematocrito. Esta aparente
contradiccion puede explicarse porque el volumen de plasma sobrenadante (PRP + PPP),
como ya se ha mostrado (figura 20), se reduce con el hematocrito y, por tanto, esta

circunstancia podria favorecer un valor de concentracion mas elevado (figura 22).
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O Factor de concentracion plaquetaria en el PRP respecto de la ST
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Figura 21. A: factor de incremento de la concentracion plaquetaria en el PRP respecto del recuento
obtenido en la sangre total (ST).
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Figura 22. Efecto sobre la concentracion plaquetaria [PQ], para un mismo volumen de uso terapéutico
(VUT) requerido para una indicacion clinica especifica, en funcién del hematocrito (HTC) de la sangre
total.

Seguidamente, se muestran las diferencias que se pueden producir para un protocolo
basado en la aplicacién de una misma fuerza relativa gravitacional pero utilizando tres
diferentes modelos de centrifugas (todas ellas de la marca Heraeus y con cabezal
basculante) (tabla 4).
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Rotor | Radio | Recipiente
Multifuge 3SR | 2520 | 19,2cm Tubo
Megafuge 1.0 2101 | 16,1cm Tubo
Varifuge 3.0 RS | 8080 | 21,1cm Bolsa

Tabla 4. Parametros utilizados en cada uno los modelos de centrifuga.

El material de los recipientes es polipropileno, los tubos para un volumen maximo de

15ml y la bolsa, para un volumen recomendado de 150ml. Se calcularon los radios

minimos para cada caso (considerando en los tubos un volumen de 13ml y en la bolsa el

citado como recomendado). Para los célculos, se program6 una centrifugacién a 400g en

los tres casos.

Con estos datos, utilizando un nomograma (figura 23), es posible superponer los rangos

de actuacion (distancia entre radio maximo y radio minimo) en cada caso, para obtener

una imagen que simplifica la comprension.

1. Multifuge 3 5-R f 400g

2. Megafuge 1.0 / 400g

Rmax-a— -------- e
. F Rmax-l T"
3.varifuge 3.0 RS / 400g i—J 18 -

ey

Figura 23. Nomograma sobre el que se establece la fuerza gravitacional (g) que se aplica a lo largo de

cada recipiente, en funcion de sus respectivos radios minimos (Rmin) y maximos (Rmax)

Como es logico, la bolsa (con mayor altura) proporciona una mayor amplitud de

gradiente. En el caso de los tubos, se observo que, reduciendo el volumen de sangre que
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contenian (de 13ml a 10ml), se incrementaba el volumen de plasma recuperado y se
aumentaba la concentracion de plaquetas sobre los globulos rojos compactados.
Calculando la FCR en el nuevo radio minimo (unas 220g) y reprogramando la
centrifugacion para alcanzar este régimen en los tubos con 13ml se optimizd el resultado
también en este caso. Estas consideraciones son importantes a la hora de desarrollar un
protocolo propio de obtencién de PRP. Incluso, podria optimizarse el procedimiento en
funcion del hematocrito, teniendo en cuenta que, como ya se ha mostrado, la altura en la
que se va a situar en el recipiente el estrato donde se concentran las plagquetas

(inmediatamente por encima de los glébulos rojos) depende de dicho hematocrito.

Para el caso de la bolsa, se considerd importante colocarla en una posicion que la situara
de modo que ofreciera una superficie paralela al plano de rotacion, ya que ponerla en el
soporte de la centrifuga en una posicién perpendicular a aquél supondria mayor riesgo de

movimiento de la muestra durante los procesos de reorientacion del cabezal basculante.

Pérez (2014) observo diferencias en el rendimiento del proceso de centrifugaciéon de
sangre para obtencion de PRP, con las mismas condiciones de centrifugacion, pero con
distintos volimenes de sangre inicial. Esto es consecuencia de la variacion en el radio de
giro que incide sobre la sangre en uno (8,5ml) y otro (3,5ml) caso. También do Amaral
(2016) observo diferencias en la recuperacion de plaquetas dependiendo de la longitud

del tubo y, por lo tanto, del volumen de sangre contenido.

Analizando comparativamente los resultados aportados por Araki (2102) y Pérez (2014)
sobre eficacia en la recuperacion de plaquetas tras la centrifugacion de la sangre total,
[laman la atencion las evidentes diferencias entre los rendimientos obtenidos por uno y

otra, a pesar de utilizar fuerzas centrifugas similares.

En cualquier caso, lo cierto es que las diferencias observadas no resultan estadisticamente
significativas y que, muy probablemente, el rendimiento final del PRP deba contemplarse

desde una perspectiva multifactorial, de notable complejidad.

Dugrillon (2002) sugiere que una FCR superior a 800g durante 15min podria alterar la
funcién plaquetaria, reduciendo la liberacion de factores o bien perdiéndose éstos durante
el procesamiento, por activacion plaquetaria prematura. Es decir, que la utilizacion de un
régimen elevado de rpm para asegurar la recogida de la mayoria de las plaquetas podria

tener un efecto contraproducente. Ademas, reportd que el nimero de plaquetas no siempre
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es proporcional a la cantidad de factores de crecimiento, por lo que se debe prestar mas
atencion a la calidad del PRP que al nimero de plaquetas concentradas. En su estudio se
mostro que el TGF-B y la concentracion de plaquetas se relacionan de forma directamente

proporcional con la fuerza de centrifugacion cuando las fuerzas son menores de 800g.

En el caso de utilizar una doble centrifugacion, se debe controlar la presencia de
eritrocitos en la suspension que se va a someter a una centrifugacion. Estos globulos rojos
pueden sedimentar en el fondo del tubo, adsorbiendo plaquetas y globulos blancos. Ello
puede condicionar recuento de plaquetas, habiéndose descrito hasta una pérdida del 20%

de las plaquetas en dicho sedimento (Pérez y cols., 2014).

Amable (2013), observo que incrementando el tiempo de centrifugacion aumentaba
ligeramente la recuperacion plaquetaria y disminuia la concentracion de globulos blancos

en la capa superior.

Do Amaral (2016) observa un incremento en el tamafio de las plaquetas (MPV, volumen
plaquetario medio) cuando se utiliza un protocolo con més de una centrifugacion, lo que
podria ser un indicador de cambios en la morfologia plaquetaria, hacia un fenotipo

activado.

Dohan (2017) publicé un estudio sobre el impacto de las caracteristicas del dispositivo
centrifugador, entre ellas las vibraciones producidas, sobre la arquitectura y contenido
celular del codgulo de L-PRF. Comparando distintos dispositivos centrifugos disponibles
en el mercado y observé un impacto directo sobre el concentrado plaquetario, con efectos
negativos sobre su viabilidad.

De acuerdo con lo expuesto, la fuerza centrifuga, el nimero de centrifugaciones, el tiempo
de duracién y la distancia entre la columna sanguinea y el rotor de la centrifuga pueden

resultar factores criticos para la optimizacion del PRP, si no se aplican convenientemente.

Teniendo en cuenta la diversidad de los protocolos y la necesidad de un control de calidad
estandarizado en la utilizacion clinica, se requiere demostrar que el procedimiento
descrito es reproducible, con resultados consistentes. Sin embargo, la citada diversidad
en las modalidades de generacion del PRP conlleva una variabilidad en su composicién
final, lo que puede inducir diferentes respuestas bioldgicas, afiadiendo mayor complejidad

a la hora de comparar resultados.
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1.2. Activacion plaquetaria
Este proceso conlleva la liberaciéon de los factores de crecimiento contenidos en los

granulos (Liao y cols., 2013). Se produce en condiciones fisioldgicas al contactar con el
colageno tipo I de los tejidos (Marlovits y cols., 2004). Supone un cambio morfolégico,

pasando de su forma tipica discoidal a un aspecto irregular (figura 24).

Figura 24. Cambio morfologico de las plaquetas tras su activacion. A, forma discoidal. B, forma
irregular tras su activacion

En su desencadenamiento desempefia un papel trascendental el calcio. Teniendo en
cuenta que la gran mayoria de los protocolos parten de una recogida de la sangre en un
recipiente con anticoagulante, se requiere afiadir compuestos con calcio para conseguir la
activacion. La agregacion de las plaquetas y la formacion de una red de fibrina a partir
del fibrindgeno son etapas asociadas a la generacién del codgulo. La trombina tiene un
papel trascendental en este proceso. En algunos casos de afiade trombina exdgena,

mientras que en otros se considera suficiente la enddgena.

Ademas de los estimulos moleculares, también algunos parametros fisicos pueden activar
las plaguetas. Ya se ha comentado que la centrifugacion puede ser uno de ellos. También
el frio puede hacerlo, por ello, los procedimientos de congelacion-descongelacion de las
plaquetas en condiciones adecuadas pueden ofrecer una doble ventaja desde el punto de
vista de optimizar el rendimiento de factores de crecimiento: por un lado la baja

temperatura y, por otro, la criofractura (Zang y cols., 2004; Elder y cols., 2015).

Algunos estudios han evaluado el efecto del modo de activacion sobre la liberacién de
los factores de crecimiento de las plaquetas. Martineau y cols. (2004) estudiaron
diferentes combinaciones de trombina y CaCl: en relacion a la cinética de liberacion de
factores de crecimiento de las plaquetas, encontrando variaciones especificas para cada
factor de crecimiento en funcién de la concentracién de cada uno de los productos
utilizados. Observaron que concentraciones altas de calcio y trombina (142,8U/ml y

14,3mg/ml, respectivamente) llevaban a un inmediato incremento de las concentraciones
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de bFGF, TGF-p1 y PDGF-BB. Concentraciones bajas de calcio y trombina tendian a
reducir y retrasar la liberacion de factores de crecimiento de las plaquetas. Una rapida
activacion ha sido asociada con una disminucion en la cantidad total de factores de
crecimiento disponibles en los tejidos a lo largo del tiempo. Segun el estudio de Cavallo
y cols. (2016), mediante la activacion con trombina Unicamente o en combinacion con
CaCl, y colégeno tipo I, se observé una liberacion répida de factores de crecimiento que
permanece estable hasta las 24h. Con la utilizacion aislada de CaCl. se aprecié una
liberacion gradual con un menor nivel inicial, seguido de un incremento progresivo hasta

concentraciones similares o incluso superiores a las 24h.

Por otro lado, la velocidad en la formacion del codgulo también esta influenciada por el
tipo de activador empleado. Con CaCly, su formacion se produce dentro de los 30 minutos
siguientes a su adicion. Sin embargo, con el uso de trombina o la combinacion de CaCl:
y trombina, se obtiene el coagulo en los primeros 15 minutos. Con la activacion mediante
colageno tipo I el codgulo no es visible a las 24h. Todo ello podria tener importancia en
su aplicacion clinica, influyendo en la forma de aplicacion (de liquido a gel) (Cavallo y
cols., 2016). DeLong y cols. (2012) reportaron sensacion de quemazon tras la aplicacion
de muestras activadas con CaCl, debido al pH bajo. El tipo de anticoagulante utilizado

podria también estar relacionado con esta incidencia.

La relevancia de todo ello sobre el proceso de cicatrizacion de heridas es importante, ya
que si bien bajas concentraciones podrian no tener efecto significativo sobre ella, altas
concentraciones podrian inhibir las funciones celulares y el nivel de respuesta cicatricial
(Ranly y cols., 2005; Han y cols., 2009).

1.3. Temperatura

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, este parametro puede influir en el
control de la activacion plaquetaria. Se recomienda una temperatura entre 21°C y 24°C

durante la centrifugacion de la sangre para la obtencion del PRP (Sweeny y cols., 2002).

Durante el procesamiento puede condicionar el resultado, ya que una temperatura elevada
reduce la densidad del plasma y esto podria afectar a la velocidad de sedimentacion,
aunque Amable (2013) sugiere que solo se observa efecto de la temperatura si se

centrifuga al menos durante 15min (que no es nuestro caso).
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Por otro lado, autores como Macey (2002) propusieron que el frio podria retardar la
activacion plaquetaria. Algunos autores han utilizado temperaturas entre 12 y 16°C
intentando optimizar la recuperacion plaquetaria.

1.4. Coagulacién

La mayoria de los estudios que abordan los efectos bioldgicos del concentrado plaquetario
se centran en la importancia de los factores de crecimiento e ignoran las citocinas de su
entorno o la influencia de la matriz de fibrina que soporta su liberacion. La concentracién
de fibrindgeno varia entre los diferentes métodos de obtencion. En los protocolos de
procesamiento de P-PRP, el fibrindgeno se origina principalmente de los granulos de
plaquetas después de la activacion y la concentracion final es baja. En los protocolos de
obtencion de P-PRF, el fibrindgeno circulante también se recoge y refuerza la red final
de fibrina (Dohan y cols., 2009). Los concentrados de plaquetas deben analizarse como

un todo, como un conjunto de plaquetas y leucocitos en una matriz de fibrina compleja.

En la figura 25 (Dohan Ehrenfesty cols., 2009) se pueden comparar la matriz y
arquitectura celular de las cuatro categorias de concentrados plaquetarios, distinguiéndose
las plaquetas y leucocitos (esferas azules). La red de fibrina es mas gruesa y sélida en los
PRF (flechas negras).

/3
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Figura 25. Comparacion de la matriz y arquitectura celular de P-PRP, L-PRP, P-PRF y L-PRF.
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Todo lo dicho incide en la idea ya comentada de que no todos los sistemas de
procesamiento generan un mismo estandar de calidad, en este caso referido a la
configuracién estructural en la matriz de fibrina que se obtiene con la coagulacion del
producto. Segun Dohan Ehrenfest (2014), para que la red de fibrina sea densa, ademas

del fibrindgeno de las plaquetas hace falta incorporar fibrindgeno circulante.

Pérez (2014) sugiere un modelo estadistico para predecir la arquitectura del coagulo en
funcion del radio estimado para las fibras de fibrina. El radio y el tiempo de coagulacién

se reducen cuando se incrementa el ratio suero/cloruro calcico.

Han 2009 indica que la activacion del PRP con trombina previamente a su uso clinico
tiene un efecto negativo sobre la diferenciacion celular, en concreto ve que esta activacion
previa inhibe la osteoconduccion cuando el PRP se administra conjuntamente con matriz

Osea desmineralizada.

Seguidamente, se describen los resultados obtenidos con el protocolo descrito en el
apartado 1.1 de Material y Métodos. La coagulacion se producia antes (con una diferencia
de unos pocos minutos) en las muestras incubadas a 37°C (como era de esperar) y, en
cada grupo de temperatura, antes en las sometidas a congelacion/descongelacion que en
las frescas (probablemente por la liberacion de parte del contenido plaguetario como

consecuencia de la criofractura).

No hubo diferencias apreciables en el coagulo recién obtenido por las diferentes
condiciones de temperatura (figura 26). Seguidamente, se procedi6 a despegar con mucho
cuidado la fibrina de la superficie de la placa, para facilitar. En el caso de las muestras
frescas fue evidente wuna cierta retraccibn que no se observd en las
congeladas/descongeladas. Se dejé deliberadamente una cierta concentracion de hematies
para «colorear» las muestras. En el caso de las frescas, se puede observar un mayor tono
rojizo como consecuencia de la compactacién de estos globulos rojos (especialmente en
la zona perimetral). En las congeladas/descongeladas, la tincion es mas tenue y uniforme,
seguramente por la hemolisis post-congelacion y consecuente dilucion de la hemoglobina

(dando una tonalidad mas clara y uniforme).
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Tl 2 327€

Figura 26. Cambios del coagulo en funcion de las diferentes condiciones de temperatura.

Aparte de las citadas diferencias en el tiempo necesario para la coagulacion en unos casos
y otros, no hubo otras incidencias resefiables durante esta etapa. Después de una hora de
incubacion en las condiciones de temperatura correspondientes, se procedié a manipular
la matriz de fibrina para evaluar su consistencia. No se observaron diferencias asociadas
al tipo de congelacion, pero si con las frescas. Como se puede observar en la figura 27A,
la matriz generada con el producto fresco resulté facil de manejar (sin riesgo de rotura) e
incluso evidenciando cierta flexibilidad frente a la traccion (recuperando luego su
longitud inicial). Por su parte, la matriz del producto congelado/descongelado se podia
manipular también con cierta facilidad, aunque evidenciando cierta flacidez y con escasa
resistencia a la traccion (probablemente por una distribucion irregular de las fibras)
(Figura 27B).

Figura 27. Manipulacién del codgulo. A: producto fresco; B: producto congelado/descongelado
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La ausencia de retraccion en el segundo caso ofrece la ventaja de disponer de mayor
superficie de matriz, aunque con cierta fragilidad. Esto ultimo podria tener alguna
implicacion, por ejemplo, si se pretendiera utilizar la matriz de fibrina para contener
células, en productos de ingenieria tisular; o también si el producto, una vez infiltrado, se
coagula y puede ser sometido a estrés mecanico que condicione su integridad (en el caso

de que ésta se considere relevante).

1.5. Congelacion-descongelacion

Existen distintas hipotesis acerca de los efectos de la congelacion sobre el concentrado
plaquetario. Algunos investigadores consideran que podria influir en su funcion,
disminuyendo la funcién plaquetaria y la liberacion de factores de crecimiento,
promoviendo la acumulacion de citocinas pirogénicas y aumentando el riesgo de
proliferacion bacteriana (Kon y cols., 2013), y por tanto, podria afectar negativamente a
su actividad biologica. Logicamente, si lo que se pretende es una rotura de los elementos
celulares para obtener la maxima concentracion de factores, hay que asumir la pérdida de
viabilidad.

Por otro lado, estudios in vitro como el desarrollado por Ceci y cols. (2016), muestran
que la congelacion no afecta al efecto estimulante del concentrado de plaquetas sobre la
proliferacion y diferenciacion celular. En este se evalu6 la vitalidad del crecimiento
celular y la osteo-diferenciacion de células progenitoras utilizando PRGF congelado en

comparacion con suero bovino fetal, observandose una mayor estimulacion en el primer

grupo.

Zimmermann y cols. (2003) describieron que el ciclo de congelacién-descongelacion
dafia la membrana plaquetaria produciendo una gran degranulacion y el incremento de
factores de crecimiento en plasma. Perut y cols. (2013) demostraron que este
procedimiento reducia el nimero de plaguetas pero no afectaba a la liberacién de factores
de crecimiento. Este resultado también fue confirmado por Roffi y cols. (2014), cuyo
estudio subrayo que aungue la congelacion y la descongelacion afectaba la cinética de
liberacion de los factores de crecimiento, los concentrados plaquetarios frescos y
congelados no diferian significativamente en su capacidad para inducir la proliferacién

celular.
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Pietramaggiori y cols. (2006) mostraron un efecto positivo sobre la cicatrizacion en
modelo animal tras la aplicacion de PRP congelado previamente, observdndose mayor
tejido de granulacién y niveles de proliferacion mas elevados que en las heridas no

tratadas.

En cuanto a la influencia del tiempo de congelacion, Anitua y cols. (2013) describieron
que muestras de PRGF almacenadas a -20°C durante 15, 30 y 90 dias, mantenian las
mismas concentraciones de las principales proteinas y factores de crecimiento, y no se

veian afectados sus efectos in vitro.

Esta opcidn de almacenamiento podria simplificar su administracion en los pacientes
sometidos a multiples sesiones, sin embargo cabe sefialar que los resultados biolégicos

no siempre se pueden traducir directamente en resultados clinicos.
1.6. Leucocitos

Los leucocitos juegan un papel importante en la inmunogenicidad debido a su accion
antiinfecciosa e inmunorreguladora. Por otro lado, también aportan algunos factores de
crecimiento, como el de VEGF, factor promotor de la angiogénesis (Dohan y cols. 2009).
Algunos autores recomendaron su eliminacion del concentrado plaquetario con el
objetivo de evitar los efectos proinflamatorios de las proteasas y las hidrolasas que
contienen (Anitua y cols. 2007). No obstante, otros han sugerido el interés de su presencia
por su potencial anti-microbiano. La controversia se extiende también a la relacion entre
dicho potencial y el modo de activacion plaquetario, asociando algunos una reduccion del
mismo con el uso de cloruro célcico o trombina (imputada al consumo de complemento
durante la activacion) (Burnouf y cols. 2013, Wu y cols. 2013); mientras que otros han
evidenciado un incremento del poder antimicrobiano del PRP activado con trombina
(Chen y cols. 2013; Li y cols. 2013). Finalmente, D'asta (2017) concluye no existe
suficiente evidencia para atribuir este efecto a la presencia de leucocitos en el biomaterial.

1.7. Concentracion plaquetaria y de factores de crecimiento

Se recomiendan concentraciones de plaquetas de al menos 0,8 a 1 x 10°plaquetas/ml
(Moojen y cols., 2008; Borzini y cols., 2007; Marx y cols., 2004) para el PRP. En
cualquier caso, lo cierto es que no parece probado que una mayor concentracion
plaquetaria conduzca a mejores resultados clinicos, e incluso se han observado efectos

perjudiciales sobre las células con altas concentraciones (Yamaguchi y cols., 2012).
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Vahabi y cols. (2017) estudiaron el efecto de distintas concentraciones de PRP sobre la
proliferacion de osteoblastos y fibroblastos in vitro, apreciando las mayores tasas de
proliferacion celular en las muestras con PRP al 10% [dilucion en medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM)], aunque no llegaron a obtener diferencias
estadisticamente significativas. Ademas, observaron un mayor efecto del PRP activado

frente al no activado.

También se han realizado estudios sobre la influencia de la concentracion del concentrado
plaquetario sobre la proliferacion y diferenciacion de otras estirpes celulares. Felthaus
(2017) observo un incremento en la diferenciacion de células madre de tejido adiposo con
concentraciones de PRP de 10% y 20%, afirmando que concentraciones superiores al
20% tenian un efecto inhibidor. Por otro lado, Kawasumi (2008) sugirié un efecto positivo
sobre la proliferacion de células mesenquimales del estroma de médula 6sea de rata
utilizando concentraciones elevadas de PRP, aunque sin efecto aparente sobre la
diferenciacion osteoblastica. Ademas, en este Ultimo trabajo, la concentracién inicial de

plaquetas se diluy6 un 25% durante el proceso de preparacién del cultivo celular.

Respecto a su efecto sobre los queratinocitos y fibroblastos dérmicos, Xian y cols. (2015)
observaron en estudio in vitro una mayor tasa de crecimiento de los queratinocitos y
secrecion de HFG y VEGF en las muestras cultivadas con PRP al 10%, mientras que en
los cultivos con PRP al 20% apreciaron una mayor expresion de colageno tipo I y 111, asi
como de factor estimulador de colonias granulocito-macrofago e Il-1 (sustancias
proinflamatorias). Concluyeron que concentraciones altas de PRP favorecian la
inflamacion, mientras que concentraciones bajas estimulaban la cicatrizacion en todas sus

fases.

En la mayoria de los articulos no suele detallarse la concentracién de factores de
crecimiento del concentrado plaquetario. Esta tiene una dependencia multifactorial
(Eppley y cols., 2006). En primer lugar, el contenido de los granulos alfa de las plaquetas
no esta exento de variabilidad interindividual. También hay que tener en cuenta las
técnicas de procesamiento utilizadas, que ofrecen distintos resultados en la recuperacién
de plaquetas y también en el grado de activacion de aquéllas. Puede haber entonces
diferencias asociadas a la proporcion de plaquetas activadas en el momento de la
cuantificacion de los factores, ya que no todos se liberan simultdneamente, de modo

regular y uniforme (Eppley y cols., 2004; Weibrich y cols., 2002). Ademas, hay que tener
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en consideracion la eventual aportacion de factores de crecimiento procedentes de los
glébulos blancos. Como consecuencia de todo ello, no hay unanimidad en los resultados
de la correlacion entre la concentracion de factores y el recuento de plaquetas (Everts y
cols., 2008; Borzini y cols., 2007; Eppley y cols., 2004; Weibrich y cols., 2002).
Ciertamente, la cuantificacion de los factores de crecimiento, utilizando protocolos que
optimicen su presencia como elementos solubles, representa el indicador més adecuado

para establecer criterios comparativos en el analisis de resultados.
1.8. Edad

Se ha sugerido que este factor biolégico podria influir en la composicion del PRP y su
capacidad terapéutica. No obstante, estudios como los llevados a cabo por Weibrich
(2002) y Anitua (2016) no mostraron diferencias significativas en la concentracion
plaquetaria y de factores de crecimiento entre distintos grupos de edad. En este Gltimo se
observo ademas que la edad de los donantes no interfiere con el potencial trofico de los
fibroblastos dérmicos cultivados con concentrado plaquetario.

1.9. Pauta de aplicacién

El producto se puede presentar bien como liquido o como gel (coagulado). En el caso del
liquido, se pueden afadir inmediatamente antes de la aplicacion inductores de la
coagulacién (cloruro célcico o/y trombina) o no. Por otro lado, el liquido se puede infiltrar
(como sucede en el caso de uso en condropatias, tendinopatias y lesiones musculares) o
difundir como aerosol con un mecanismo de espray (para uso topico). El gel suele
emplearse para el tratamiento de Ulceras cutaneas, si bien también se ha sugerido el interés

de infiltrar el liquido sobrenadante en los bordes de la lesion.

Otro parametro de relevancia a la hora de abordar analisis comparativos es la dosificacion,
tanto en lo que se refiere al nimero de aplicaciones, como a su frecuencia y el volumen

de producto utilizado.
1.10. Farmacos

No es infrecuente que los pacientes candidatos al tratamiento con PRP se encuentren en
tratamiento farmacologico concomitante. El papel de estos farmacos en los resultados, ya
sea del procesamiento como del uso clinico no es bien conocido. Anitua y cols. (2015)

estudiaron la posible interferencia de antiagregantes, anticoagulantes y antiinflamatorios
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sobre el PRP, mediante el estudio de 20 pacientes (cuatro grupos de 5 pacientes, en
tratamiento crénico con &cido acetilsalicilico, acenocumarol, antiinflamatorio no
esteroideo o sin tratamiento). No encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los distintos grupos de tratamiento con respecto al grupo control en cuanto a:
activacion plaquetaria (mediante cuantificacion de P-selectina); retraccion del coagulo;
concentracion de factores de crecimiento (PDGF-AB, TGF-B1, VEGF y HGF); y el
proceso de desgranulacion plaquetaria. No obstante, en cultivo de tenocitos con PRP
objetivaron una menor concentracién de VEGF en el grupo de pacientes tratados con
acenocumarol, que podria relacionarse con un menor efecto angiogénico del PRP en estos
pacientes, y un incremento de sintesis de HGF en los tres grupos de tratamiento con
respecto al control. Teniendo en cuenta la importante limitacion por su escaso tamafo
muestral, sugieren que el consumo cronico de este tipo de farmacos no interfiere en la

preparacion y el potencial bioldgico del PRP.

Por su parte, Ramsook y Danesh (2016) insistieron en la importancia de mantener la
integridad de la membrana plaquetaria para lograr la adecuada liberacion de su contenido.
Si las plaquetas se activan durante el procesamiento de PRP, los factores de crecimiento
se liberaran en el plasma, parte del cual se descarta durante su preparacién, disminuyendo
asi su eficacia. Estos autores sugirieron que dado que los agentes antitrombdticos afectan
a la estabilidad plaquetaria, podrian tener un efecto sobre la eficacia del tratamiento con
PRP, por lo que podria ser necesaria una suspension transitoria de estos farmacos previa

a la terapia.

Por otro lado, durante el procesamiento del concentrado plaquetario se utiliza
frecuentemente un anticoagulante para prevenir su activacion espontanea. Varios agentes
se han utilizado con este fin [citrato, citrato dextrosa (ACD), citrato-teofilin-adenosina-
dipridamol (CTAD) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA)]. El citrato de sodio se ha
relacionado con una disminucion en el nimero de granulos densos y la promocion de una
lisis mas temprana y una activacion plaquetaria mas espontanea (Ramsook y cols., 2016).
El ACD no altera los granulos (Pignatelli y cols., 1996), la presencia de glucosa,
contribuyendo al metabolismo plaquetario, y la baja concentracion de citrato (1,32%) que
ayuda a evitar la produccion de lactato y por consiguiente la disminucién del pH, se han

asociado con la integridad plaquetaria (Gulliksson y cols., 2014).
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Leiy cols. (2009) llevaron a cabo un estudio del efecto de los anticoagulantes en la calidad
y eficacia bioldgica del PRP. Compararon la activacién plaquetaria espontanea, la
concentracion de TGF-B1 y el efecto del PRP en la proliferacion celular tras su
preparacion con distintos anticoagulantes, heparina, citrato, ACD o CTAD. Observaron
superioridad del ACD y CTAD frente a la heparina y el citrato, en la prevencion de la
activacion plaquetaria espontanea y la concentracion de TGF-B1 del PRP, sugiriendo
ambos anticoagulantes como apropiados para la preparacion de los concentrados

plaquetarios.

Araki (2012) compara el rendimiento en la recuperacion de plaquetas obtenido utilizando
como anticoagulante EDTA o bien ACD, observando un valor significativamente inferior
cuando se utiliza ACD. Los autores atribuyen este resultado a que el primero es mas
potente a la hora de prevenir la agregacién plagquetaria que se puede producir durante el
procesamiento y a una eventual pérdida de la integridad de las plaquetas, con el segundo.
Sin embargo, en la descripcion de la técnica utilizada no esta claro si el uso de ACD
conlleva un cierto factor de dilucion de la muestra (al tratarse de una solucién), lo que
reduciria la concentracion plaquetaria respecto de la del tubo con EDTA (que parece
utilizarse como polvo). Por otro lado, el ACD es un anticoagulante frecuentemente
utilizado cuando se desea conservar durante cierto tiempo la funcionalidad de los
elementos formes de la sangre y también asegurar el mantenimiento de los factores de
coagulacion, ya que mantiene un pH préximo al fisioldgico. Por todo ello, se ha sugerido
como el anticoagulante de eleccion para la produccion de PRP (Lei y cols., 2009).

El EDTA es un potente anticoagulante y quiza por ello ha proporcionado mejores
resultados que el ACD en la recuperacién de plaguetas (do Amaral y cols., 2016; Pérez y
cols., 2014). Sin embargo, este potencial puede suponer alguna dificultad cuando el
producto se desea aplicar coagulado o esperando que coagule répidamente tras la
infiltracion. También se ha sugerido que el EDTA podria tener un efecto irritante sobre
los tejidos. Por otro lado, do Amaral (2016) observa que el tipo de anticoagulante
utilizado también podria tener un efecto sobre los factores de crecimiento liberados, con
consecuencias sobre la proliferacion in vitro de células mesenquimales de médula 6sea,

que sugieren ciertas ventajas con el uso de soluciones citratadas en lugar de EDTA.

El ACD se ha destacado por mantener la capacidad de respuesta plaquetaria (Pignatelli y
cols., 1995), y el EDTA podria inducir cambios estructurales irreversibles en las plaquetas
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que condicionarian su funcionalidad (White y cols., 2000). No obstante, la potencial
relevancia de estas caracteristicas estaria reducida cuando se pretende obtener un lisado

plaquetario.
1.11. El paciente quemado

Légicamente, el perfil fisioldgico asociado a este tipo de patologia también debe ser
analizado a la hora de decidir sobre la conveniencia de la extraccion de sangre para uso
autologo del PRP. La coagulopatia temprana inducida por el traumatismo ha sido descrita
en la literatura en los pacientes traumaticos, indicando incidencias en torno al 25% de los
pacientes con lesiones méas graves. El desarrollo de esta coagulopatia en el paciente
quemado presenta una incidencia que varia desde el 0% al 39% (Lu y cols., 2013; Sherren
y cols., 2013). Se ha sugerido que esta variabilidad puede ser debida a las diferencias en
la superficie corporal total quemada (SCTQ); sin embargo, esta asociacién no siempre es

aceptada (Lu y cols., 2013).

En el paciente quemado se produce una desregulacion de la hemostasia con una alteracion
de los pardmetros hemostéaticos y hematoldgicos, a tener en cuenta a la hora de plantear
terapias como el PRP. El consenso general es que los pacientes con quemaduras pueden
exhibir una hipercoagulabilidad durante las primeras 24-48 horas a pesar de la
disminucion observada en el numero de plaquetas. Posteriormente, la coagulopatia de

consumo prevalece en los pacientes graves (Prat y cols., 2017).

Se ha demostrado que la cinética de las plaquetas sigue un patrén distinto después de la
lesion térmica. Se objetiva la concentracion plaquetaria méas baja el dia 3 postquemadura
y una trombocitosis maxima de rebote el dia 14 después de la lesidn, seguida de una
trombocitosis temporal que se normaliza gradualmente en torno al dia 24 (Marck y cols.,
2013). El nadir trombocitopénico podria ser causado por una serie de mecanismos:
depresién de la produccion en la médula 6sea, hemodilucion, interaccion farmacoldgica
y la activacidon o consumo sistémico de plaquetas. La trombocitosis de rebote observada,
puede explicarse como una respuesta reactiva de la médula 6sea al consumo de plaguetas
después de la lesion térmica. Es importante tener en cuenta que en los pacientes con
lesiones térmicas graves los recuentos de plagquetas pueden elevarse falsamente, debido a
varias factores que pueden inducir a error en los métodos tradicionales de contaje, como
el recuento erréneo de fragmentos de eritrocitos o micro-esferocitos como plaquetas

(Lawrence y cols., 1992). En cuanto a su funcionalidad, se ha observado una mayor
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funcionalidad plaquetaria en las primeras 48h y activacion plaquetaria al menos 72 horas
tras una lesion traumatica (Levin y cols., 2010). No obstante, en el estudio llevado a cabo
por Wade (2016) se observo en el momento del ingreso una reduccion de la activacion
plaquetaria a través de las vias del acido araquidonico y la ristocetina, tanto en el grupo

de pacientes quemados como traumaticos.

Respecto a la serie roja, los niveles de hematocrito dentro de las 24 horas tras la lesion
son comparables con los niveles observados en individuos sanos. Seguidamente, se
aprecia una disminucion significativa desde el dia 3 hasta el segundo mes después de la

lesion, que es indicativo de hemodilucién potencial (Dinsdale y cols., 2017).

La lesion térmica también produce una marcada disfuncion neutrdfila, en parte debido a
la liberacion de granulocitos inmaduros desde la médula ésea en repuesta al estrés. Los
neutrofilos inmaduros liberados presentan una funcion neutrofila defectuosa (Hampson y
cols., 2017).

1.12. Uso clinico del PRP

Una simple busqueda en bases de datos de publicaciones cientificas, utilizando como
palabra clave platelet-rich plasma (en el titulo o el resumen), ofrece como resultado unas
600-700 referencias anuales en revistas indexadas, durante el ultimo lustro. Sin embargo,
apenas hay estudios prospectivos y resulta ciertamente complejo establecer criterios
comparativos como consecuencia de la falta de informacion y de notable diversidad de
modalidades de procesamiento. En un buen nimero de casos, los parametros de la

metodologia utilizada se basan en criterios empiricos.

La cirugia periodontal y oral son probablemente los campos en los que méas se ha
investigado y en los que mas resultados se han aportado con el tratamiento de PRP. Desde
sus primeros usos como coadyuvante para la insercion de implantes de titanio llevado a
cabo por Whitman (1997), quien evidencio una mayor consolidacion 6sea y adherencia
del colgajo mucogingival en los pacientes tratados con PRP, se han sucedido multiples

aplicaciones clinicas.

En una revision de la literatura llevada a cabo por Albanese y cols. en 2013, se muestra
que la aplicacion de PRP en el alveolo tras la extraccion dental mejora la cicatrizacion de
los tejidos blandos e influye positivamente en la regeneracion dsea, aunque este ultimo

efecto parece disminuir posteriormente. En cuanto a la utilizacion del PRP como material
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de recubrimiento de implantes dentales se muestran resultados prometedores y en el
tratamiento de la osteonecrosis mandibular por bifosfonatos con la combinacion de
curetaje del hueso necrotico y aplicacion de PRP se han demostrado resultados exitosos

de forma minimamente invasiva.

Marx y cols. (2004) fueron los primeros en mostrar el efecto adyuvante del PRP sobre el
injerto 6seo. Son varios los estudios que muestran un incremento del crecimiento 6seo
significativo en comparacién con el injerto 6seo sin PRP (Oyama y cols., 2004; Torres y
cols., 2009).

En el campo de la Traumatologia el espectro de aplicacion del PRP abarca desde el
tratamiento de tendinopatias y condropatias hasta su uso como adyuvante en los injertos

0seo0s.

La combinacion de PRP y autoinjerto 6seo no parece mejorar la eficacia clinica a este
ultimo (Mooren y cols., 2010; Aghaloo y cols., 2004). Kanthan (2011) observa cierto
efecto beneficioso pero sélo cuando se usa el PRP con soportes osteoconductivos
artificiales.

Cohn (2015) revisa 13 ensayos clinicos en Traumatologia con PRP (epicondilitis y
tendinopatia asociadas a «codo de tenista», lesiones del ligamento cruzado anterior,
lesiones del manguito de rotadores). Sélo 4 expresan el enriquecimiento en el factor de
concentracion plaquetario (entre 3 y 5). S6lo dos comentan como dato mas resefiable una
reduccién del dolor, pero sélo 2 de los ensayos reportan diferencias significativas que
apoyen el uso de PRP. Mishra (2014) trata 230 pacientes con «codo de tenista»,
observando a medio plazo (24 semanas) que la aplicacion de PRP (con presencia de
glébulos blancos) proporciona mejoras clinicas significativas.

Una revision sistematica del efecto del PRP sobre maduracién del injerto e integracion
0sea en reconstruccion del ligamento cruzado anterior realizada por Vavken (2011)
muestra que los trabajos en los que se utiliza una concentracion mayor de plaquetas no
observan mejoras significativas con su uso. De hecho, los autores sugieren reducir la
concentracion de plaquetas (sin sobrepasar 5x) para evitar los efectos negativos de una
sobreexposicion a factores de crecimiento (cicatrizacion caotica y supresion de la
generacion de osteoclastos). Parece ser que el PRP si podria acelerar la repoblacion del

injerto, aunque no parece ayudar a la integracion dsea.
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En el meta-anélisis desarrollado por Sheth (2012) sobre la eficacia del uso de PRP en
pacientes con lesiones 6seas y de tejidos blandos (ligamentos y tendones), en 21 de los
33 ensayos clinicos incluidos en el estudio no se encontraron evidencias que indicaran
mejoras significativas en la evolucidn clinica de los pacientes con el uso de este producto

(incluso en dos de ellos, el grupo control reporté mejores resultados).

En el caso de las tendinopatias hay que tener en cuenta que el trauma mecanico originado
por la propia aguja utilizada en la infiltracion puede desencadenar los mecanismos de
reparacion tisular. La mayor evidencia de mejora se ha mostrado en el tratamiento de las
lesiones de tendones extensor y flexor comun asociadas a la epicondilitis lateral y medial

(Peerbooms y cols., 2010, Halpern y cols., 2012).

Nguyen (2017) desarrolla un estudio prospectivo con el uso de la microfractura para el
tratamiento de lesiones en el cartilago articular, con la adicion de la fraccidn vascular
estromal de tejido adiposo (FVETA) conjuntamente con PRP. Se utiliza como grupo
control aquellos pacientes a los que sélo se aplica microfractura como tratamiento, pero
no incluyen grupos donde se utilicen individualizadamente cada uno de ellos, lo que resta
consistencia a la elaboracion de conclusiones. De hecho, Platas (2016) ha observado un
efecto anti-inflamatorio con caracter paracrino de células presentes en el FVETA. En el
mismo sentido, Tajima (2018) describe las ventajas del uso combinado de PRP y células

mesenguimales derivadas de tejido adiposo para regeneracion 6sea.

Di Martino (2018) realiza un ensayo clinico sobre el tratamiento de la artrosis de rodilla
con PRP, evidenciando un efecto beneficioso pero sin diferencias significativas con el
tratamiento con acido hialurénico (aunque la tasa de reintervencion si fue menor en el
grupo tratado con PRP). Este grupo utiliza una pauta de aplicacién semanal, distribuida

en 3 dosis (la primera en fresco y otras dos descongeladas).

Milano (2012) desarrolla un modelo experimental (en oveja) para evaluar el tratamiento
de lesiones condrales con PRP, aplicando 5 dosis con una periodicidad semanal (el PRP
se obtiene en fresco, cada semana). Obtiene un factor de concentracién de unas dos veces
el valor basal. Como conclusion, el tejido obtenido con el PRP evidencia un
comportamiento biomecanico y aspecto histologico significativamente mejores que el uso

de la sola técnica de microfractura.
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Khoshbin (2013) realiza una revision sistematica de publicaciones sobre el tratamiento
de la artrosis de rodilla con PRP. En los estudios seleccionados el PRP se dosificaen 2, 3
0 4 aplicaciones periddicas (separadas entre 1 y 3 semanas). Si bien el uso de PRP podria
mejorar el estado clinico de los pacientes, no esta claro si realmente es una alternativa
mas eficaz que, por ejemplo, el &cido hialurénico. De hecho, parece haber una mayor
incidencia de los efectos adversos inespecificos (dolor, rigidez, mareo, dolor de cabeza,
nauseas, gastritis, sudoracion, y taquicardia) con el uso de PRP. Tampoco la revision
sistematica de Dold (2014) sobre el uso de PRP en patologia articular concluye que haya

suficientes evidencias que indiquen ventajas clinicas significativas con su uso.

Un meta-analisis desarrollado por Grassi (2018) sobre el tratamiento de lesiones
musculares agudas con PRP concluye que las evidencias disponibles son insuficientes
para determinar que existe un beneficio con el uso de este producto.

Si el PRP se aplica sobre tejido hemorragico los factores se pueden dispersar vy,
consecuentemente, diluir rapidamente. Respecto a un potencial efecto inmunomodulador
asociado al PRP, Ubezio (2012) afirma que la concentracion de HLA-1 y FasL solubles
en el PRP son insuficientes para inducir una inmunomodulacién mediada por dichas

moléculas.

Dentro de la Cirugia Plastica y Reconstructiva destaca la contribucion del PRP en la
cicatrizacion de heridas y la viabilidad de los injertos graso y 6seo. Estudios in vitro
muestran su efecto promotor de la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos dérmicos
humanos en miofibroblastos, promoviendo asi la contraccion de la herida (Kushida y
cols., 2013; Kakudo y cols., 2008; Graziani y cols., 2006). Estudios in vivo muestran una
cicatrizacion de heridas més rapida con respecto al grupo control (Carter y cols., 2011) y
se llega a recomendar el uso de PRP como terapia adyuvante para promover la
cicatrizaciéon de heridas, a parte de los métodos convencionales (Sommeling y cols.,
2013). En el estudio llevado a cabo por Dougherty (2008) se compara el coste-efectividad
de distintos tratamientos en Ulceras de pacientes diabéticos, observandose un menor coste
del tratamiento con PRP frente a otros tratamientos convencionales. La Gltima revision
Cochrane acerca del papel del PRP en el tratamiento de las heridas cronicas llevada a
cabo en 2016 (Martinez-Zapata y cols., 2016), sugiere que su aplicacion podria mejorar
la cicatrizacion de las Ulceras en pie diabético, en base a los resultados de 2 ensayos

clinicos aleatorizados. No obstante, sugieren que con la evidencia cientifica existente no
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esta claro si el PRP es util en el tratamiento de otro tipo de heridas crénicas, e insisten en
el elevado riesgo de sesgos existentes en los ensayos clinicos analizados y en la necesidad
de desarrollar ensayos clinicos bien disefiados con una potencia estadistica adecuada.

La utilizacion del injerto de grasa es una técnica utilizada para la restauracion del
contorno Yy lesiones atroficas, que ha ganado interés en los ultimos afios. Son varios los
estudios que han investigado el efecto del PRP sobre su viabilidad (Liao y cols., 2013; Li
y cols., 2015; Serra-Mestre y cols., 2014; Jin y cols., 2013), mostrandose una accién
sinérgica en la cicatrizacion de los tejidos blandos y una mejora de la supervivencia del
injerto graso. Los injertos 6seos son utilizados en diversos entornos clinicos dentro de la

Cirugia Plastica, tales como la reconstruccion mandibular y la cirugia de paladar hendido.

En definitiva, en la mayoria de las especialidades, si se constata una coincidencia entre
los diferentes autores, y es la necesaria realizacién de mas ensayos clinicos que aporten
la suficiente evidencia cientifica que apoye el uso de PRP en la préctica clinica habitual
(Ramos-Torrecillas y cols., 2014; Albanese y cols., 2013;Eppley y cols., 2006; Dold y
cols., 2014; Halpern y cols., 2012; Sommeling y cols., 2013; Freshwater y cols., 2013;
Gentile y cols., 2012; Dhillon y cols., 2012).

2. Anadlisis descriptivo

A continuacion se presenta la descripcion de las caracteristicas de la muestra (tabla 5), las
variables de la analitica preoperatoria (tabla 6), las variables de la analitica del dia de la
intervencion (tabla 7), las variables de las muestras de PRP obtenidas (tabla 8) y la

concentracion de factores de crecimiento de cada muestra del estudio (tabla 9).
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Caracteristicas de la muestra

n=20

Media (SD) / n (%)
Mediana (1°¢; 3¢ Cuartil (Q))

Edad 40,05 (12,64)
41 (28; 51,25)
SCTQ 2,76 (2,26)
2 (1,43; 3)
Mujer 5 (25%)
Sexo
Varon 15 (75%)
Raza Caucésico 20 (100%)
2 7 (35%)
3 6 (30%)
Fototipo 4 5 (25%)
5 1 (5%)
6 1 (5%)
No 19 (95%)
Diabetes Mellitus
Si 1 (5%)

Hipertension arterial

No 20 (100%)

No 19 (95%)

Fumador
Si 1 (5%)
Contacto 3 (15%)
Dermoabrasién 1 (5%)
Etiologia Escaldadura 5 (25%)

Llama 7 (35%)

Quimica 4 (20%)

Acontecimientos adversos

No 20 (100%)

. . S 17,95 (9,96)

Tiempo hasta intervencion (dias)
15,5 (10,75; 21,25)
i N . 14,85 (4,2)
Tiempo hasta epitelizacion total(dias)
15 (12,75; 17,25)
. . 14,75 (5,87)
Tiempo de congelacion de las muestras (meses)
14 (9; 19)

Tabla 5. Descripcion de las caracteristicas de la muestra.
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Variables analitica preoperatoria

n=20

Media (SD) / n (%)
Mediana (1°7; 3¢ Q)

Hemoglobina preoperatoria (g/dl) 14,02 (1.82)
’ P ’ 14,5 (12,95; 15,35)
Hematocrito preoperatorio (%) 42,42 (4,44)

43,85 (40,1; 45,3)

Plaquetas preoperatorio (/ul)

278.400 (85.145,32)
269.500 (219.000; 317.000)

Leucocitos preoperatorio (103/m/)

9,7 (3,96)
8,66 (7,21; 11,24)

Neutrdfilos preoperatorio (10%/m/)

7,04 (3,29)
5,7 (4,81; 8,22)

Tabla 6. Descripcion de las variables de la analitica preoperatoria.

Variables analitica intervencién

n=20

Media (SD) / n (%)
Mediana (1¢; 3¢ Q)

Hemoglobina intervencion (g/dl)

13,56 (1,76)
13,7 (13,1; 14,93)

Hematocrito intervencion (%)

41,15 (4,33)
41,9 (39,98; 44,75)

Plaquetas intervencién (/ul)

311.400 (91.377,41)
312.000 (250.000; 361.250)

Leucocitos intervencion (10%/ml)

9,28 (2,68)
8,57 (7,82; 10,39)

Neutrofilos intervencion (10%/ml)

6,42 (2,68)
5,63 (5,3; 7,27)

Tabla 7. Descripcion de las variables de la analitica del dia de la intervencion.
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Variables PRP n=20
Media (SD)
Mediana (1¢; 3% Q)
WBC plasma (ul) 04(0.99)
P ! 0,01 (0; 0,1)
0,02 (0,02)
RBC plasma (pl
plasma (ul) 0,01 (0:0,03)
0,07 (0,2)
HCT plasma (g/dI
plosma G/ED 0(0;0,)
29,29 (29,69)
MCYV plasma (fl)
29,15 (0; 57,5)
360.150 (159.879,65)
Plaquetas plasma (ul)
336.500 (264.750; 440.500)
9,29 (1,38)
PDW plasma (fl
plasma (f) 9,1 (8,1; 10,5)
9,4 (0,76)
MPV plasma (fl
plasma (f) 9.2 (8,75; 10)
18,69 (6,44)
P-LCR plasma (fl)
17,6 (13,3; 23,9)
1,17 (0,42)

Factor de concentracién plaquetaria

1,14 (0,88; 1,35)

Tabla 8. Descripcion de variables de las muestras de PRP.
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Tiempo
Paciente EGF (pg/ml) (-IF-E/I:T;E FGF (pg/ml) PDGF (pg/ml) (\p/)gE/?nllz) CO;%%';?Z’”
(meses)

1 0,020271 0 4,590383 4,803852 0 25

2 18,2439 0,346463 6,539847 71,30255 0 25

3 0,379498 0 4,787493 12,26961 10,8206 22

4 2,026216 0 4,135045 19,08377 0 22

5 1,003204 0 5,721744 15,62525 4,179932 22

6 2,85482 0 6,954385 28,71384 2,910371 18

7 0 0 3,813955 5175241 0 16

8 0,30711 0 4,135045 12,33431 0 16

9 446,7542 34,66139 15,28746 2163,374 16,66942 15
10 0,278382 0 2,269344 3,117651 0 15
11 10,96467 0 6,954385 101,7394 21,74981 13
12 2,067497 0 10,67794 8,419769 0 13
13 1,671949 0 3,496559 21,12559 0 11
14 1886,201 101,394 219,466 17243,06 606,2804 11
15 1,769655 0 4,329384 18,36406 0 9

16 0 0 3,877884 6,636662 4,264424 9

17 0,08455 0 5,251746 12,52867 0 9

18 66,93949 0 6,471103 1594,196 6,540534 9

19 3,921698 0 4,00618 35,84086 0 8
20 10,24217 0 7,232666 36,02831 0 7

'_V'Edia (SD) 122,79 (426,79) | 6,82 (23,57) 16,5 (47,86) 1070,69 (3850,07) | 33,67 (134,92)
Mediana (1¢;3°° Q) | 1,9(0,3;10,42) 0(0; 0) 5,02 (4,1;6,95) | 18,72 (11,31;44,85) 0(0; 4,83)

Tabla 9. Concentracion de factores de crecimiento y tiempo de congelacion hasta anélisis de cada
muestra del estudio.
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3. Coste

3.1. Material utilizado para obtencién y aplicacion de PRP y PRGF de forma

manual
Material fungible por paciente:
- Tubo Vacuette® de IMIACD-B..........ccceeeviinnt. 0,10€ x 6= 0,60€
- Pipeta Pasteur estérilde 3ml............................ 0,01€x2=0,02€
- TubodeImldeCaClo........cooviniiniiiii e, 0,12€
- Tubode10mlSECO......coovviiiiiiii e, 0,08€ x 5=0,40€
- Pafo EStAIIL. ... 0,15€
- GUANEES BSEEITIES. ..o 0,05€
- Jeringaestérilde 2,5ml................... 0,01€x2=0,02€
= ATOMUZAOT .o, 0,20€
o172 D 1,56€

Material inventariable: se requiere centrifuga y cabina de flujo. No se ha repercutido en
el coste, puesto que se ha hecho uso de aparataje ya disponible en el laboratorio de

Hematologia.

3.2. Otras formas de tratamiento
Tratamiento con Comfeel Plus Transparent:

- Aposito hidrocoloide Comfeel Plus Transparent 20x20 (Coloplast
N O T PP 1,14€
Tratamiento con Aquacel Ag:
- Aposito Aquacel Ag 10x10.......cceveeeevnennen..1,99€ x 2 = 3,98€

Tratamiento con Alginato Biatain Ag:

- Aposito Alginato Biatain Ag 10x10..................... 2,40€ x 2 =4,80€
Tratamiento con Linitul+Furacin:

- Aposito Linitul 15X25.. ... 0,4€

- Furacin 0.2% 100g.........cooiiiiiiiiiiiiieen, 4,66€ x 0,5 =2,33€

Total. 2,73€
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3.3. Comparacion coste de tratamientos

6]

4,8

N

3,98

N

Precio (euros)
w

[E

, I

m Aposito Hidrocoloide m Aposito Hidrocoloide + PRP o PRGF
Apdisto Hidrofibra Apdisto Alginato
m Aposito parafinado+ Furacin

Figura 28. Representacion grafica del coste de los tratamientos de la zona donante de injerto de piel
parcial.

4. Laboratorio

4.1. ¢Existe relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP (plaquetas plasma) y

el factor de concentracion plaquetaria?

En la figura 29 se aprecia inicialmente un incremento lineal de la relacion entre ambos
parametros (plaquetas en el recuento basal y factor de concentracion alcanzado en el PRP)
hasta el punto de cambio estimado de 342,331 x 103plaquetas/pl. A partir de dicho punto,
no se observa incremento en el factor de concentracion pese al aumento de las plaquetas
en el PRP, lo que indica que estas muestras de PRP se obtuvieron en pacientes con un
namero de plaguetas en sangre mayor. Esta relacion viene expresada en el siguiente

modelo estadistico (tabla 10).
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Figura 29. Relacidn entre el nimero de plaquetas del PRP(x10%/pl) y su factor de concentracion (siendo
este la relacion entre el nimero de plaquetas del PRP y el nimero de plaquetas del paciente).

Log OR | Errorestandar | tValor | P-Valor
(Intercept) 0,035246 0,366777 0,096 0,0196
PLAQUETAS.PLASMA. 0,003808 0,001469 2,593 0,0196
U1l.PLAQUETAS.PLASMA. | -0,003423 0,001687 -2,029 NA
Estimated Break-Point 342,331 69,281

Tabla 10. Relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y el factor de concentracién plaquetaria.

4.2.

crecimiento?

PDGF

¢ Existe correlacion entre la concentracion de plaquetas y los factores de

No se ha encontrado relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y el valor de PDGF

cuantificado (tabla 11).

Error Inferior | Superior
LOgOR | o cténdar | al95% | alosoe | & Valor
(Intercept) 2,964 1,283 0,269 5,659 0,033
PLAQUETAS.PLASMA. 0,002 0,003 -0,005 0,009 0,601

Tabla 11. Relacion entre el nimero de plaquetas del PRP y la concentracion de PDGF.
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EGF

No se ha encontrado relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y el valor de EGF

cuantificado (tabla 12 y figura 30).

Log OR | Error estandar | tvalor | P-valor
(Intercept) -3,77051 4,65595 -0,810 | 0,430
PLAQUETAS.PLASMA. 0,01672 0,02143 0,780 0,447
U1.PLAQUETAS.PLASMA. | -0,01844 0,02263 -0,815 NA
Estimated Break-Point 301,248 148,010

Tabla 12. Relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y la concentracion de EGF.

log(EGF)

I I I I I I I
100 200 300 400 500 600 700

PLAQUETAS.PLASMA.

Figura 30. Relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP (x10%/ul) y la concentracion de EGF (pg/ml).
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FGF

No se ha encontrado relacion entre el numero de plaquetas en el PRP y el valor de FGF

cuantificado (tabla 13 y figura 31).

Log OR | Errorestdndar | tvalor | P-valor
(Intercept) 0,295658 1,192273 0,248 0,807
PLAQUETAS.PLASMA. 0,006485 0,005189 1,250 0,229
U1l.PLAQUETAS.PLASMA. | -0,008676 0,005607 -1,547 NA
Estimated Break-Point 303,408 78,785

Tabla 13. Relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y la concentracion de FGF.
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Figura 31. Relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP (x10%/ul) y la concentracion de FGF
(pg/ml).
VEGFy TGF-$

No se pudo llevar a cabo el analisis estadistico para estos dos factores debido su elevado
porcentaje de ausencia en las muestras de PRP cuantificadas, el 60% de las muestras para
el VEGF y el 85% de las muestras para el TGF-.
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4.3. ¢Existe relacion entre el factor de concentracion plaquetaria del PRP y los

factores de crecimiento cuantificados en las muestras?

PDGF

No se ha encontrado relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y el valor de PDGF

cuantificado (tabla 14 y figura 32).

Error Inferior | Superior
LOgOR | ctandar | al95% | al 95% P-valor
(Intercept) 4,154 1,552 0,894 7,414 0,015
FACTOR.CONCENT
PLAQUETARIA -0,482 1,251 -3,111 2,147 0,705

Tabla 14. Relacion entre el factor de concentracion plaquetaria del PRP y la concentracién de PDGF.
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Figura 32. Representacion grafica de la relacion entre el factor de concentracion plaquetariay la
concentracion de PDGF (pg/ml).
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EGF

No se ha encontrado relacion entre el nimero de plaquetas en el PRP y el valor de PDGF

cuantificado (tabla 15 y figura 33).

Log , Inferior | Superior
OR Error estandar al 95% ol 95%% P-valor
(Intercept) 2,445 2,197 -2,169 7,06 0,28
FACTOR.CONCENT
PLAQUETARIA | 1002 1,771 -5,324 2,12 0,378

Tabla 15. Relacion entre el factor de concentracion plaquetaria del PRP y la concentracion de EGF.

log(EGF)

_10_

05 10 15 20
FACTOR.CONCENT.PLAQUETARIA

Figura 33. Representacion grafica de la relacién entre el factor de concentracién plagquetaria y la
concentracion de EGF (pg/ml).
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FGF

No se ha encontrado relacion entre el numero de plaquetas en el PRP y el valor de FGF
cuantificado (tabla 16 y figura 34).

Error Inferior Superior
Log OR estandar al 95% al 95% P-valor
(Intercept) 2,149 0,646 0,793 3,505 0,004
FACTOR.CONCENT
PLAQUETARIA -0,254 0,521 -1,347 0,84 0,632

Tabla 16. Relacidn entre el factor de concentracién plaquetaria del PRP y la concentracion de FGF

log1p(FGF)

05 10 15 20
FACTOR.CONCENT. PLAQUETARIA

Figura 34. Representacion grafica de la relacion entre el factor de concentracion plaquetaria y la
concentracion de FGF (pg/ml).

VEGFy TGF-B

No se pudo llevar a cabo el analisis estadistico para estos dos factores debido su elevado
porcentaje de ausencia en las muestras de PRP cuantificadas.
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4.4. Relacion entre las variables edad, SCTQ, plaquetas antes de la intervencion,
plaquetas en el momento de la intervencion, hematocrito antes de la
intervencion y hematocrito en el momento de la intervencion con plaquetas
plasma, factor de concentracion plaquetaria, factor PDGF, factor TGF-p,
factor EGF, factor VEGF y factor FGF.
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Figura 35. Grafico de correlacion entre variables.

Podemos apreciar una correlacién positiva en nuestra muestra entre (figura 35):

e Factor de concentracién plaquetaria y el numero de plaquetas en el PRP
(coeficiente de correlacion de Spearman (p) 0,75).

e Hematocrito en el momento de la intervencion y el hematocrito preoperatorio (p
0,63).

e Plaquetas del paciente en el momento de la intervencion y plaquetas en el PRP (p
0,6).

e Plaquetas del paciente en el momento de la intervencion y plaquetas del paciente
en el preoperatorio (p 0,74).

e Factor FGF y VEGF (p 0,5).

e Factor PDGF y FGF (p 0,62).

e Factor EGF y Factor FGF (p 0,72).
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e Factor EGF y Factor PDGF (p 0,92).

Ademés se observa una correlacion negativa entre la SCTQ y el hematocrito en el

momento de la intervencién (p -0.58).
5. Paciente

5.1. Porcentaje de cicatrizacion de cada zona de tratamiento en cada paciente en

funcion del tiempo.
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Figura 36. Cicatrizacion de cada zona de tratamiento en cada paciente en funcién del tiempo (dias).

Podemos apreciar la tendencia a una mayor pendiente de la curva de cicatrizacidén/tiempo
para las zonas tratadas con PRGF y PRP en los primeros 8 dias (figura 36).
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5.2. Evolucidn de la cicatrizacion en funcion del tratamiento empleado.

En la siguiente tabla (tabla 17) presentamos el porcentaje de cicatrizacion de cada grupo

de tratamiento en cada visita de estudio durante el periodo de evaluacion.

Variable Habitual n =20 PRGFn=20 PRP n=20
Media (SD) Media (SD) Media (SD)
Mediana (1*; 3°'Q) Mediana (1*; 3°Q) Mediana (1°; 3°Q)
. L . 27,8 (30,37) 36,5 (32,65) 39,25 (33,3)
Cicatrizacion 5° dia
10 (0,75; 50) 40 (0; 52,5) 25 (13,75; 65)
. L . 73,2 (27,87) 81,6 (31,08) 87 (22,21)
Cicatrizacion 8° dia
77,5 (60; 96) 98,5 (80; 100) 100 (85; 100)
. L, ; 94,75 (9,39) 93,15 (14,85) 95,75 (10,04)
Cicatrizacion 11° dia
100 (90; 100) 100 (96; 100) 100 (98,75; 100)
. L . 99,35 (2,3) 98 (6,77) 98,75 (3,19)
Cicatrizacion 14° dia
100 (100; 100) 100 (100; 100) 100 (100; 100)
. L . 99,5 (2,24) 100 (0) 100 (0)
Cicatrizacion 17° dia
100 (100; 100) 100 (100; 100) 100 (100; 100)
100 (0 100 (0 100 (0
Cicatrizacion 21° dia ©) © ©)
100 (100; 100) 100 (100; 100) 100 (100; 100)

Tabla 17. Porcentaje de cicatrizacion de cada grupo de tratamiento en cada visita de estudio durante el
periodo de evaluacion.

En el grafico de supervivencia se representan el porcentaje de zonas cicatrizadas
totalmente de cada tratamiento en funcidon del tiempo (figura 37). Observamos que existe
un mayor porcentaje de cicatrizacion 100% en las zonas tratadas con PRP y PRGF en el
intervalo entre el 8° y 11° dia. En el 8° dia de seguimiento el 55% de las zonas tratadas
con PRP vy el 45% de las zonas tratadas con PRGF han cicatrizado totalmente frente al
20% de las zonas tratadas con el tratamiento habitual. La mediana de cicatrizacion 100%
es menor en las zonas tratadas con PRP que en las tratadas con PRGF o el tratamiento

habitual (tabla 18). No obstante, no se alcanzo significacién estadistica (p = 0,7).
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Figura 37. Gréfico de supervivencia: representacion del porcentaje de zonas cicatrizadas 100% de cada
tratamiento en funcion del tiempo.

N Mediana Inferior Superior
(dias) al 95% al 95%
Habitual | 20 11 11 14
PRGF 20 11 8 14
PRP 20 8 8 14

Tabla 18. Tiempo cicatrizacion 100% con cada tratamiento.

5.3.

en cada visita de evaluacion

. Inferior | Superior
Dia 5 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 1,408 0,467 4,275 0,542
PRP 1,86 0,631 5,585 0,262

Estimacion de los efectos de PRGF y PRP respecto al tratamiento habitual

Tabla 19. Efecto sobre la cicatrizacion de PRGF y PRP respecto al tratamiento habitual el 5° dia
postoperatorio.

Tanto el tratamiento con PRGF como el PRP se observaron valores méas altos de

cicatrizacion que con el tratamiento habitual, pero no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas a los 5 dias de evolucion (tabla 19).
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. Inferior | Superior
Dia 8 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 2,47 0,812 7,75 0,114
PRP 3,397 1,104 10,979 0,036

Tabla 20. Efecto sobre la cicatrizacién de PRGF y PRP respecto al tratamiento habitual el 8° dia

postoperatorio.

A los 8 dias de evolucion, el porcentaje de cicatrizacion de las zonas tratadas con PRP o
PRGF fue mayor que el alcanzado en las zonas tratadas con el tratamiento habitual (tabla
20). Observamos diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento con PRP

frente al tratamiento habitual (p = 0,036).

. Inferior | Superior
Dia 11 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 0,982 0,255 3,784 0,979
PRP 1,342 0,339 5,495 0,674

Tabla 21. Efecto sobre la cicatrizacién de PRGF y PRP respecto al tratamiento habitual el 11° dia
postoperatorio.

El 11° dia el porcentaje de cicatrizacion de las zonas tratadas con PRGF y tratamiento
habitual se iguala (tabla 21). No obstante, se contintia observando un mayor porcentaje
de cicatrizacion en las zonas tratadas con PRP. No se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas en este caso.

. Inferior | Superior
Dia 14 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 0,609 0,074 4,092 0,61
PRP 0,6 0,072 4,034 0,599

Tabla 22. Efecto sobre la cicatrizacién de PRGF y PRP respecto al tratamiento habitual el 14° dia
postoperatorio.

El dia 14 no se observan diferencias entre los porcentajes de cicatrizacion de los distintos

tratamientos, sin diferencias estadisticamente significativas (tabla 22).

5.4. Dolor
Con respecto a la variable dolor, tanto en las zonas tratadas con PRGF como aquellas

tratadas con PRP se observaron valores medios inferiores en las visitas al 5° y 8° dia
postoperatorio, con respecto a aquellas tratadas con el tratamiento habitual. El 3° dia el
dolor medio referido en las zonas tratadas con el tratamiento habitual y las tratadas con

PRP fue aproximadamente el mismo, 1,15 vs 1,2 respectivamente. En comparacion, las
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zonas tratadas con PRGF mostraron un dolor medio de 0,65 durante dicha visita

postoperatoria (tabla 23).

grupo Habitualn =20 | grupo PRGFn=20 | grupoPRP n=20
Media (SD) Media (SD) Media (SD)
Mediana (1°; 3* Q) Mediana (1°; 3* Q) | Mediana (1*; 3° Q)
. 1,15 (2,16) 0,65 (1,57) 1,2 (2,09)
EVA 3* dia
0(0; 1) 0 (0; 0,25) 0 (0; 1,25)
0,75 (1,16 0,7 (1,26 05(14
EVA 5° dia (1,16) (1,26) (1.4)
0(0; 1) 0(0; 1) 0(0; 0)
0,3(0,8 0,1(0,31 0(0
EVA 8° dia (0.8) (0.31) ©
0(0;0) 0(0;0) 0(0;0)

Tabla 23. Dolor (EVA) en las distintas zonas de tratamiento a los 3, 5y 8 dias postoperatorios.

En el siguiente modelo se analizan las diferencias en cuanto a la variable dolor entre los
tratamientos PRGF o PRP con respecto al tratamiento habitual. Aunque se observa una
disminucion en cuanto a las zonas tratadas con PRGF respecto a las tratadas con el
tratamiento habitual, no se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre
los distintos tratamientos (tabla 24). Datos concordantes con el grafico de barras de error,
dolor en funcion de tratamiento aplicado al 3* dia (figura 38).

. Inferior | Superior
Dia 3 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 0,588 0,146 2,235 0,438
PRP 1,211 0,347 4,293 0,763

Tabla 24. Efecto sobre la variable dolor de los tratamientos PRGF y PRP respecto al tratamiento
habitual el 3° dia postoperatorio.
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N
=)
0

ordered(EVA)

'
Habitual

Figura 38. Representacion gréfica de la variable dolor (EVA) el 3° dia postoperatorio segln el tipo de
tratamiento.

El 5° dia postoperatorio se observaron valores menores de dolor en las zonas tratadas con
PRGF o PRP respecto al tratamiento habitual (0,817 y 0,395 respectivamente), siendo en

este caso menor en las tratadas con PRP. No obstante, ninguna de estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (tabla 25). Representacion grafica del dolor en funcién de
tratamiento aplicado al 5° dia (figura 39).

. Inferior | Superior
Dia 5 OR al 95% al 95% P-valor
PRGF 0,817 0,231 2,837 0,75
PRP 0,395 0,09 1,533 0,192

Tabla 25. Efecto sobre la variable dolor de los tratamientos PRGF y PRP respecto al tratamiento
habitual el 5° dia postoperatorio.

ordered(EVA)

PRGF
tto

Figura 39. Representacion grafica de la variable dolor (EVA) el 5° dia postoperatorio segun el tipo de
tratamiento.
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5.5. Tasa de infeccion

En ninguna de las zonas se objetivd ningun proceso infeccioso en ninguna de las curas,
independientemente del tipo de tratamiento aplicado. Por lo tanto, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas respecto a la tasa de infeccidon entre los
distintos tratamientos.

5.6. Calidad de cicatrizacion
5.6.1. VSS

En cuanto a la calidad de la cicatrizacion de las distintas zonas tratadas, se observaron
valores inferiores respecto a la escala VVancouver, en las zonas tratadas con PRP y PRGF
respecto al tratamiento habitual, siendo méas notoria esta diferencia en las tratadas con
PRP (figura 40). No obstante, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(tabla 26).

tto

=== Habitual
== PRGF
== PRP

Mes

Figura 40. Representacion grafica de la medida de la calidad de cicatrizacidn con VSS de cada
tratamiento en funcién del tiempo (meses).
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OR ':Ifg;;)r s;pge;;) "1 p-valor
PRGF | 0972 | 029 | 325 | 0,963
PRP | 072 | 0215 | 2405 | 0593
Mes 07 | 055 | 0883 | 0,003
PRGF:Mes | 0,912 | 0663 | 1255 | 0574
PRP:Mes | 0909 | 0,663 | 1,248 | 0,556

Tabla 26. Efecto sobre la cicatrizacidn (VSS) de los tratamientos PRGF y PRP respecto al tratamiento

5.6.2. POSAS

habitual.

Cuando utilizamos la escala POSAS para la cuantificacion de la calidad de la

cicatrizacion, se observaron valores inferiores en las zonas tratadas con PRP respecto al

tratamiento habitual. Las zonas tratadas con PRGF se comportaron de forma similar al

tratamiento habitual (figura 41).

No obstante,

estadisticamente significativas (tabla 27).

25-

20-

POSAS

Mes

no se obtuvieron diferencias

tto
Habitual
== PRGF
PRP

Figura 41. Representacion grafica de la medida de la calidad de cicatrizacion con POSAS de cada

tratamiento en funcion del tiempo (meses).
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OR ';f;;;: S;pge;; “| P-valor
PRGF | 1,026 | 054 1948 | 0,938
PRP | 0671 | 036 1,25 0,209
Mes | 0,654 | 0568 | 0753 | <0,001

Tabla 27. Efecto sobre la cicatrizacién (POSAS) de los tratamientos PRGF y PRP respecto al
tratamiento habitual.

5.6.3. Relacion VSS y POSAS en funcion del tiempo

Los valores de las escalas POSAS y VSS presentan una relacion positiva, apreciandose

valores inferiores a medida que la cicatrizacion de las zonas tratadas evoluciona en el

tiempo (figura 42).

POSAS

40-

30-

20~

fmes
1

& 3
6

Figura 42. Representacion grafica de la relacion entre las escalas POSAS y VSS al mes, 3 meses 'y 6
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1. ¢Por qué hay tantas dificultades para analizar comparativamente los resultados

clinicos aportados por grupos diferentes?

Los estudios basados en revisiones bibliograficas y meta-analisis se encuentran
frecuentemente con la dificultad afiadida de la falta de detalle con la que se describen los
protocolos utilizados y también con el inconveniente de que, generalmente, la valoracion
de resultados no esté exenta de una importante componente subjetiva. Por todo ello, la

comparacion de resultados entre diferentes estudios es ciertamente compleja.

En general, los trabajos disponibles corresponden a reportes de casos o ensayos clinicos
retrospectivos, mas que prospectivos aleatorios. En cuanto al disefio experimental, en
algunos casos no se dispone de grupo control y, en otros, el uso de PRP se enfrenta al

placebo, no al gold standard utilizado en la patologia tratada.

El perfil de los pacientes también puede condicionar los resultados. En general, cuanto
mas joven es el paciente, mas rapida es la recuperacion y también se obtienen mejores
resultados en el tratamiento de lesiones agudas frente a crénicas (Ahmad y cols., 2012).
Y las comorbilidades (diabetes, vasculo-neuropatias, enfermedades autoinmunes e
infecciones) se asocian a peor resultado (Borzini y Mazzucco, 2007). Incluso Miller y
cols. (2017), en una revision sobre tratamiento de tendinopatias, observaron mas eficacia
clinica en el caso de mujeres. En el mismo sentido, Filardo y cols. (2011) trataron
condropatias con PRP, observando mas efecto beneficioso en los pacientes mas jovenes,
con menor indice de masa corporal y menor grado de degeneracion condral. En este caso,

resultando aparentemente mejor en hombres que en mujeres.

Seguidamente, se detallan otros parametros que pueden interferir el analisis comparativo

de resultados con el uso del PRP:

e Variacion interindividual:
- Concentracion basal de plaguetas: cuando se citan concentraciones de 3x,
10x etc. se desconoce qué valores concretos de concentracién representan.
Por ejemplo, un valor 3x para un paciente con un valor basal de
150.000pg/uL seria analogo a un valor 1x para un paciente con valor basal
de 450.000pg/pL.
- Concentracion de factores de crecimiento: el contenido de los granulos o

no es uniforme. Su determinacion tiene un elevado coste, por lo que no
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suele indicarse en los articulos, especialmente cuando se trata de trabajos
de exposicion de resultados clinicos. Se sabe que hay factores de
crecimiento que producen respuestas antagénicas en funcion de su
concentracion.

Hematocrito: especialmente en los valores méas extremos podria suponer
cierta variabilidad en los resultados, sobre todo cuando se utilizan

protocolos con una sola centrifugacion.

e Parametros de centrifugacion:

Numero: el riesgo de activacion se incrementa con cada procedimiento.
FCR: citar las revoluciones por minuto es insuficiente para reproducir un
protocolo si se desconoce el radio de centrifugacion.

Tiempo: el rango es amplio, independientemente del numero de
centrifugaciones (1 o0 2).

Recipiente: se debe describir el contendor utilizado (bolsa o tubo, por
ejemplo), asi como el volumen de sangre procesado.

Temperatura: puede afectar al rendimiento del proceso.

e Tipo de anticoagulante: siendo ACD y EDTA los mas utilizados, podria haber

diferencias en los resultados del procesamiento asociados a este elemento.

e Presencia de glébulos blancos: es importante conocer este dato ya que ha sido

citado por algunos autores como ventajosa, mientras otros opinan que debe ser

evitada.

e Tipo de producto final: las plaquetas no son meros transportadores de factores de

crecimiento, sino que participan activamente en el proceso de regeneracion

tisular.

Plasma rico en plaquetas.

Plasma rico en factores de crecimiento: ya sea mediante induccion de la
activacion plaquetaria (con/sin coagulacion) o criofractura (cuantos ciclos).
En este caso, la ausencia de plaquetas supone que los eventos que se

desarrollen no contaran con su participacién directa.

e Metodologia de uso clinico:

Dosificacion: volumen, aplicacion Unica o periddica (nUmero, intervalo).
Induccidn previa de la coagulacién.

Sistema de aplicacion: infiltracion, uso tépico (gel, aerosol).
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e Evaluacion de resultados:

- El estudio histologico supone un riesgo de morbilidad para el paciente
complejo de asumir. Por esta razon, generalmente se utilizan (sobre todo
en lo relativo al tejido musculo-esquelético) tablas estandarizadas
(WOMAK, IKDK, VAS, etc) para valorar parametros y establecer también
el grado de satisfaccion del paciente (con la subjetividad que esto supone,
por ejemplo, en cuanto a la tolerancia al dolor).

- El tiempo de evolucion es muy importante, sobre todo a la hora de obtener
informacion a largo plazo.

- Establecimiento del grupo control. Debe compararse con terapias
convencionales, habitualmente empleadas en el tratamiento de la patologia
concreta.

- Tipo de patologia: agudas vs. cronicas. La evolucidn de la patologia puede
llevar asociadas alteraciones en la expresion para determinados ligandos
para factores de crecimiento a nivel de membrana celular.

- Perfil del paciente: edad y sexo también se han apuntado en algunos casos

como parametros a tener en cuenta.
2. Umbral terapéutico PRP

Cuando se utiliza el factor por el que se multiplica el valor basal de concentracion de
plaguetas como evidencia del rendimiento de la técnica, hay que tener presente la
variabilidad interindividual. Asi, se consideran normales valores entre 150 y 400 x10%/L.

Por esta razon, se ha decidido establecer un umbral para conseguir efecto terapéutico.

Ciertamente, no ha sido posible encontrar ningun articulo en la literatura cientifica en el
que se demuestre comparativamente que sea necesario concentrar las plaquetas un
determinado valor minimo, en seres humanos. Hom y cols. (2007) sugieren un mayor
efecto con mas concentracion, pero con un tamafo poblacional escaso (8 individuos),
siendo ademas personas sanas y con algunas lagunas en la descripcién de la variabilidad

interindividual que dificulta la interpretacion de los resultados.

Analizando detalladamente aquellos articulos en los que se utiliza un lisado plaquetario
0 un sobrenadante de plaquetas activadas, como suplemento de un medio de cultivo
celular in vitro, estos productos tienen un maximo de eficacia sobre el crecimiento celular

cuando se utilizan diluidos al 10-20% en el medio de cultivo basal. En alguno de los
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casos, esto supone diluir la concentracion de factores entre 5y 10 veces, esto es, dejandola
en lo que tedricamente seria su concentracion basal o incluso menor (considerando que

durante el procesamiento la concentracion basal se multiplica entre 5y 10 veces).

Concretamente, una de las referencias mas citada es la propuesta por Marx (2001), segun
la cual se requiere una concentracion de 108 pg/ul para obtener un efecto terapéutico, no
obteniéndose mejores resultados con mayor concentracion. Aunque lo cierto es que éste,
siendo un estandar con cierto grado de aceptacion, se ha establecido con escaso analisis
cientifico comparativo. De hecho, el propio Marx (2004), en un trabajo posterior, justifica
que es mejor un incremento 4-5 veces el basal (que es a lo que corresponde
aproximadamente la concentracion plaquetaria antes citada como umbral), aunque
fundamentando su afirmacion en un ensayo in vitro, utilizando el producto al 10% (por
tanto correspondiendo aproximadamente a la mitad de la concentracion plaquetaria basal

en sangre) como suplemento del medio de cultivo para células mesenquimales.

En un estudio con conejos Weibrich y cols. (2004) observan mayor efecto terapéutico con

10%pg/pl, pero también un efecto inhibitorio a concentraciones altas.

Precisamente, la citada utilidad como suplemento del medio de cultivo ofrece algunos
datos que merecen una reflexion, por su relacién con el uso clinico de los factores
obtenidos de plaquetas. Asi, en el caso de Baik y cols. (2014), el lisado plaquetario al 5%
proporciona mayor tasa de proliferacion de una linea celular de queratinocitos que al 10%.
Crespo-Diaz y cols. (2011) usa el lisado plaquetario (obtenido de plaquetoaféresis
caducadas) al 1%, 2,5% y 5% en medio especial minimo con células mesenquimales de
médula 6sea y grasa, observando que el 5% es la concentracion mas eficaz (por encima
también del SBF al 10%).

Barsotti y cols. (2013) observan que el lisado plaquetario al 10 y 20% incrementa la
viabilidad, proliferacion, migracién y activacion de la ruta reparadora en diversos tipos
celulares in vitro; la angiogénesis sélo con el 20%. Prepara el PRP a partir de sangre total,
centrifugando a 15009 para sedimentar las plagquetas, que se resuspenden en salino (a
razon de 1,3x10%ml) y se someten a 3 ciclos de congelacion (-80 °C)-descongelacion (37
°C). Un 10-20% del lisado plaquetario se corresponderia con el contenido de una

concentracion de plaquetas en rango fisioldgico.
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Graziani (2006) informa que siendo el efecto del PRP activado sobre osteoblastos y
fibroblastos dosis-dependiente, incrementa la proliferacion in vitro con valores 2,5x sobre
la concentracién en sangre total, pero pierde eficacia al aumentar la concentracion. Llama
la atencion en este estudio que la tasa proliferativa de los osteoblastos fue mayor con el
uso de suero bovino al 10% que con las distintas concentraciones de PRP utilizadas. De
hecho, Schallmoser (2007) observa que el lisado plaquetario puede ser un sustituto (al

10%) del suero bovino fetal para la expansion ex vivo de células mesenquimales.

Mazzocca (2015) estudia tenocitos in vitro observando el efecto de PRP obtenido con 1
0 2 centrifugaciones y aplicado con frecuencias variables, al 10% como suplemento del
medio de cultivo. Con 1 centrifugacion obtienen entre 195x103pg/pl y 281x10%pg/pl y
con 2 entre 131x10%pg/ul y 523x10%pg/ul. La mayor o menor concentracion de plaguetas
no generd diferencias, en ambos casos se incrementd la proliferacion. El efecto es
relevante tras la primera aplicacion, aunque también tienen cierto efecto positivo las
sucesivas aplicaciones, tanto si se repitio dos veces cada 2 6 4 dias. EI PRP se obtiene el

mismo dia de su aplicacion.

Cholewa (2011) expone celulas mesenquimales de grasa in vitro a concentraciones
crecientes (1%, 5%, 10%, 20%) de lisado plaquetario obtenido a partir de una
concentracion de plaquetas entre 1 y 2 x10'pg/l. Observa una elevacion de la tasa

proliferativa dosis-dependiente, sin alteracion del potencial adipogénico ni osteogénico.

Giusti (2009) determina que la mejor concentracion para estimular la angiogénesis en
células endoteliales humanas es 1,5x10% y que concentraciones inferiores o superiores
tienen menos efecto. Se trata de un ensayo in vitro, con doble centrifugacion y
coagulacion con gluconato calcico y trombina. Una vez coagulado, en unos 5min, se
centrifuga vy, el sobrenadante, después de otras centrifugaciones para retirar material
residual, se usa para el ensayo. Supone el autor que para la misma concentraciéon de
plaquetas hay una misma concentracion de factores, lo cual no puede asegurarse, ya que
no esta clara la correlacion entre nimero de plaquetas y concentracion de factores. Por
otro lado, tras 5min de coagulacion y 10min de centrifugacion no esta claro que se hayan
liberado todos los factores. Tampoco es descartable que el menor efecto con la
concentracion mas alta pudiera deberse a que, l6gicamente, el medio basal (DMEM) esta
mas diluido. Los autores deberian haber determinado la concentracion de factores para

asentar sus conclusiones. El ensayo de cicatrizacion generando una discontinuidad en el
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cultivo revela que la concentracion 5 veces menor a la supuestamente optima fue la mas
eficaz. Unos afios después (Giusti y cols., 2014) expone tenocitos in vitro a
concentraciones de 0,5% al 5%, en medio de cultivo, de sobrenadante de gel de PRP
(partiendo de una concentracion plaquetaria entre 4,3 y 5,8x10%2) y observa los mejores
resultados con la concentracién mas baja, teniendo ademas la més elevada un efecto
negativo sobre la proliferacion celular y la expresién de moléculas asociadas con la
sintesis de matriz extracelular propia de la remodelacion tendinosa (quizd por
sobreestimular la actividad litica mediada por proteasas). Yoshida 2014 llega a una
conclusion similar con tenocitos y PRP porcinos. Esta misma autora (Giusti, 2018)
describe en un tercer trabajo cdmo una elevada concentracion plaquetaria tiene un efecto

fuertemente inhibitorio sobre la motilidad de fibroblastos en el modelo de cicatrizacion.

Kim (2011) estudia el efecto del PRP sobre fibroblastos cultivados in vitro, si bien las
plaquetas se concentran 9,4 veces respecto del valor basal, se diluyen primero un 10%
con el activador (cloruro célcico y trombina) y finalmente se prepara a concentraciones
entre 1,5% y 10% con el medio de cultivo. La concentracion del 5% resulta ser la mas
eficaz, pero también el PPP se muestra efectivo (mas que el suero bovino fetal pero menos
que el PRP). En cualquier caso, un indicador que evidencia la activacion plaquetaria

durante el procesamiento.

Eppley (2004) observa que con la activacién (trombina bovina y CaCl,) se incrementa en
el PRP la concentracion de los factores entre 3,6 y 6,2 veces. Sorprendentemente, el
VEGF, que para algunos autores no es detectable, es el que mas se incrementa. Hay que
tener presente que este autor coagula el PRP y, aunque luego lo centrifuga y recoge el
sobrenadante, ya se ha demostrado que una parte significativa de los factores puede

quedar embebida en el gel (Su y cols., 2008).

Broderick (2005) indica que una exposicion a concentraciones elevadas de TGF-p tiene
un efecto negativo sobre la mineralizacion de hueso. En nuestro estudio no se ha detectado
TGF-p en el 85% de las muestras de lisado plaquetario. Si bien esta circunstancia no es
frecuente en otros estudios, hay algunas citas en las que se asocia una baja concentracién

de este factor a un eventual efecto deletéreo del proceso de congelacién (Ng y cols. 2013).

Respecto al VEGF, que tampoco ha estado presente en todas las muestras evaluadas en

el presente estudio, ya se ha citado anteriormente su ausencia en algunos estudios tanto
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en plasma, como lisado plaquetar y PRP (Schallmoser y cols., 2007; Amable y cols.,
2013).

En un estudio experimental con cerdos Fleming (2014) observa que la reparacion del
ligamento cruzado anterior ofrece mejor resultado recubriendo los aloinjertos con
concentrado de plaquetas y, especialmente cuando se utiliza una concentracion 1x frente
a 3x y bx. Sin embargo, el propio Fleming (2009) habia observado previamente que el
uso de una concentracion 5x si resulta mas eficaz que menor concentracion. El autor
achaca estas diferencias a que los cerdos de este Ultimo estudio (2009) eran méas jovenes

que en el otro y, por lo tanto, con mayor potencial reparativo.

Martinez-Zapata (2016) participa en un ensayo clinico prospectivo tratando rotura de
musculos gastrocnemio y recto femoral, con aplicacion de PRP (activado con cloruro
calcico justo antes de su infiltracion) obtenido por aféresis (con una concentracion
plaquetaria 5 veces superior a la basal). En dicho estudio no se encuentran diferencias
significativas estadisticamente entre los pacientes tratados con el PRP y los que siguieron
la pauta tradicional para estos casos (reposo, frio, analgésicos, elevacion del miembro

afectado y evacuacion del hematoma).

Liu (2002) estudia el potencial proliferativo de fibroblastos utilizando un lisado
plaquetario como suplemento en el medio de cultivo y observa que las concentraciones
mas elevadas resultan menos eficaces, efecto que imputa a cambios en el pH con dichas

concentraciones.

En el mismo sentido, Tavassoli-Hojjati (2016), Wang (2017) y Nguyen (2018) también
confirman que las concentraciones mas altas de PRP no aportan eficacia en la tasa

proliferativa de las células.

Mirabet y cols. (2002) observan que el suero de sangre de cordon umbilical es menos
eficaz que el suero humano adulto o el suero bovino fetal para el crecimiento de
condrocitos humanos. Ademas, el suero humano adulto no mejora la proliferacion celular
cuando se incrementa del 10, al 15 6 20%. Por otro lado, también se observa un efecto
beneficioso con el uso de lisado plaquetario como suplemento de la solucion

crioprotectora utilizada con hepatocitos (Tolosa, 2011).

Los resultados obtenidos en el presente estudio referente al tratamiento con PRP y PRGF

de la zona donante de injerto de piel parcial en pacientes quemados, siendo la
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concentracion media de plaquetas del PRP en la poblacion analizada 3,6x10%+
1,6x10°pg/ul, han evidenciado un mayor porcentaje de cicatrizacion temprana en las
zonas tratadas con PRP y PRGF, alcanzandose diferencias estadisticamente significativas

respecto al tratamiento habitual para el caso del PRP.

La guia de recomendaciones sobre el uso clinico del PRP editada por The International
Cellular Medical Society (2011), en su capitulo 2 (definicién y consideraciones sobre la
preparacion) alerta sobre la falta de evidencias al respecto de que una mayor
concentracion plaquetaria proporcione mejores resultados clinicos. Se apunta que incluso

podria tener un efecto contraproducente respecto del objetivo perseguido.

3. Papel de las vesiculas extracelulares y la relacién entre la concentracion

plaquetaria y la de factores de crecimiento.

Ademas de factores de crecimiento, la activacion plaquetaria conlleva la liberacion de
vesiculas extracelulares. Se trata de un mecanismo protector frente a la degradacién de
las moléculas bioactivas que contienen. De hecho, estas estructuras bioldgicas se
describieron por primera vez en las plaquetas, definidas como particulas procoagulantes
(Chargaff y cols., 1946); posteriormente, Wolf (1967) las denomino polvo de plaquetas.
Posteriormente, se han descrito vesiculas extracelulares derivadas de una gran diversidad
de tipos celulares, asi como de fluidos biolégicos (exudado nasal y bronquial, orina, leche
materna, fluido seminal, orina y saliva) (Yafiez-Mo y cols., 2015).

La International Society of Extracellular Vesicles (ISEV, http://www.isev.org), ha
propuesto una clasificacion en funcién de su ruta de biogénesis: cuerpos apoptoticos
(liberados en el proceso de invaginacion de lamembrana plasmatica durante la apoptosis),
microvesiculas o ectosomas (liberadas directamente por gemacion de la membrana
plasmaética) y exosomas (se encuentran en los cuerpos vesiculares y se liberan por fusion

de estos con la membrana plasmatica) (Colombo y cols., 2014).

Los exosomas son importantes elementos de los mecanismos de comunicacion entre
plaquetas y células (Huber y cols., 2015). Torregliani (2014) ha demostrado un efecto
beneficioso de los exosomas plaquetarios sobre la proliferacién, migracion y
diferenciacion osteogénica de células mesenquimales de la médula 6sea. Y Guo (2017)
ha observado, en un modelo experimental con ratas diabéticas, que promueven la

reepitelizacidn de Ulceras cutaneas.
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Chandler (2013) dice que utilizar un sistema de doble centrifugacion reduce muy
significativamente el contenido de microparticulas. De las 730.000 microparticulas/ul
que hay en el PRP de individuos sanos, unas 27.000 son de origen plaquetario. Estas
ultimas no aumentan con la congelacion/descongelacion. Heijnen (1999) observa
liberacion de microvesiculas y exosomas a partir de plaquetas activadas. Estos productos
juegan también un papel importante en los procesos de reparacion y regeneracion tisular,

aunque poco estudiado en la actualidad.

Respecto al papel que pueden llegar a desempefiar estas vesiculas, Prokopi (2009) ha
sugerido que algunas ceélulas progenitoras endoteliales podrian tener su origen en

monocitos «contaminados» con particulas procedentes de las plaquetas.

El hecho de que los factores de crecimiento puedan encontrarse encapsulados en
exosomas podria explicar las diferencias encontradas cuando se determina la

concentracion de estos factores.

El andlisis de la relacién entre la concentracion de plaquetas y la de factores es también
objeto de atencidn en la literatura. Para Zimmermann (2003) hay una evidente correlacion
entre ambas concentraciones, cuando se comparan PRPs con amplias diferencias en la
concentracion plaquetaria; pero es mas dificil observar esta correlacion si la variacion
entre las concentraciones evaluadas es escasa. Kevy (2001) también detecta una
correlacion entre la concentracion de plaquetas y la de algunos factores (PDGF, TGF-B,
EGF) pero no para VEGF e IGF (este ultimo, como veremos mas adelante tiene escasa
dependencia de las plaquetas). En el mismo sentido, Sundman (2011) encuentra una
correlacion entre la concentracion de plaquetas y la de TGF-$1 y PDGF-AB. Amable y
cols. (2013) diferencian entre factores presentes en el plasma y factores realmente
secretados por las plaquetas activadas (PDGF-AA, AB, BB; TGF-B; TGF-p2; EGF; IFN-
a; IL-4, 6, 13, 17; TNF-o). IL-4 e IL-13 anti-inflamatorios y IL-8 y IL-17
proinflamatorias. A diferencia de otros autores, estos no detectan VEGF ni en plasma ni
en PRP. Schallmoser (2007) coincide en la ausencia de VEGF en el lisado plaquetario,
pero si aparece con el tiempo de cultivo (sintetizado por las propias células
mesenquimales). En nuestro estudio no se detectaron los factores TGF- y VEGF en el

85% y 60% de las muestras, respectivamente.

Weibrich y cols. (2002 y 2003) no ven una clara correlacién entre ambos parametros. No

obstante, utilizan un solo ciclo de congelacion/descongelacion, por lo que puede que no
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se obtuviera todo el contenido plaquetario de factores. Tampoco es posible establecer

alguno de los factores como referencia del conjunto de ellos.

Borzini y Mazzuco (2007) estudian la variabilidad interindividual en la obtencién de
factores de crecimiento (TGF, VEGF, FGF) partiendo de una misma concentracion de
plaquetas y observan variaciones en la concentracion de estos factores de hasta 8 veces
para los dos primeros y hasta 25 veces para el ultimo. Posteriormente, (Mazzuco y cols.,
2009) generan geles con distintos procedimientos para obtener el PRP y observa que la
concentracion final de factores y la propia cinética de liberacion de los mismos desde el
gel es distinta segun el método de obtencion. La relacion entre concentracion de
plaquetas, método de coagulacion, concentracion de factores y eficacia clinica en la
actualidad no esta clara. Estos autores no ven correlacion entre concentracion de plaquetas
y de factores, quizéa esto sea debido al estrés plaquetario durante la manipulacion, la
eliminacién de factores con el PPP o la presencia de microagregados que impidan un

correcto recuento.

Wahlstrom (2007) observa in vitro con lisados plagquetarios que un pH mas bajo conduce
a mayor concentracion de PDGF y menor de TGF-B. Asi, a pH mas bajo (5,4) hay mas

proliferacion celular y a més alto (7,6) mas actividad fosfatasa alcalina.

Utilizando un modelo in vitro para estudiar la osteoartritis, Osterman (2015) observa un
efecto anti-inflamatorio que es independiente de la concentracién de plaquetas y glébulos
blancos.

Sodergren (2018) ha sugerido la existencia de distintas subpoblaciones plaquetarias, con
diferentes patrones de activacion (las mas pequefias con un fenotipo procoagulante). De
confirmase esta idea, también seria un elemento que incidiria en la variabilidad observada

en la concentracion de factores.

En nuestra muestra no se ha encontrado relacion estadisticamente significativa entre el
numero de plaquetas o el factor de concentracion plaquetaria del lisado plaquetario y los
factores de crecimiento PDGF(p0,37), FGF(p0,15), EGF (p0,26), VEGF(p0,23) y TGF-
B. No obstante, se observo una correlacion positiva entre la concentracion de los factores
FGF y VEGF (p 0,5), FGF y PDGF (p 0,62), EGF y FGF (p 0,72) y EGF y PDGF (p
0,92).
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Por lo tanto, las diferencias en los resultados entre unos laboratorios y otros puede
deberse, ademaés de las cuestiones técnicas asociadas a los protocolos utilizados, a una

componente bioldgica con caracter multifactorial:

1. La concentracion de plaquetas.

2. Lavariacion interindividual del contenido de los granulos plaquetarios.

3. La incorporacion de los factores en vesiculas extracelulares, escapando a los
métodos de deteccion.

4. La presencia de globulos blancos, que pueden aportar su contenido.

5. El grado de activacion de las plaquetas en el momento de la toma de la muestra

para evaluar la concentracion.
4. Sobre la presencia de los glébulos blancos

El papel que pueden desemperiar los globulos blancos en el producto final también ha
sido objeto de discusion. Dohan Ehrenfest y cols. (2009 y 2014) apoyan la presencia de
leucocitos (aunque dependiendo de su tipo cantidad y estado de activacion) ya que
incrementan la produccion de factores de crecimiento, liberan mediadores con efecto
analgeésico, intervienen en la regulacion inmune y tienen actividad anti-microbiana y
favorecen la estabilidad del gel. Comentan ademas que las células T y B reguladoras son
elementos importantes en la modulacién de sintesis de citocinas inflamatorias por parte
de monocitos/macréfagos. Las plaquetas tienen factores angiogénicos (VEGF) pero
también antagonistas de ellos (endostatina y trombospodina-1), y los leucocitos producen

VEGF, lo que podria ayudar al efecto angiogénico.

Segun Zimmermann (2003) la presencia de leucocitos incrementa la concentracion de
factores (PDGF-BB y TGF-B) aunque la de PDGF-AB depende fundamentalmente de la
concentracion de plaquetas.

En sentido congtrario, Schnabel (2007) opina que pueden incrementar la respuesta

inflamatoria al aportar metaloproteasas, proteasas inflamatorias e hidrolasas acidas.

El uso de protocolos con una sola centrifugacion reduce muy significativamente la
presencia de globulos blancos, aproximadamente hasta un 5-10% de la cifra inicial.
Ademas, correspondiendo un 58,7+19,9% a linfocitos y un 31,5+18,5% a granulocitos.
Algunos (Pérez y cols., 2014; Toumi y cols., 2003) sugieren que la presencia de

neutrofilos puede resultar perjudicial al inducir la destruccion de tejido sano mediante la
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sintesis de radicales libres. La expresion de genes catabolicos, que se asocia con la
presencia de glébulos blancos puede afectar negativamente al proceso de reparacion, al
menos en el caso de tendones y ligamentos. No obstante, el propio Toumi (2003) reconoce
que también los neutrofilos ejercen también funciones positivas, como la fagocitosis.
Sundman (2011) describe una correlacion entre la concentracion de neutréfilos en el PRP
y la de ciertas citocinas catabdlicas (metaloproteinasa-9 de la matriz e interleucina-1p,

estando esta Ultima también relacionada con la presencia de monocitos).

También para Anitua y cols. (2105) la presencia de glébulos blancos en el gel no es
deseable, ya que contienen interleucinas proinflamatorias y enzimas degradadores de la
matriz extracelular. Estos autores describen una mayor fragilidad del PRP con glébulos
blancos (3x la concentracién inicial en ST) debido a la presencia de células que dificultaba
el entrelazado fibrilar. Dicen también que la presencia de globulos blancos incrementa la
actividad inflamatoria y la degradacion de la matriz en un entorno inflamatorio. La
estimulacion de la reaccion inflamatoria reduce la proliferacion celular. No obstante,
Dohan (2014) discute la durabilidad de las membranas y coagulos del PRGF que describe
el grupo de Anitua.

Un factor que presenta cierta incertidumbre es si la presencia de leucocitos del donante
en el PRP alogénico podria tener consecuencias negativas. En un trabajo sobre modelo
animal, en el que se estudia la inmunogenicidad de la infiltracion alogénica de PRP en
hueso y musculo de conejos, no se ha observado reaccién inmunoldgica significativa
(Zhang y cols., 2013).

En cualquier caso, nuestro protocolo de centrifugacion estd disefiado para llevar
granulocitos y monocitos hasta el buffy-coat que se produce en la capa superior del
concentrado de hematies. Apenas se recupera un 5% de la cifra inicial de glébulos blancos
en la sangre total y corresponden mayoritariamente a linfocitos. También hay que tener
en cuenta que los granulocitos son muy sensibles al proceso de congelacion (para el caso

de utilizar un protocolo de criofractura).
5. Sobre la liberacion de factores desde el coagulo

No hay unanimidad a la hora de definir la cinética de liberacion de los factores. Segun
Marx (2001) en los primeros 10min tras la formacion del codgulo se produce la liberacion

del 90% del contenido de factores de crecimiento.
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Para Senzel (2009) la liberacion de factores es intensa durante la primera hora de la
activacion, pero sigue durante 1 semana la sintesis de factores desde la reserva del ARNm.
Este concepto podria apoyar el uso de PRP frente a PRGF, especialmente si el producto

se dosifica en una sola aplicacién (como es nuestro caso).

Su (2008) observa que los factores plaquetarios difunden desde el gel, que contiene la
gran mayoria de las plaguetas, observandose entre un 35 y un 50% del total de contenido
de factores en el exudado del suero a las 2h de la formacion del codgulo. Pero no se
incrementa su concentracion con 3 horas méas de incubacién. Es decir, en el gel quedan
bien plaquetas pendientes de activar o bien factores que se liberaran cuando desaparezca

el coagulo.

Landesberg (2005) detecta liberacion de factores desde las plaquetas al entorno del

coagulo hasta 7 dias después de su generacion.

Anitua (2005) evaluando la liberacion de factores en sobrenadante de gel observa que
solo hay liberacion de VEGF y HGF si el coagulo contiene plaquetas (no con plasma
solo). Ademas la IGF-I esta presente en el plasma, no parece haber aportacion plaquetaria.
Utiliza ese sobrenadante al 20% para suplementar medio de cultivo de tenocitos (durante

el cultivo estas células secretan VEGF y HGF).
6. Sobre el lisado plaquetario

La utilizacion de la congelacion para producir una criofractura de las plagquetas y los
glébulos blancos (si los hay) se basa en un enfriamiento rapido, para permitir la
generacion de cristales de hielo en su interior. No obstante, Baik (2014) observé que se
lisa aproximadamente un 25% de las plaquetas tras la primera congelacion (a -70°C
durante varias semanas) y un 50% tras la segunda. Ademas, comprueba in vitro que,
suplementado el medio de cultivo de queratinocitos con un lisado con dos ciclos, el
resultado es mejor que si se obtiene con un solo ciclo, con un aumento insignificante tras

la tercera.

Strandberg (2017) sugiere de 3 a 5 ciclos de congelacion/descongelacion, pero sin superar
esta cifra, ya que se produce un deterioro de algunos factores con mas ciclos. No obstante,
hay otros autores que abogan por 1 6 2 ciclos (Doucet y cols., 2005; Laitinen y cols.,
2016). Ademas, Strandberg sugiere ventajas al utilizar plasma frente a concentrados de

plaquetas suspendidas en soluciones definidas (tipo PAS, platelet additive solution) al
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contar con mas concentracion de factores presentes en el plasma (como el HGF e IGF-1).
En general, EGF, PDGF y PF-4 aumentan su concentracion con los ciclos; TGF-p1l y
FGF-2 decrecen a partir de 5 ciclos; mientras que VEGF y BMP-2, no aumentaron al

incrementar el nUmero de ciclos.

Sin embargo, Marx (2004) indica que algunas de las proteinas contenidas en los granulos
a se encuentran incompletas, no siendo solubles cuando se extraen utilizando la
congelacion. Segun el autor, dicha condicion se adquiere al fusionarse los granulos con
la membrana plasmaética durante el proceso de desgranulacion tras la activacion
plaquetaria, afiadiéndose histonas y cadenas laterales de carbohidratos. Ademas, afirma
que las plaquetas dafiadas o no viables aportarian moléculas en un estado no bioactivo.
Entonces, se podria plantear que los métodos que sugieren la criofractura plaquetaria por
congelacion/descongelacion repetida para obtener los factores de crecimiento podrian no
ser eficientes, salvo que las plagquetas se activen con el frio durante la congelacién y

liberen el contenido de los granulos.

Respecto al papel que pudieran desempefiar las histonas, Semeraro (2011) ha observado
que su presencia influye positivamente en el potencial procoagulante de las plaquetas,

mejorando la generacién de trombina en el PRP.

Reid (1999) observo que durante el enfriamiento de las plaquetas se produce una
reorganizacion del citoesqueleto y una transicion de fase lipidica en la membrana (de

liquido cristalino a gel). Estas alteraciones provocan dafios irreversibles.

Barsotti (2013) estudia el efecto del lisado plaquetario sobre células endoteliales,
monocitos, fibroblastos y queratinocitos, evaluando viabilidad, proliferacion, migracion,
angiogénesis y activacion de la ruta de reparacion tisular, no apreciando en sus

conclusiones que pudiera haber algun efecto deletéreo sobre los factores extraidos.

No se ha encontrado ningun estudio comparativo que haya puesto de manifiesto
diferencias entre el rendimiento en la concentracion de factores plaquetarios obtenido con
un método mediado por criofractura y otro que utilice la simple activacion. En esta tesis
se ha evidenciado un efecto positivo con el uso de PRGF y PRP, con significacion
estadistica en este ultimo caso. Por otro lado, el PRGF ofrece la posibilidad de reducir el
potencial antigénico del producto, ya sea por centrifugacion y/o filtracion. Esta

caracteristica puede resultar de interés a la hora de evaluar un potencial uso alogénico en
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pacientes en los que no esté indicada la extraccion de cierto volumen de sangre (para

obtener PRP), como es el caso de los grandes quemados.
7. Papel del PRP en la reparacion cutanea

Respecto a la revision de estudios realizados sobre el efecto del PRP en el proceso de
reparacion cutanea, frecuentemente proceden de la evaluacion de tratamientos
terapéuticos para Ulceras en pacientes diabéticos, en los que dicho proceso esta mediado
por la patologia de base del paciente, por lo que el papel de los factores de crecimiento
resulta mas dificil de analizar. Gandhi (2003) observa que en los pacientes con diabetes
mellitus la concentracién de PDGF y TGF-pB estaba reducida respecto de la poblacion
normal. Este podria ser uno de los mecanismos por los que estos pacientes presentan

dificultad para la reparacién de heridas.

Por otro lado, no se puede obviar la aportacion de sustancias bioactivas que tiene su origen

en los queratinocitos, fibroblastos y glébulos blancos.

Algunos autores han estudiado el perfil del secretoma presente en las heridas durante el
proceso de reparacion tisular. Asi, Vogt (1998) observa una gran variabilidad en la
concentracion de factores de crecimiento en las heridas agudas llegando a alcanzar, por
ejemplo, el IGF-1 a alcanzar un rango entre 21.000 y 41.000pg/ml, mientras que el EGF
se queda entre 3 y 88pg/ml. Ademas, se observa una cinética a lo largo del proceso de
curacion, variando las concentraciones de los diferentes factores a lo largo del proceso
(hasta alcanzar los niveles basales cuando se recupera finalmente la funcién de barrera).
Unos empiezan altos y van bajando (IGF-1, IGFBP-1,-3, bFGF, EGF, PDGF-AB, TGF-
B1) y otros a la inversa (IL-1a, TGF-B2). Por otro lado, IL-1a, TGF-B1 y TGF-B2 en
ningn momento del proceso alcanzan valores séricos. En general, PDGF es abundante
en las heridas agudas y decrece en las crénicas (Robson y cols., 1997; Vogt y cols., 1998).
De acuerdo con todo ello, estos autores sugieren adaptar la composicion y concentracion
de los factores a la etapa del proceso de curacién y, en el caso de Robson (1997) propone
para el uso de factores de crecimiento con fines terapéuticos las siguientes
consideraciones: (1) el factor utilizado debe tener una presencia predominante en el
mecanismo de curacion de la lesion que se pretende tratar (por ejemplo, un factor que
estimule la epitelizacion sera de poca utilidad a la hora de reponer la matriz extracelular
de tejido conectivo); (2) seguidamente, hay que asegurarse de que realmente con la

adicion externa de ese factor vamos a recuperar una deficiencia del mismo en la lesion; y
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(3) finalmente, hay que asegurarse que el factor se afiade en cantidad suficiente y durante
un tiempo adecuado para ejercer su funcion. El primero de los criterios a considerar
propuesto por Robson requiere matizar que realmente un mismo factor, en funcién del
momento en el que actle o de su concentracion, puede desencadenar acciones distintas.
Thomas (2001) también sostiene ademas la idea de que los factores de crecimiento

interactUan durante el proceso de reparacion de un modo secuencial y ordenado.

Greppy (2011) utiliza gel de plaquetas alogénico para tratar Ulceras recalcitrantes en
personas mayores, con dificultad para el uso autélogo, con buenos resultados. Cervelli
(2009) observa mejores resultados clinicos en trataimentod e Ulceras cutaneas con el uso
combinado de grasa (técnica de Coleman) y PRP que con colageno y acido hialurénico.
Martinez-Zapata (2012) efectGa una revision son ensayos clinicos controlados sobre el
uso de PRP en el tratamiento de Glceras diabéticas, concluyendo que no hay evidencias

que sugieran que el uso de PRP proporcione ventajas terapéuticas.

Tadini (2015) trata lesiones cutaneas en tres nifios con epidermolisis ampollosa utilizando
gel de PRP (1,5-2x10%pg/ml) de sangre de cordon umbilical, con prometedores
resultados. Parazzi (2015) ha estudiado comparativamente el contenido de sustancias
bioactivas del PRP de sangre periférica y de sangre de corddn, sugiriendo que el primero
(maés rico en TGF-B) estaria més indicado para inducir la osteogénesis y el segundo (con
méas VEGF y PDGF) para estimular la angiogénesis y mecanismos de reparacion tisular.
Quizéa por eso el PRP de sangre de cordon umbilical funciona con células mesenquimales

pero no es superior al de sangre periférica con condrocitos (Mirabet y cols., 2002).

La presencia de receptores de membrana para los factores de crecimiento también debe
ser tenida en consideracion. Crespo-Diaz (2011) observa que la expresion del receptor de
EGF esta significativamente aumentada tras una lesion. Isihara (2000) y Tuan (1998)
evidencian que los fibroblastos queloideos tienen una sobreexpresion de ligandos para
algunos factores de crecimiento, como el PDGF y el TGF-f, por lo que una excesiva
concentracion de estos factores podria favorecer la generacion de queloides.

En lo que se refiere al uso en zonas donantes, Monteleone (2000) ya describe un efecto
beneficioso del PRP al aplicarlo sobre zonas donantes, acelerando el proceso de
reparacion tisular. Danielsen (2008) no observa diferencias con el control al aplicar PRP
en zonas donantes para tratar Glceras ni tampoco en la epitelizacién tras el autotrasplante

en lazonainjertada. A diferencia de Kakudo (2011) este autor sélo aplica PRP al principio
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(como en el caso de esta tesis). Segun Kakudo esa es precisamente la razén de que no
observara diferencias. Aunque esta afirmacion genera la duda sobre si vale la pena aplicar
al principio un gel (como el propio Kakudo hizo) o bien simplemente limitarse a
pulverizar PRP en las curas. También hay que tener presente que la zona donante y una
Ulcera representan dos escenarios fisioldgicamente distintos. No es infrecuente que las
personas cuyas Ulceras se tratan con PRP tengan otras patologias asociadas. Por otro lado,
Danielsen presenta 20 casos, Kakudo solo 1.

Grant Venter y cols. (2018) estudian en modelo de rata el efecto del PRP (4-5x) sobre
quemaduras de 2 grado profundo y 3r grado, no observando efecto en el caso del 3r grado

en cuanto a mas rapida cobertura (quiza por la falta de sustrato celular epidérmico).

Kazakos (2009) describe mejoras (tasa de curacion y desarrollo de un tejido regenerativo
para luego proceder a cirugia reconstructiva) con la aplicacion de PRP en lesiones
cutaneas traumaticas (fracturas abiertas o cerradas, con necrosis cutanea, y quemaduras

por friccion).

En un ensayo prospectivo de aplicacion topica (como aerosol) de PRP sobre la zona
cutanea donante de una extraccion de vena safena (para realizacion de bypass coronario),
no mejoro el resultado cosmético ni se reduce el riesgo de infeccion (Almadahl y cols.,
2011).

Hom (2007) realiza un ensayo con voluntarios sanos a los que genera unas lesiones
cuténeas de espesor completo, de 4 mm de diametro. Observa en algunos casos (5 de 8
sujetos) que un valor de concentracion de plaquetas 6 veces por encima del recuento basal
proporciona un mejor resultado (especialmente, a nivel histoldgico, con mayor

consistencia), pero se desconoce la concentracion plaquetaria en los otros 3 casos.

Respecto al papel del PRP en la diferenciacion miofibroblastica, tampoco este apartado
es ajeno a la controversia. En principio, el papel de los miofibroblastos en el mecanismo
de reparacion tisular tiene su relevancia, la contraccion (ya sea del coagulo o de la propia
matriz con miofibroblastos) va a facilitar la concentracion de recursos (como los factores
de crecimiento) y el cierre de las heridas. Sin embargo, estos miofibroblastos deben
desaparecer conforme avanzan las fases de los mecanismos regeneradores. No obstante,
si se mantienen activos, en casos de patologias fibroticas, la estructura tisular se ve

alterada por una irregular deposicién de densa matriz extracelular. De hecho, la propia
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matriz es hasta cierto punto responsable de modular, mediante mecanismos de
sefializacion mecano-quimicos, la relacion ente macréfagos y fibroblastos (Pahshir y
cols., 2018). Chellini (2018) observa que el PRP es capaz de inhibir, e incluso revertir, la
diferenciacion miofibroblastica inducida por TGF-B1. Pero, no es menos cierto que otros
autores han demostrado que el PRP promueve la diferenciacion miofibroblastica
(Kushida y cols., 2013; Ramos-Torrecillas y cols., 2014; Rothan y cols., 2014). Una vez
mas se imputa, también esta controversia, a la variabilidad a la heterogeneidad en los
protocolos de preparacion. Hay que tener presente que, en el conjunto de factores
liberados con la desgranulacion plaquetaria coexisten, por ejemplo, el TGF- (con
caracter profibrético) y el FGF-2 (anti-fibrotico, promoviendo la apoptosis de
miofibroblastos) (Dolivo y cols., 2017). Pero, ademas, las dosis aplicadas también van a
aportar mayor variabilidad, ya que algunas respuestas celulares son dosis-dependientes.
Por ejemplo, Xian (2015) observa un mayor potencial proinflamatorio y de sintesis de
matriz (con deposicién de colageno tipo 1y tipo 3) con concentraciones mas elevadas de
PRP vy, por otro lado, una tendencia a promover el remodelado de las heridas con

concentraciones menores (incrementando la tasa de crecimiento de los queratinocitos).
7.1. PRP en el paciente quemado

La reposicion de la piel continta siendo un reto no alcanzado en la actualidad. Cuando la
extension y la profundidad de la pérdida cutanea requieren el uso de cobertura terapéutica,
el autoinjerto, cuando es posible, es la Unica alternativa para reponer este tejido en su

integridad.

Hace ya 60 afios desde que Rheinwald y Green (1957) describieron una metodologia para
la expansién ex vivo de los queratinocitos. Sin embargo, poco se ha avanzado en este
campo desde entonces. Se han incorporado metodologias para dotar de un analogo
dérmico a los queratinocitos en crecimiento, pero lo cierto es que dada la complejidad
estructural de la piel, con sus anejos, no se ha conseguido reproducir todavia en el

laboratorio, en su integridad histoldgica.

Es por ello que la piel de donantes fallecidos sigue siendo un recurso para el tratamiento
provisional de los grandes quemados, y el autoinjerto, como ya se ha dicho, se presenta
como el gold standard en la actualidad para conseguir una recuperacion total de la
funcionalidad cutanea. Sin embargo, la toma de autoinjertos no esta exenta de cierta

morbilidad y supone una lesion adicional que debe ser tenida en consideracion.
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Diversos estudios han demostrado que la aplicacion del PRP en las heridas contribuye a
su cicatrizacion, promoviendo la quimiotaxis, la adhesion celular, mitogénesis,
proliferacion y angiogénesis gracias, en gran parte, a la liberacion de los factores de
crecimiento contenidos en sus granulos (Mazzucco y cols., 2010). Ademas se le han
atribuido efectos antimicrobianos, asi como cualidades para aliviar el dolor (Nurden y
cols., 2008). Todas estas caracteristicas hacen que las plaquetas tengan un potencial uso
terapéutico en el tratamiento del paciente quemado, tanto en el tratamiento de la

guemadura como de la zona donante de injerto de piel parcial.

Existen diversos estudios en la literatura en los que se observan efectos positivos tras la
aplicacion del concentrado plaquetario en la guemadura, tanto en modelo animal (Ozcelik
y cols., 2016; Venter y cols., 2016) como en humanos (Picard y cols., 2015; Rossani y
cols., 2014; Yeung y cols., 2018). En teoria, una quemadura dérmica profunda puede
beneficiarse de este tratamiento dadas sus cualidades hemostaticas, que podrian disminuir
la pérdida de sangre perioperatoria y mejorar la tasa de prendimiento de los injertos de
piel al disminuir el sangrado subyacente, ademas de funcionar como un adhesivo fibrina
y proporcionar un lecho bien vascularizado por sus propiedades angiogénicas. Por otro
lado, también se han descrito efectos positivos en la cicatrizacion de las heridas, tanto en
modelos in vitro como en el tratamiento de heridas cronicas y agudas (Mohammadi y
cols., 2017; Suthar y cols., 2017; Sclafani y cols., 2015). En otros estudios se han
observado mejores resultados (epitelizacion y prendimiento del injerto) que con el
tratamiento estandar, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(Danielsen y cols., 2008; Marck y cols., 2016).

Klosova y cols. (2013) realizan un estudio con 23 pacientes con quemaduras profundas
en los que evalud la calidad de la cicatriz tras injerto de piel parcial de la zona quemada.
Utilizan el dispositivo Cutometer MPA 580 realizando evaluaciones de cada paciente al
mes y a los 3, 6 y 12 meses. Observan que en aquellas quemaduras tratadas con injerto
de piel parcial y concentrado plaquetario autélogo se reducia el tempo de recuperacién de
las propiedades viscoelasticas de la cicatriz en comparacion con las quemaduras tratadas
unicamente con injerto de piel parcial. Obtienen diferencias estadisticamente

significativas para los parametros R2 y Q1.

Marck y cols. (2016) llevan a cabo un ensayo clinico aleatorizado doble ciego, siendo el

mismo paciente el propio control, con 52 pacientes con quemaduras profundas a los que
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se tratdé mediante injerto de piel parcial o injerto de piel parcial + PRP. Se evalua la calidad
de la cicatrizacion a los 3, 6 y 12 meses mediante la escala POSAS vy el dispositivo
Cutometer MPA 580, no observandose diferencias estadisticamente significativas entre

las formas de tratamiento.

Evidentemente, la situacion clinica de un gran quemado no permite la obtencion de sangre
con caracter autologo, pero del mismo modo que se indica la transfusion de otros
componentes sanguineos, podria contemplarse la utilizacion no transfusional de
concentrados de plaquetas (PRP) alogénicos. Los resultados observados en el presente
estudio (resultados con PRP analogos a los de PRGF, aungque unicamente significativos
para el PRP) sugieren un potencial uso alogénico del PRGF (acelular) con un bajo riesgo
desde el punto de vista de la transmisién de enfermedades (aplicando las actuales técnicas
de deteccion de 4&cidos nucleicos) y buena tolerancia desde el punto de vista
inmunoldgico. El trasplante alogénico de piel representa un elevado riesgo de
incompatibilidad del sistema HLA (del inglés, human leukocyte antigen), por lo que

parece razonable implementar estrategias que no incrementen dicho riesgo.

La aplicacion de PRP tras el desbridamiento se presenta como una posible opcion
terapéutica para obtener algunos efectos ventajosos, para preparar el lecho cruento para
la posterior cobertura cutanea: hemostatico, anti-microbiano, favorecedor del desarrollo
de tejido de granulacion. Asi como su aplicacidn sobre la zona donante de injerto de piel

parcial para favorecer su epitelizacién y su calidad cicatricial.

De acuerdo con ello y con la experiencia desarrollada en la presente tesis, se ha elaborado

la siguiente propuesta de modelo de actuacion:

1. Obtener un PRP (ya sea a través del procesamiento de una donacion de sangre
completa o bien directamente, por un procedimiento de plaquetoaféresis), con
un criterio de compatibilidad frente al grupo sanguineo (ABO).

2. Someter el producto a un par de ciclos de congelacion/descongelacion para

inducir la criofractura de las plaquetas.

Centrifugar a 1000g 10min.

Retirar el sobrenadante y alicuotar en el volumen adecuado.

Almacenar por congelacion a < -30°C.

Llegado el momento de su uso, descongelar (no superar los 40°C).

N o o~ w

Trasvasar el producto a un frasco provisto de difusor para generar un aerosol.
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8. Aplicar en toda la superficie.

La utilizacion de PRP alogénico o también denominado homdlogo, se ha postulado como
posible alternativa a la aplicacion del PRP aut6logo ante determinadas limitaciones como
pacientes inmunodeprimidos, recién nacidos y neonatos, ancianos, pacientes con
trastornos hematoldgicos, y casos en los que se requieran grandes cantidades de sangre
(Anitua y cols., 2017). Aporta ventajas como su disponibilidad y una concentracion

plaquetaria independiente a la variabilidad interindividual.

Aln son escasos los estudios existentes sobre su aplicacion, algunos de ellos reportan
resultados positivos y seguros en el &mbito de la osteoartritis de rodilla (Bottegoni y cols.,
2016), la alopecia androgénica (Ince y cols., 2018), tratamiento de heridas cronicas,
periodontitis y defectos 6seos, aungue se trata de estudios con un nivel de evidencia

limitado.

7.2. Papel del PRP y PRGF en la cicatrizacion de la zona donante de injerto de

piel parcial en pacientes quemados: tiempo y calidad de la cicatrizacion

La mayoria de los estudios llevados a cabo en este campo estan dirigidos a la evaluacion
del confort del paciente, porcentaje de complicaciones y tiempo de cicatrizacion con los
apositos utilizados habitualmente (Sinha y cols., 2017; Schulz y cols., 2015; Masella y
cols., 2013; Solanki y cols., 2012; Dornseifer y cols., 2011; Demirtas y cols., 2010;
Barnea y cols., 2004). Brélmann y cols. (2013) llevan a cabo un estudio multicéntrico en
el que comparan seis apositos distintos utilizados en el manejo de la zona donante de
injerto de piel parcial y evallan la calidad de la cicatrizacion mediante las escalas VSS y
POSAS. Observan que aguellos pacientes tratados con apaésito tipo film son los menos

satisfechos en cuando a la calidad de la cicatriz.

El analisis bibliogra“fico efectuado ha reportado un Gnico articulo (en el que se describe
un solo caso) en que se aborde el uso del plasma rico en plaquetas en seres humanos para
el tratamiento de las zonas donantes en pacientes quemados. Kakudo y cols. (2011)
aplican un gel de PRP sobre zona donante de injerto de piel parcial y, en los dias siguientes
(durante las curas), pulverizan sobre la zona tratada PRP liquido (obtenido como
sobrenadante de un gel de PRP centrifugado a 4000g). El analisis histoldgico en el dia 13

postcirugia de la zona donante tratada con PRP evidencia un mayor grosor epidérmico y
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numero de vasos en la dermis respecto al control. También refieren en dicha zona menor

dolor en el cambio de apdsitos y una epitelizacion mas réapida.

Takabayashi y cols. (2015) describieron en un modelo murino un efecto promotor de la
epitelizacion y vascularizacion en la zona donante de injerto tratada con concentrado

plaquetario respecto al control.

El desarrollo de un producto con el potencial de coagulacion intacto se presenta como
una estrategia adecuada para el tratamiento de heridas cutaneas. El coldgeno es uno de
los principales inductores de la coagulacion (Zhang y cols., 2019), por lo que la
pulverizacion del PRGF sobre el lecho cruento (con la adicion de la trombina endégena
aportada por el activador) desencadena este fendmeno, fijando las gotas coaguladas a la
superficie tratada. El propio codgulo actla estructuralmente como un concentrador de

factores.

En el protocolo utilizado en el presente estudio incorpora una Unica aplicacion (a
diferencia del caso de Kakudo, que repetia la aplicacion en cada cura), con el fin de
evaluar el efecto de la liberacidon progresiva de los factores atrapados en el producto
coagulado. Se ha observado un mayor porcentaje de epitelizacién precoz de las zonas
donante de injerto de piel parcial tratadas con PRP o PRGF. El 5° dia postoperatorio se
observan valores mas altos de cicatrizacion tanto en las zonas tratadas con PRGF como
con PRP respecto a aquellas tratadas con el tratamiento habitual. El 8° dia postoperatorio
el 55% de las zonas tratadas con PRP y el 45% de las zonas tratadas con PRGF han
cicatrizado totalmente frente al 20% de las zonas tratadas con el tratamiento habitual,
obteniéndose diferencias estadisticamente significativas entre PRP y tratamiento habitual
(p = 0.036). El 11° dia el porcentaje de cicatrizacion de las zonas tratadas con PRGF y
tratamiento habitual se iguala. No obstante, se continta observando un mayor porcentaje
de cicatrizacion en las zonas tratadas con PRP, sin diferencias estadisticamente

significativas.

En el presente estudio se evalua la calidad de la cicatrizacion de las zonas donantes de
injerto de piel parcial tratadas mediante PRP, PRGF y apdsito hidrocoloide, mediante las
escalas VSS y POSAS, al mes, a los 3 meses y a los 6 meses postcirugia, siendo el mismo
paciente el propio control. Se observé una mejor calidad cicatricial evaluada mediante la
escala VSS en las zonas tratadas con PRP y PRGF respecto al tratamiento habitual, siendo
mas notoria esta diferencia en las tratadas con PRP. En cuanto a la escala POSAS, se
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objetivaron valores inferiores en las zonas tratadas con PRP respecto al tratamiento
habitual. Las zonas tratadas con PRGF obtuvieron valores similares a las tratadas con
aposito hidrocoloide. Ninguna de estas diferencias resulto estadisticamente significativa.

8. Dolor

Miller y cols. (2015) concentran las plaquetas entre 10 y 12 veces el valor basal, utilizando
un metodo de aféresis, haciendo un gel para zonas donantes en 5 pacientes diabéticos con
Ulceras. Observa que reduce el dolor y por tanto el consumo de analgésicos, ademas

también se reduce la estancia hospitalaria.

Healy y cols. (2013) llevan a cabo un ensayo clinico con 50 pacientes sobre el dolor de la
zona donante de injerto de piel parcial tras la aplicacion de fibrina. Observan una
reduccion del dolor en las zonas tratadas con fibrina frente al tratamiento sin fibrina (0,42
versus 1,60 p < 0,001).

En el presente estudio se observan valores medios de EVA inferiores en las zonas tratadas
con PRP y PRGF frente a aquellas tratadas con el tratamiento habitual el 5° y 8° dias
postoperatorios. EI 3% dia postoperatorio las zonas tratadas con PRGF proporcionan una
puntuacion EVA inferior a aquellas tratadas con PRP o apésito hidrocoloide, aunque sin

significacion estadistica.
9. Infeccion

En cuanto a las complicaciones infecciosas, no se detectd ningun caso en los pacientes

tratados.

Respecto al potencial microbicida del PRP, Brinkmann (2010) describe unas estructuras
Ilamadas extracelular traps (formadas por bandas de DNA, histonas y proteinas
granulares) procedentes de granulocitos con cierto potencial microbicida (especialmente
con bacterias que expresan DNAasas). Estas extracelular traps se pueden generar
también a partir del nacleo de células dafiadas (por ejemplo, por la congelacion).

Edelblute (2015) observa un efecto antibacteriano del PRP activado.

Drago (2014) cita un efecto antibacteriano del PRP desleucocitado, pero se requiere
activacion plaquetaria y la cooperacién de componentes plasmaticos para que el efecto
tenga lugar (las plaquetas solas no lo tienen). Para explicar este efecto se han sugerido
varios candidatos: proteinas antimicrobianas de las plaquetas, péptidos del sistema
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inmune de defensa innato, proteinas fijadoras de complemento, interaccion directa de las
plaquetas con los microorganismos, citotoxicidad dependiente de anticuerpos, liberacion
de mieloperoxidasa, activacion de respuesta antioxidantes. La variedad de propuestas

evidencia la dificultad para identificar los factores que realmente controlan este efecto.

Los monocitos y granulocitos contienen granulos con mieloperoxidasa, sustancia que
interviene en la actividad antimicrobiana (Lincoln y cols., 1995). Cheng (2013) cita el
papel en la actividad microbicida de algunas proteinas presentes en los granulos
plaquetarios (PMPs) para explicar el potencial antimicrobiano del PRP. De hecho, este
ultimo observa efecto contra S aureus (aunque no frente a E coli y P aeruginosa)
imputable a las plaquetas activadas. En este mismo sentido, Bielecki (2007) detecta efecto
del gel de plaquetas contra S aureus sensible a meticilina y también contra la variedad
resistente, pero no frente a K pneumoniae, E faealis ni P aeruginosa. Incluso, para el caso
de Pseudomonas parece que tenga un efecto estimulante (por lo que dicen estaria
contraindicado su uso en pacientes con Ulceras cutaneas infectadas con este
microorganismo). Kachel (2010) ve menos tasa de infeccion en el tratamiento de ulceras

diabéticas cuando utiliza gel de plaquetas.

Mariani (2015) estudia una serie de moléculas asociadas a efecto antimicrobiano en PRP
rico y pobre en leucocitos encontrando una fuerte correlacion entre la concentracion de
estos factores y la inhibicidn del crecimiento bacteriano. Este efecto antibacteriano se
pierde después de 18h, aungue la congelacién del producto no afecta a esta capacidad. La
presencia de leucocitos en el preparado no afecta al potencial antimicrobiano del PRP, asi
que las moléculas responsables de esta actividad proceden principalmente de las

plaquetas.
10. Coste

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la utilizacion del PRP o PRGF como
tratamiento de la zona donante de injerto de piel parcial no supone un incremento de gasto
significativo, en lo que se refiere a material fungible, en comparacion con el resto de
tratamientos disponibles en la actualidad. Suponiendo un aumento de 1,56€ por paciente,
utilizado en combinacion con el aposito hidrocoloide suma un total de 2,70 €, siendo este
coste inferior al resto de tratamientos utilizados como la hidrofibra, el alginato o la gasa

parafinada con antibidtico.
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11. Limitaciones

Como limitacion fundamental del estudio encontramos el pequefio tamafio muestral
alcanzado finalmente. EI nimero total de pacientes reclutados fue de 20 frente a los 35
pacientes calculados inicialmente como tamafio muestral. Ello fue debido a un menor
reclutamiento de lo esperado, pese a la prolongacion del periodo de reclutamiento inicial
de 12 meses a 18 meses, el nimero de pacientes que cumplieron los criterios de inclusion
durante este tiempo fue inferior a lo estimado. Esto limita nuestra capacidad de realizar

inferencias sobre la poblacion.

No obstante, teniendo en consideracion que la Unica referencia bibliogréfica sobre el tema
disponible incluye un solo paciente, el presente trabajo representa una aportacion con

mayor base clinica.
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Conclusiones

1. El tratamiento de las zonas donante de injerto autélogo de piel parcial en el

paciente quemado con plasma rico en plaquetas o plasma rico en factores de

crecimiento, en comparacion con el tratamiento con apoésito hidrocoloide:

©)

©)

Disminuye la morbilidad.

Favorece la epitelizacién precoz.

Mejora la calidad cicatricial, evaluada mediante las escalas VSS y POSAS
al mes, 3 meses y 6 meses postoperatorios.

Disminuye el dolor.

No supone un incremento de complicaciones, incluyendo entre ellas la
infeccion de la herida quirdrgica.

No supone un incremento en el coste terapéutico en comparacion con otras

formas de tratamiento habitual.

2. Actualmente, no se dispone de evidencias clinicas suficientemente contrastadas

que justifiquen la utilizacion de un umbral minimo para la concentracién

plaquetaria en el PRP de 10%pq/ul para garantizar efecto terapéutico.

3. El coagulo generado con el PRGF evidencia una consistencia mas fragil que la

que proporciona el de PRP. Este hallazgo puede estar relacionado con un anormal

comportamiento dindmico del citoesqueleto plaquetario, como consecuencia de la

congelacioén previa a la coagulacién. El uso de un atomizador para la aplicacion

clinica minimiza esta circunstancia.

4. Se ha propuesto un protocolo para el potencial uso alogénico de PRGF para

aquellos casos en lo que no esté indicada la extraccion de sangre del paciente,

como sucede en el tratamiento de quemaduras en pacientes con una amplia

extension de piel afectada.
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medicamantos dal Hespital Universitads ¥ Polltéenico La Fa,
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Codige de pratocslo del promotor: PREZDSKIN

M ELDRACT: 201 6-000868-42 R

Tilul: "ESTUNO SOBRE | A CICATRIZACION DE LA TONA BONANTE DE INJERTO Ot
PIEL RARCIAL EN PACIENTES QUEMADDS TRAS APLICACION DE FLASMA RICO EN
PLAQUETAS O PLASMA RICO EN FACTORES DE CRECIMIENTO FRENTE A4 LA
FORMA TERAPELTICA HABITUAL. ™

Promator: INSTITUTD OE INVESTIGASION SANITARIA LA FE

PROTOCALCY 1.1/ 24 de mayo da 2014

HIFFCE 1.3 24 da mayo de 2016

FROCEDIMIENTOS v MATERIAL UTILIZADD PARS EL RECLUTAMIENTD CE LOS
SUJETOS: 0d de marzo de 2016

Que este Comité ha reallzado la evaluacion de la perte | de o solicitd de sutarizacién del
ensaye, ha valormdo lms respuestas dal promotar a lss aclaraciones soligtadas (5i las
hubiera) y ha ‘ransmitido 3 la Agencia Espaficla de medicamentos su opfnidn final sobre 13
paria .

Cue este Comité ha realzado la evaluacion de lz parle || de 12 solicitsd de artorizacion del
&6nsaye, de acusrdo Gan lo previsto en el Resl Decreto 108072015 ¥ an &l art 7 dal
reglamenta [UE} 53652014 v eonsidera gue
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ancabezamiente], y &l plan de reclutamisnte de sujctns previzie son adscuadss ¥ cumplan
con bos requisites para la obtencidn del consanlimients informado pravistos en el capitula 11
dei Res: Decreto 100052015,

¢ las caompensaclenes previstss a8 os pariclpanias son adecuadas, asl comp las
previsionss de indennizackin por dafios y perjuicios qua pueda sulrir 5| participa nte.

+ Elprocadimienta previsto para &l mansje de dalos personales es adecuado.

+ Elues luluro de laz muestras bloldgicss obtenidas durants &l ensayo za adecua = la
previstc en el Real Decreto 17162011,

+ Pamm la realizacion del enzays e consideran adecurados los centms a Ivast padoreas
piavislos an Bl anexo || 8 esle dislamen, teniendn &n cuanla las deglaraciones de
idoneidad cmitidas por &l promotor ¥ por ks responsables de las instiuciones
carrespandisntes.
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Que el CEIm el Hospital Universitano y Poligcnice La Fe, lanio 80 6o Sompsicion £omo
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legislaciin vigente que megula su funciohamienta, y que 8 composicion del CEIm del
Hospital Un varsilario y Politécrico La Fe es la indizada en &l anexd |, tenlsndo a0 cusata
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interés ro habd partsipade of la svaluacién nien e dictaman de |a solicitud de autorizasion

del ensayd clirieo.

Fdo.: Serafin Reodriguez Capaliin
Secretaio del Comité da Etica de [a Investigacion cen medicamanos
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r. SALYADOR ALING PELLICER [Catedratico Famacdlogn Clinlgn)

Sacretaric- Licanciade en Darecho;
J. SERAFIN RODRIGUE? CAPELLAM (Ligenciade en verecho-Ajana profesién sanitadia

Miernbras:

Dra. BELEN EELTRAKN NICLOS (Madlcine O.gestiva)

Gr. MARING BLAKNES JULIA (Unidad de Enfermedadas Infegalosas)

e, INMACUILADA TALYD PENADES [ Resumate o s Pedidtrica}

O, BOMAVENTURS CASANCYA ESTRUCH {Meurclogia)

Ur. JOSE VICENTE CASTELL RIPCUL [Hepalslogia Expetimental)

De. JOSE VICENTE CERWVERA ZANMORA {Hematelagia)

Dra. MARIA [SABEL IZZUIERDO KACIAY iMeonatologka)

D, LUIS MARTINEZ DOLZ (Cardinlogia)

Ora. PAULA FAMIREZ o) | EYMORE (LI qgoenaral)

Cr. JOAM SALGM SANVALERD (Unidad da £3rouladon Carabrgl| Expa-imertal}

Cr. MAXIMD VENTO TORRES (Meonatelogia)

Cr. ISIDRO TORLA MIRANA (Pediatria)

Ora. SARA HRLIGGER FRIGOLS (Radindia gndstica}

Dra. EUGENIA FAREJA IBARS {Citugia Seneral y Aparato Dig aslivo)

Dr. FELIPE QUERQL FUENTES [Rehabillilackon}

Dra. MARIA LU|ISA MARTINEZ TRIGUEROD (ANE isia Clinicog)

Dra. MARIA TORDERA BAVIERA (Fan maneutica del Hospitall

Or. CESAR DMAZ GARCIA (Reproduccitn - M embre de 13 Cemfsion de Investinactdn)
Or. SANTIAGD DOMINGD DEL POZO [Jefa Ciinles-Oneclogha Glreaoldgirs)

Do JOAGUIN ERNESTO HING.DSA DE VAL (Medidne Digestiva - Hospital de Manizes)
Dra. M® ANGFI S CANOE YERDECHO (Unidad del Gokor)

Cia, ANA MARLA WV WAS BROSETA, (Diplomada sn Enfermera?

Chia. MARIA VICTORIA FARICIO GUMEZ (Ares da Erfarmerla)

Cr. QSCAR JOSE JUAN VIZAL [Oncologa Médica)

Dr. JOSE MARIA CANELLES GAMIR {Farmacsutioe de Atercitin Frimaria)

Dria, AMPARQO FUERTES VIDAL (Subdirschora Erandmiza)

Cir. JOST WORRA CORTES {Reu matologla)

Er. MATTEQ FRASSON (Cimugla General v Aparaks Digecstiva)

Dr. JOSE WICENTE SOLANAS PRATS PAencidn Primarie)

CAz. PILAR ROBLES ¥ILLALBA (Vicapresidenta de |a asaciacian de Miastenis Miembro
#en0 4 1z profesion sanitaria)

Dr. JAVIER LLUNA GONZALEZ (Cirugia Pediatrica - Miembro del Comite da Eflis
Fuvighancial)

Bira. MOMICA ALMIFLARA RIQUE [Gereats dil Dplo. de Salud Valencia La —g)

0. MIGUEL ANGEL CANO TORRES (Secrefario da ASLELWAL Represenlants de los
paciantos)
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Anexe | Dictamen Inicial sobre la parta
CENTROS E INVESTIGADORES PRINCIPALES PARTICIPANTES EN ESPARA

Cidlge de protoedlo del promotor: PRPZOSKIN

M= ELDRACT: 201 8-000988-42 .

Tituky; “ESTLIONG SO8RE LA CICATRIZACIDN DE LA ZONA DONANTE DE (INJERTD DE
PIEL PARCIAL EN PACIENTES QUEKADODS TRAS APLICATION DE PLASMA RICO EN
PILAGUETAS O PLASMA RGO EN FACTORES DE CRECIMIENTO FRENTE A LA
FORMA TERAPEUTIGA HABITUAL. "

Pronmwlar: IMETITUTCS DE INVESTIGACION SANITARLS LA FE

Thginz 4 d= 4
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4. Autorizacion del ensayo clinico por la AEMPS

BE 1 DeF
ﬂ_ﬁ: s » m .r'-'l'. ::I| .-.1 |-|" g .'|' DE MEDICAMENTOE
I r\l:_ﬁll -l LR L ’ D=
& ElE-nOeC . produclos sanitarias

Area de Ensayos Clinkos

Referencia: MUH/CLINFEC

ASUNTO: RESOLUCION DE LA SOLICITUD DE AUTCORIZACION DE UN ENSAYOD
CLINICO
DESTINATARIO: INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA LA FE

Avenida Femando Abril Martorell, 106
null Valencia (Espafia)

Solicitud de autorizacion del Ensayo clinico N® EudraCT 2016-000968-42 v titulo Estudio sobre la
cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial en pacientes quemados tras aplicacion de
plasma rico en plaguetas o plasma rico en factores de crecimiento frente a la forma terapéutica
habitual vy calificacion de producto en fase de investigacion clinica para elflos medicamentos: el
medicamento Platelet-rich plasma (PRP) como producto en fase de investigacion clinica, asignandole
el N* de PEI 16-042 con la indicacion cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial de
pacientes quemados, el medicamento Plasma rich in growth factors como producto en fase de
investigacion clinica, asignandole el N® de PEI 16-043 con la indicacion cicatrizacion de la zona
donante de injerto de piel parcial de pacientes quemados.

PROMOTOR: INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA LA FE
Avenida Femando Abril Martorell, 106
46026 Valencia (Espania)

FECHA SOLICITUD VALIDA:  15/04/2016

Una vez evaluada la solicitud de autorizacion de ensayo clinico previamente indicada, se considera
que cumple con loz requisitos indicados en el Real Decreto 1090420135, de 4 de diciembire, por el que
se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigacion con
medicamentos v el Registro Espafiol de Estudios Clinicos y demas legislacion aplicable®.

Por todo lo anteriormente expuesto la Directora de la Agencia de Medicamentos v Productos
Sanitarios en el ejercicio de sus competencias RESUELVE:

AUTORIZAR el ensayo clinico solicitado v CALIFICAR el medicamento Platelet-rich plasma (PRP)
como producto en fase de investigacion clinica, asignandole el N® de PEI 16-042 con la indicacion
cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial de pacientes quemadaos, el medicamento
Plasma rich in growth factors como producto en fase de investigacion clinica, asignandole el N° de
PEI 16-043 con la indicacion cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial de pacientes

* Tt refuncide da b Loy e Garari y Uso Raconsl da los ¥ o Resl Decreto Laghlstve 1/2015, de 24 de julio
Fimal Decrate TITSRE11, de 55 de sepSermbre, por ol gua e cras e Ageschs mtetel “Agencis Excefich de I ¥ Producios ¥ e it i bt de”
Fimmado dighalments por: Agenda Espaliola de Medcamenios y Producios Sanianos Localkrsdor ROTHT7EB81

Fechade la firma; Z30e2018
Puede compeobar ks subenticidsd ded documenio =n b aplcacion Locslizador de i Web de la AEMPS

[coRRED ELECTROMICT | Pagina 1 de 2 O CAMPEZD, 1 - EDIFICIO &
smhaemfemps e Tel: 518225073
Far 318225043
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quamados.

Contra esta Resolucion, gque pone fin a la via administrativa, puede interponerse potestativamente
Recurso de Reposicion ante elfla Directorfa de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarics en el plazo de un mes, conforme a lo dispuesto en el articulo 116 y 117 de la Ley 30/1992,
de 26 de noviembre, de Régimen Juridico da las Administraciones plblicas y del Procedimianto
Administrativo Comdn, o interponerse Recurso Contencioso-Administrativo ante el Juzgado Central de
lo Contencioso-Administrativo de Madrid, en el plazo de dos meses a contar desde el dia siguiente a
la recepcion de [a presente notificacion, conforme a lo dispuesto en la Ley Reguladora de la
Jurisdiccion Contencioso-Administrativa de 13 de julio de 1998, y sin perjuicio de cualquier otro
recurso gue pudiera interponerse.

LA DIRECTORA DE LA AGENCIA ESPANOLA
DE MEDICAMENTOS ¥ PRODUCTOS SANITARIOS

D®. Belén Crespo Sanchez-Eznarriaga

Firmiado digitalmasnts por: Agencia Espaiiols de Modcamenios y Produdos Saniarios Localzador: ROTHTTSE81
Focra do a firma: 230672016
Puadia somprosar s sotenboidsd del documians #n ks aplicacide Localmdor da s Wsh 38 i AEMPS

CORRED ELECTROMICO Pagina 2da 2 T CAMPEZD, 1 - EDIFICIO 8
| | 28022 MADRID
smhaomDaemps o5 Tal.: $1B225073

Fiast: §1EZ25043
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5. Resolucion de ayudas econdmicas

Senitaric Lo Fe

RESOLUCION Xl CONYOCATORIA AYUDAS ECONOMICAS
PARA DESARROLLO DE ENSAYOS CLINICOS DEL IS LA FE

ANUALIDAD 2017

El Comité Evaluador, reuride en sesidn detiberatona el 17 de enero de 2018, habiende axaminada las
soficitudes presantadas y valoradas, 13 calicac centifica cel proyects, la capacidad del grupo receator para
desarrallar y sostener la Investigacidn propuesia, asi coma, los méntos de los candidatos, decidit aprobar
la concasion de ayudas a los siguientes estudos de investigacidn presentaces en el 115 La Fe:

Cdadigo de Protocolo: PRPZDSKIN

Titule: Estudio schre la cicatizacén de la zona donante de injers de piel parcial en pacientas
quemadas tras aplicacian de plasma rica en plaquetas o plasma rico en factores de cracimianio frente
4 la forma terapautica nabitual

Investigador Princigal: M* Dofores Pérez del

Cadigo de Protocole: SHKINMHEALTEX

Titule: Fatudio cinieo progpective, controlads v aleatorizado, con evaluacds enmascarzda, para
comparar intraindividualmente |a eficacia y lolerabildad de SKINHEALTEX PLEA, frente al tratamiento
quirdrgico habitual con autpinjerio en pzoientes con guemaduras

Investigador Principal: Pilar Sepdliveda

El desarrolio de los Estudios de Investigacicn vslard sujels a la aprebacion del Comité Elics de Investigacidn

de! Hospital L'y P La Fe, CFEIm La Fe

Walencia, a 8 de febrer de 2018

Dr. José M* Millan Salvador
Director General del 1S La Fe

Pagina 1de1
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