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Platelet rich plasma (PRP) is used to speed up tissue repair. Despite its widespread use, the

therapeutic application of PRP generates controversies in clinical results due to the variability
in methods of obtaining the different preparations and differences between the components of
different types of PRP, so it's recommended to mention the type of platelet preparation used.
In this article, we describe technical and biologics characteristics of our platelet product,
and we compare them to different commercial preparations described in order to validate
their clinical use. Our results determine that the preparation can be considered a platelet rich
plasma with biological activity in vivo and in vitro, which supports its use as a valid therapeutic
tool, alternative to products currently available in Regenerative Medicine.
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INTRODUCCION

| plasma rico en plaquetas (PRP) es utilizado

para facilitar la reparacién tisular”. Funciona
como un reservorio de factores de crecimiento
y citoquinas que son liberados al momento de
activar las plaquetas. En general, un preparado es
considerado un PRP cuando la concentracién de
plaquetas aumenta entre 4 a 10 veces en relacion

a sangre periférica (150.000 - 400.000 plaquetas
fu)®.

Existen diferentes protocolos de obtencién de PRP
que difieren en los procesos de toma de muestra,
centrifugacién, métodos de activacién, concen-
tracién de plaquetas, concentracién de leucocitos,
contenido de fibrina o fibrindgeno, presencia o
ausencia de glébulos rojos y volumen final obteni-
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do®. Esto ha generado una gran variabilidad en
los resultados clinicos®”, por lo que se recomienda
mencionar el tipo de preparado plaquetario utili-
zado. En general, la clasificacién del PRP se ha
enfocado en la concentracién de plaquetas y leuco-
citos presentes en el preparado (Tabla 1); sin em-
bargo, de acuerdo a la clasificacién DEPA propues-
ta por Magalon®, debe ampliarse esa descripcién y
considerar: (D) dosis de plaquetas inyectadas, (E)
eficiencia en la produccién del PRP, (P) pureza del
producto y (A) método de activacion.

Nuestro Laboratorio prepara PRP para uso auté-
logo en problemas de reparacién osteomuscular,
estético y para el tratamiento del dolor, a dife-
rencia de métodos automatizados como GPS III°,
BIOMET?", Plateltex®, Magellan®, Artherx ACP® o
BTI*®!%, la preparacién es manual. El objetivo de
este articulo es describir las caracteristicas de nues-
tra preparacion plaquetaria, considerando la clasi-

ficacién DEPA y compararla a PRPs obtenidos por
métodos automatizados utilizados en medicina

regenerativa.

INDIVIDUOS, MATERIALES,
METODOS Y PROCEDIMIENTO

Individuos y muestra

Los individuos reclutados firmaron consentimien-
to informado aprobado por Comité de Etica y cer-
tificado por la Oficina de Apoyo a la Investigacién
Clinica del Hospital Clinico Universidad de Chile
(HCUCH). A los individuos se les extrajo en dos
ocasiones 30 mL de sangre periférica espaciadas
por 10 dias en condicién de ayuno y sin haber
tomado anticoagulantes o antiagregantes plaque-
tarios en las Ultimas 72 horas. Las muestras se
depositaron en tubos de 10 mL previamente con-
dicionados con 1 mL del anticoagulante ACD-A.

Tabla 1. Clasificacion de los preparados plaquetarios y componentes de acuerdo a su
estado de activacion y los componentes presentes.

PRP no activado PRP activado
Gel Liquido

Componente P-PRP LP-PRP L-PRP P-PRF L-PRF PRGF SRGF
Plaquetas +++ +++ +++ + +
Plaquetas activadas No No NO Si Si Si Si
Leucocitos < 100/uL 300 - 1500/uL >1500/pL < 100/uL >1500/uL
Factores de + + + + + e+t o+
crecimiento y (atrapadas en | (atrapadas en
citoquinas en malla de malla de
sobrenadante fibrina) fibrina)
Adicién de + +
activadores de la
coagulacion CaCl,
0 trombina
Fibrina / Fibrindgeno | Fibrindgeno Fibrindgeno Fibrindgeno Fibrina Fibrina Fibrina
Factores de la + + +
coagulacion

P-PRP: plasma pobre en leucocitos y rico en plaquetas
LP-PRP: plasma bajo en leucocitos y rico en plaquetas
L-PRP: plasma rico en plaquetas y leucocitos

P-PRF: fibrina pobre en leucocitos y rico en plaquetas
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L-PRF: fibrina rica en plaquetas y leucocitos
PRGF: plasma rico en factores de crecimiento
SRGF: serum rico en factores de crecimiento



Preparacion de plasma
rico en plaquetas

Las muestras fueron sometidas a dos centrifuga-
ciones (centrifuga marca Thermo modelo BR4i
multifunction, dngulo fijo): la primera, a 400 x g
durante 5 min a temperatura ambiente (TA) para
separar las plaquetas de los otros tipos celulares
y la segunda, a 2000 x g durante 10 min a TA
para reducir volumen plasmdtico y concentrar las
plaquetas. Posteriormente, el preparado se dejé en
reposo durante 20 minutos a TA para desagregar
las plaquetas. Finalmente se incub6 a 22°C en agi-
tacion continua hasta su uso.

Medicion de la concentracion de plaquetas,
leucocitos, eritrocitos y de citoquina TGF-p1 y
TGF-p2 en PRPs.

Se midié en un hemocitémetro (marca Advia, La-
boratorio Central, HCUCH) la concentracién de
plaquetas, leucocitos y eritrocitos en el PRP y en
sangre periférica (basal). Para la determinacién de
las citoquinas, el PRP y el plasma basal fueron acti-
vados con 50 pL de CaCl, 10% /mL de solucién. Se
esperé la formacién del codgulo y luego de 40 min se
recolectd el exudado plasmdtico y se realizé la medi-
cién con el test Quantikine ELISA Human TGF-g1
y TGF-p2 (R&amp;D, Minneapolis, Minnesota,
USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Medicion de la actividad biolégica del PRP
sobre células que participan en el proceso de
reparacion tisular.

Para evaluar la actividad biolégica del PRP in vi-
tro, se desarrollaron tres ensayos.

a. Induccién de fenotipo reparador de macréfagos

(M2). Las células se generaron en condiciones

11)

establecidas anteriormente!” y se incubaron

con PRP autélogo activado con trombina a una

concentracién de 50% v/v durante 48 horas
(n=3). Posteriormente, las células fueron anali-
zadas por criometria de flujo con los anticuer-

pos anti-CD14 FITC y anti-CD206-PE-Cy5.

. Proliferacién de fibroblastos. 2 x 10 fibroblas-

tos periodontales (cedidos gentilmente por Dr.
Patricio Smith, Pontificia Universidad Catélica
de Chile) fueron incubados a 37°C con 20% v/v
de PRP activado con trombina /DMEN (n=9),
10% SFB /DMEN (n=6) o medio DMEN du-
rante 48 h. Posteriormente, se lavé dos veces
con suero fisiolégico y se agregé DMEN y 20
pL de CellTiter 96 Aqueous One Solution Rea-
gen, incubando por 2 horas a 37°C. Al final del
periodo, se midi6 la absorbancia a 490 nm en
un espectrofotdmetro Synergy HT (Biotek) y
se calculé el indice de proliferacién, dividiendo
los valores de Abs de PRP o SFB con respecto a
medio DMEN solo.

. Crecimiento de células madres mesenquima-

les (CMM) derivadas de médula ésea. La mé-
dula dsea fue obtenida de pacientes (n=2) con
patologia hematolégica de leucemia mieloide
crénica (LMC) y que tenfan indicacién de
puncién medular para control de su enferme-
dad. El excedente de muestra se utilizd, previo
consentimiento del individuo, para la obten-
cién de CMM. En breve, se disgregd la médula
dsea y se agregé 10 mL ACK 1X (Gibco, USA)
para eliminar los eritrocitos. Se lavaron las cé-
lulas con PBS y se sembraron 20 x 10¢ células
nucleadas en medio SFB o PRP activado con
trombina. A las 48 horas, se elimind el sobre-
nadante de cultivo y se agregd medio fresco de
RPMI /10% SFB o RPMI /10% PRP. El medio
se cambié cada 3 dias, contando las células pre-
sentes a los 10, 15 y 21 dias. Adicionalmente,
en el dia +21, las células fueron evaluadas por
citometria de flujo y se analizé la morfologia
mediante tincién de hematoxilina/eosina.
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Inyeccion de PRP en paciente
con refractura osea

Se realizd tratamiento con PRP en un paciente
hombre de 51 afos, quien presentd una refractu-
ra de la base del quinto metatarsiano izquierdo de
12 dias de evolucién. Ademds, presenté inflama-
cién y dolor al caminar, por lo que cojeaba visi-
blemente. Para realizar tratamiento se extrajo 27
mL de sangre periférica (concentracién plaqueta-
ria basal de 251 x 10° /uL) y luego se preparé el
PRP de acuerdo al protocolo descrito. Se obtuvo
2 mL de PRP conteniendo 1842 x 10° plaquetas /
uL (total 3,6 x 10° PLT), 1.7 x 10° leucocitos /uL
y 0.06 x 10° eritrocitos /pL, la que fue inyectada
sin activar al dia siguiente. Doce dias después se
preparé una segunda dosis, también a partir de
27 mL de sangre periférica (concentracién pla-
quetaria basal 330 x 10° /uL), obteniendo 2 mL
de producto y conteniendo 2445 x 10° plaquetas
/uL (total 4,89 x 10° PLT), 2.4 x 10° /uL y 0.09
x 10° eritrocitos /uL, la que fue inyectada sin
activar en el lugar de la lesién. Se realizé cultivo
microbioldgico en ambos preparados para descar-
tar contaminacion.

Comparacion del PRP obtenido en

Laboratorio de Terapia Celular con

preparados plaquetarios utilizados
en medicina regenerativa

Se compard el PRP obtenido en nuestro Laborato-
rio con otras preparaciones descritas para uso cli-
nico. Se compararon los productos segtn la clasifi-
cacién DEPA propuesta por Magalon® (Tabla 2).
Ademis, se incluyé el anticoagulante utilizado, el
estado de activacién del producto y el tipo de PRP
obtenido de acuerdo a la clasificacién establecida
por Ehrenfest®.
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RESULTADOS

Aumento de la concentracion de plaquetas y de
citoquina TGF-p1 y TGF-p2 en PRPs obtenidos en
el Laboratorio de Terapia Celular

El anilisis de datos revelé que el procedimiento
aumenta 6,4 + 1.1 veces la concentracién plaque-
taria comparado a la concentracién en sangre peri-
férica, con un promedio de 1,35 + 0,33 x 10° PLT /
uL (Figuras 1Ay 1B). Ademds, el método es repro-
ducible e independiente del operador que realice la
preparacién del PRP (Figura 1C).

Con la técnica empleada se obtuvo un volumen
aproximado de 2,5 mL de PRP con una concen-
tracién sobre 1 x 10° plaquetas /uL en 17 de 20
preparaciones (85%). Ademds, el preparado con-
tiene leucocitos (sobre 70% corresponde a linfoci-
tos) en una concentracién promedio de 2.76 + 1.23
células x 10° /uL, pudiendo considerarse como un
plasma rico en plaquetas y leucocitos (L-PRP). La
contaminacién por eritrocitos en el PRP mostré
una concentraciéon de 0,102 + 0,033 x 10°/pL,
una reducciéon de 50 veces la cantidad encontra-
da en sangre periférica. La pureza del preparado,
es decir, el porcentaje de plaquetas con respecto a
otros tipos celulares, alcanzé un 92,9%.

La activacién del PRP con CaCl, provoca la libe-
racién de factores de crecimiento y citoquinas des-
de las plaquetas hacia el medio. En nuestros pre-
parados, la medicién en sobrenadantes plasmdticos
luego de 40 minutos postactivacién detecté 20.6
+ 6.2 ng /mL de TGF-B1 y de 0.55 + 0.31 ng/mL
de TGF-B2, lo que significa un aumento de 6,5 y
4,2 veces la cantidad encontrada en el suero, res-
pectivamente (Figuras 2A y 2B). Adicionalmen-
te, y al igual que en otros estudios realizados""'?,
confirmamos que existe una relacion directamente
proporcional entre la concentracién plaquetaria y el

TGEF-f (Figura 2C).



Tabla 2. Comparacion de diferentes formulaciones de PRP

Parametros
mL sangre Dosis a Eficiencia Pureza Clasificacion | Volumen Tiempo
Sistema (anti inyectar | recuperacion del DEPA de PRP | preparacion | Activacion | Tipo PRP
coagulante) | x 10°plt |plaquetaria(%)| preparado (mL) (min)
Terapia 27 (ACD-A) 3,37(B) 59,49 (C) 92,9 (A) BCA 2,5 60 CaCl, L-PRP
celular (opcional)
Curasan 8,5 (CPD-A) 0,55 (D) 32,4(C) 97,7 (A) DCA 1 30 LP-PRP
Plateltex 6 (ACD-A) 0,23 (D) 19,4 (D) 875 (B) DDB 0,34 25 CA**, L-PRP
batroxobin
GPSII™ 50 (ACD-A) 2,28 (D) 92 (A) 6 (D) CAD 6,01 20 Trombina L-PRP
autéloga
RegenlLab 6 (ACD-A) 0,95 (D) 79,3 (B) 975 (A) DBA 3,068 7 Trombina P-PRP
autologa
Cascade 18 (citrad de | 2,43 (C) 67,5 (C) 81,5 (B) CCB 75 8 CaCl, LP-PRP
MTF Sports sodio 3,8%)
GPS Il 55 (ACD-A) 2,48 (C) 96 (A) 27 (D) CAD 6 20 Trombina L-PRP
(BIOMET) autologa
Magellan 26 (ACD-A) 3,41 (B) 65,8 (C) 60,4 (C) BCC 6 20 L-PRP
Selphyl 8 (citrato de | 0,95 (D) 59,5 (C) 73,9 (B) DCB 41 8 CaCl, L-PRP
sodio 3,8%)
RegenPRP 8 (citratode | 0,99 (D) 61,7 (C) 46 (C) DCC 31 10 Trombina L-PRP
sodio 3,8%) autéloga
MiniGPS Ill 27 (ACD-A) 2,56 (C) 34,9(C) 51,8 (C) ccc 3,21 20 Trombina L-PRP
autologa
ACP Arthrex 11 (ACD-A) 1,04 (C) 48 (C) 81 (B) CCB 4,03 7 no LP-PRP
Megalon 30 (ACD-A) 1,81 (C) 30,2 (C) 80,7 (C) CCB 341 40 L-PRP
etal(z)
JP200 20 1,04 (C) 26 (C) 19,6 (D) CCD 1 20 CaCl, L-PRP
GLO 8,5 0,64 (D) 374 (C) 38,2 (C) DCC 0,6 10 CaGl o CACI, L-PRP
(opcional)
Magellan Isto | 60 (ACD-A) 5,43 (A) 45,3 (C) 32,9(C) ACC 3 17 CaCl, L-PRP
Biologics /
Asteriocyte
Kyocera 20 3,12 (B) 78,1 (B) 29,4 (D) BBD 2 20 CaCl, L-PRP
Selphyl ** 8 (citrato de | 0,21 (D) 13,1 (D) 99,7 (A) DDA 2 20 LP-PRP
sodio 3,8%)
MyCells 10 0,98 (D) 48,8 (C) 87,3(B) DCB 1 8 Sin activar L-PRP
Dr. Shin 8,5 0,78 (D) 459 (C) 18,8 (D) DCD 1 10 L-PRP
Smartprep2 54 (ACD-A) 85 (A 58 (C) < 95% (A) ACA 7 15 Trombina L-PRP
harvest (y) humana
8 Revista Hospital Clinico Universidad de Chile
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Figura 1. Medicion de la concentracion plaquetaria en PRP.

Ensayo 1 Ensayo 2
Muestras PLT basal PRP Concentracion PLT basal PRP Concentracion
(x103/pL) (x103/pL) (n° veces) (x103/pL) (x103/pL) (n° veces)
SL 184 1557 8,46 204 1477 7,24
cl 281 1629 5,80 184 1066 5,79
CP 158 816 5,16 201 1298 6,46
PS 210 1271 6,05 222 1300 5,86
JL 260 1778 6,84 172 934 5,43
MS 281 1583 5,63 172 1127 6,55
AA 124 1151 9,28 149 1029 6,91
FU 291 1564 5,37 232 1403 6,05
RH 181 1302 7,19 277 2029 7,32
00 178 848 4,76 297 1883 6,34
Promedio 214,8 1349,9 6,46 211 1355 6,39
A) Cuadro resumen con valores en n=10 individuos.
3 sangre Periférica (basal) @
p < 0.0001 p < 0.0001 B e 2 s 2
2500 1 H M 10 - 1 u
2000 4 84 }
= e_o
= S ® ®
S 1500 1 £ 44 AT
[’ ® £ $ ot
‘g 1000 4 2 44
- 500 4 ; 2 o
. ek ofie
Opl Op2 0 ' x
Operador
B) Diferencias entre la cantidad de plaquetas basal y PRP (p<0.001).
C) Operador dependencia de método de obtencion de PRP.

El PRP estimula la polarizacion de macrofagos
y la proliferacion de células madres
mesenquimales (CMM) y fibroblastos in vitro.

En este trabajo se evalué el efecto del PRP sobre
células que participan en el proceso de reparacién
tisular, como macréfagos, CMM vy fibroblastos. En
nuestros resultados observamos un aumento signi-
ficativo en la expresion de CD206, un marcador de
macréfagos de tipo reparador, en células estimula-
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das con 50% v/v de PRP activado (Figuras 3A y
3B) o una concentracién de 25% v/v (no mostrado).
Las concentraciones menores a un 20% v/v de PRP
no tienen un efecto sobre la expresion del marcador
CD206 en macréfagos; sin embargo, permiten la
proliferacién de células mesenquimales derivadas de
médula 6sea (Figura 3D), las que mantienen una
morfologia alargada (spindle-shaped), filiformes,
granulares, con digitaciones de tipo fibroblasto ca-
racteristica de una CMM (Figura 3C) y un fenotipo



Figura 2. Comparacion entre concentracion.
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CD90+ CD105+ CD45- propias de células madres
mesenquimales (Figura 3E). El mismo efecto se
observé en el cultivo de fibroblastos periodontales,
que al ser estimulados con PRP al 20% durante 48
horas, mantienen su morfologfa tipica (Figura 3F) y
aumentan significativamente su capacidad (p<0.01)
de proliferacién comparado a cultivos con 10% SFB

(Figura 3G).

La aplicacion de PRP en paciente con refractura
osea favorece la reparacion del tejido dseo

Luego de la infiltracién de la primera dosis de 3,6
x 10” PLT, el paciente indica que el dolor disminu-
y6 considerablemente, caminando normalmente
sin bota ortopédica; sin embargo, la radiografia
muestra un leve crecimiento de tejido blando en el
lugar de la fractura (Figuras 4A y 4B). Treinta dias
después de la segunda dosis de 4,89 x 10° PLT, se
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realiza una segunda radiografia, la que muestra un
aumento de la densidad 6sea en la zona de fractura
(Figura 4C), indicando un proceso de reparacién
del hueso. En relacién a su calidad de vida, el pa-
ciente mencioné que mejord y que volvid a realizar
sus actividades normales previas a la fractura dsea.
Cabe consignar que en la administracién del PRP
no hubo complicaciones durante o después de su
aplicacion en el paciente.

El PRP obtenido en Laboratorio de Terapia
Celular corresponde a tipo BCA de acuerdo a la
clasificacion DEPA.

Como mencionamos anteriormente, existen di-
versos métodos de obtencién de PRPs, los cuales
originan productos que difieren en su composicién
plaquetaria, la eficiencia de obtencidn, pureza, vo-
lumen, método de activacién, entre otros (Tabla
2). De acuerdo a la clasificacién DEPA, nuestro
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Figura 3. Efecto de PRP sobre células que participan en la reparacion de tejidos.
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Figura 4. Radiografia de pie izquierdo
(fotografia invertida).

A) Antes de terapia cin PRP. B)10 dias post primera dosis de PRP.
C) 30 dias post segunda dosis de PRP.

preparado se considera un tipo BCA, es decir, la
dosis de PRP inyectada fueron 3,6 y 4,89 x 10° PLT
(B), con una eficiencia de recuperacién plaquetaria
de 53 y 54 % (C) y la pureza fue de 95% (A) en
ambas preparaciones. En los productos evaluados
no encontramos un PRP con la misma clasificacién
que el nuestro e incluso notamos que existe una
gran diversidad entre las distintas formulaciones.

La mayoria de protocolos de obtencién utilizan
ACD-A como anticoagulante en una proporcién
1:9 con la sangre extraida del paciente, y a dife-
rencia de EDTA o heparina, mantiene la funcién
plaquetaria. En general, el volumen plasmdtico
obtenido en los preparados plaquetarios ricos en
leucocitos (L-PRP), incluido el nuestro, correspon-
de a un 10% del volumen de la muestra extraida,
mientras que en productos plaquetarios pobres
en leucocitos (P-PRP) el volumen plasmdtico estd
sobre un 30% del volumen inicial. En relacién al
tiempo de preparacién, nuestro procedimiento de-
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mora 60 minutos, a diferencia de los PRP automa-
tizados que se obtienen antes de 25 min. Esta dife-
rencia se debe a que nuestro protocolo realiza dos
centrifugaciones, sumado al tiempo de incubacién
empleado para desagregar las plaquetas. En rela-
cién al estado de activacion del producto, nuestro
producto puede ser o no ser activado con CaCl,
antes de ser aplicado, factor que depende exclusi-
vamente del médico a cargo de la administracién

del producto.

DISCUSION

En este trabajo se obtuvo un PRP en base a proto-
colo desarrollado en la Unidad de Terapia Celular
del Hospital Clinico Universidad de Chile. La eva-
luacién de sus caracteristicas de produccién y apli-
cacién muestran que la formulacién concentra las
plaquetas sobre 6 veces con respecto a sangre pe-
riférica (Figuras 1A y 1B) y contiene una cantidad
de leucocitos residuales que permite identificarlo
como un plasma rico en plaquetas y leucocitos (L-
PRP). Ademis, presenta una actividad biolégica in
vitro sobre células que participan en el proceso de
reparacion tisular (Figura 3), asi como también,
muestra un efecto en el crecimiento dseo en pa-
ciente con refractura sea (Figura 4). De acuerdo
a la clasificacién DEPA, nuestro preparado corres-
ponde al tipo BCA y al comparar las caracteristi-
cas de produccién del PRP con otros productos
plaquetarios (Tabla 2), se observan diferencias en
su composicion que podrian generar efectos clini-
cos distintos.

En la mayoria de nuestros PRP se obtiene una con-
centracién plaquetaria sobre 1x10¢ plaquetas /uL,
valor estindar que se considera un criterio de ca-
lidad en la preparacién del producto®. Este pa-
rametro; sin embargo, no garantiza la actividad
biolégica deseada, por lo que evaluamos el efecto
del PRP sobre diferentes tipos celulares involu-
crados en la reparacién del tejido. Los resultados
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mostraron que al estimular con 50% v/v de PRP
activado con trombina, existe una polarizacién
de macréfagos hacia un fenotipo reparador, un
efecto equivalente al conseguido en un estudio
anterior"” al estimular macréfagos con PRP no
activado en proporcién 1:1000 (dosis de plaque-
tas 0,3 x 10°). Las concentraciones de 20 y 10%
de PRP son suficientes para lograr la prolifera-
cién de fibroblastos y el crecimiento de CMM,
respectivamente, aunque no podemos asegurar
que sea la cantidad 6ptima, ya que no realizamos
una curva de dosis-respuesta. En estudios simila-
res, se observa un aumento en la proliferacién en
fibroblastos periodontales en cultivos, contenien-
do un 20% v/v de PRPs obtenido mediante el
método de GLO™ ¢ incluso en concentraciones
bajas como al 1% de PRP activados con CaCl,"°.
Del mismo modo, se ha descrito que las concen-
traciones de PRPs, conteniendo entre 200-1500 x
10° PLT /uL y luego diluidas en soluciones a 10%
PRP /medio de cultivo, promueven la prolife-
racion de CMM"” . De lo anterior se desprende
que los efectos biolégicos inducidos por el PRPs
dependen de su dosis y también del tipo celular a
estimular, variables que se suman a las diferencias
en el tipo de PRP utilizado y que pueden con-
tribuir a la diversidad de resultados terapéuticos

observados8-29,

Como hemos mencionado, los componentes
varfan entre los diferentes tipos de PRPs y ac-
tualmente no existe un consenso del contenido
ideal de un preparado plaquetario para reparar
el tejido. Por ejemplo, a diferencia de preparados
considerados puros, nuestro producto contiene
leucocitos y puede considerarse un L-PRP. Algu-
nos autores sefialan que la presencia de leucocitos
genera una actividad antimicrobiana®’ y permite
una 6ptima liberacién de factores de crecimiento

desde las plaquetas®?

, mientras que otros autores
sugieren que la inclusién de estas células podria

generar efectos negativos, como un aumento de

www.redclinica.cl

la inflamacién o del proceso de fibrosis del teji-
do®2%. Tampoco existen datos concretos acerca
de la cantidad de factores de crecimiento como
BMP-2, FGF, VEGF, EGF o de citoquinas como
IL-1 y TGEF-B, liberadas desde las plaquetas para
la reparacién normal sin provocar una fibrosis
del tejido. En el caso de TGF-fI1, un recono-
cido agente profibrético que participa en la re-
generacién de los tejidos y regulacién inmuno-
légica, la concentracién en nuestros preparados
es menor a otros L-PRP obtenidos por procesos
automatizados como GPS III Biomet, Magellan
o SmartPrep 2%, condicién que puede deberse al
tipo de activador (CaCl, vs trombina) o a la con-
centracion de leucocitos presentes en el produc-
to1*#2% Para zanjar esta discusién, es necesario
realizar estudios bdsico-clinicos que definan la
composicién y capacidad del PRP en la regene-
racién apropiada del tejido dafado. En relacién
a la administracién de un preparado plaquetario
con y sin activar, nuestro PRP queda supeditado
a la decisiéon del médico tratante. Como antece-
dente, en un estudio de tratamiento realizado en
pacientes con tendinopatia crénica del Aquiles
realizado por Hanish®, se demostré efectos po-
sitivos, tanto al administrar un preparado activa-
do (SmartPrep 2, L-PRP), como uno sin activar

(Arthrex ACP’, P-PRD).

Una de las dificultades que ha tenido la aplicacién
de PRP es que no se ha definido la dosis terapéuti-
ca ni la frecuencia necesaria que permita dar una
recomendacién clinica. En nuestro caso clinico,
dos dosis consecutivas de PRP preparadas con
nuestro protocolo y conteniendo 3,4 y 4,89 x 10°
PLT fueron aplicadas sin activar en un paciente
con fractura ésea no consolidada. Se observa que
el PRP provoca un aumento de la densidad ésea
en el sitio de fractura a los 30 dias post segunda
dosis, el mismo efecto demostrado para los PRP
activados con CaCl) o trombina autdloga, obte-

nidos con el método de PRGF system y GPS 11,
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respectivamente®?” y aplicados en una sola do-
sis. De acuerdo a la clasificacién DEPA, nuestro
preparado corresponde al tipo BCA mientras que
las formulaciones de PRGF system y GPS III se
clasifican como DCA y CAD, por lo que con-
cluimos que el ordenamiento DEPA sugerido por
Magalon® permite uniformar y comparar carac-
teristicas de preparacién de distintos PRPs, pero
no define su equivalencia terapéutica. En relacién
al mecanismo de accién del PRP en la formacién
dsea observada, ésta podria ser el resultado de la
actividad de varios factores de crecimiento conte-
nidos en las plaquetas, como el PDGF, TGE-,
FGF o BMP-26%3 y la presencia de fibrina (fi-
brinégeno) que genera un soporte que favorece la

migraciéon y quimiotaxis de células reparadoras
de tejido®".

Una mejor comprensién del mecanismo de accién
de las plaquetas y el diseno de estudios clinicos con
nuestro PRP nos permitird definir su composicién
ideal para lograr los efectos terapéuticos deseados.

En definitiva, creemos que el PRP obtenido en
nuestro laboratorio posee las propiedades necesa-
rias para ser una herramienta terapéutica aplicable
en nuestro Hospital.

CONCLUSIONES

Desarrollamos un método de obtencién de PRP, el
cual permite alcanzar una adecuada concentracién
plaquetaria en los preparados.

Las plaquetas contenidas en el PRP liberan
TGF-B1 y TGEF-P2 luego de su activacién, demos-
trando su funcionalidad.

El PRP presenta un efecto biolégico in vitro sobre
células que participan en la reparacién del tejido y
un efecto en el crecimiento dseo en paciente con
refractura dsea.

Nuestro preparado es similar en componentes a
preparados de tipo L-PRP y corresponde a clasifi-
cacién BCA de acuerdo al sistema DEPA.
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