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Plasma rico en plaquetas en la practica musculoesquelética

Prefacio

En el futuro cercano, la mayoria de los paises occidentales tendran que
hacer frente a las implicaciones econémicas de las demandas impuestas
por la creciente tasa de enfermedades musculoesqueléticas. Por lo tan-
to, existe una necesidad real de desarrollar mas investigacion y nuevas
terapias. Los padecimientos osteoarticulares y las tendinopatias afectan
tanto a los adultos mayores como a los jovenes, son comunes y causan
dolor intenso a largo plazo y discapacidad cronica, impactando negati-
vamente en la calidad de vida e induciendo sedentarismo.

El problema estd empeorando, ya que hay una mayor incidencia de
los factores de riesgo, incluidos el envejecimiento, las lesiones traumati-
cas deportivas y las enfermedades metabolicas. La morbilidad y los cos-
tos financieros son muy importantes. El progreso critico en las interven-
ciones biologicas novedosas podria satisfacer necesidades urgentes de
salud, reducir costos y permitir a los pacientes reanudar un estilo de
vida saludable y activo.

Durante la ultima década, ha ganado terreno el concepto de que las
afecciones musculoesqueléticas cronicas, como la osteoartritis y la ten-
dinopatia, estan relacionadas con la cicatrizacion deficiente por la falla
de uno o varios de los procesos celulares/moleculares involucrados. La
carga economica y social de los trastornos musculoesqueléticos es un
desafio, y las intervenciones biologicas en su forma actual no pueden
satisfacer la demanda clinica de un tratamiento duradero.

Las nuevas tecnologias estdn haciendo posible lidiar con la comple-
jidad intrinseca del mecanismo regenerativo. Sin embargo, las tecnolo-
gias destinadas a esto siguen siendo caras y limitadas.




Prefacio

En este contexto, el uso de plasma rico en plaquetas (PRP) y sus de-
rivados es alentador. La sangre y sus productos son atractivos porque la
sangre contiene factores biologicamente activos y es responsable de la
hemostasia, la sintesis de nuevo tejido conjuntivo y la revascularizacion.
Los factores de crecimiento, y la induccion de una mayor liberacion de
factores de crecimiento, parecen mejorar el proceso de curacion en le-
siones cronicas y acelerar la reparacion en lesiones agudas y cronicas.
El PRP se puede utilizar para mejorar la cicatrizacion de las articulacio-
nes y los tejidos blandos y, a menudo, se recomienda como la mejor
practica para el tratamiento de las lesiones musculoesqueléticas.

Aun hay muchas preguntas sin responder en cuanto al volumen y la
frecuencia mas apropiados de las inyecciones, el periodo ideal entre in-
yecciones multiples y el mecanismo por el cual se aprovecharia su efec-
to beneficioso. Bajo este panorama, Plasma rico en plaquetas en la
prdctica musculoesqueletica ofrece algunas ideas sobre el uso de PRP
en este campo. Estd escrito por entusiastas que han realizado muchas
investigaciones sobre el tema. Todos los autores reconocen que estamos
al comienzo de un largo camino por recorrer. Todavia no sabemos por
qué funciona el PRP, cuando esta contraindicado y por qué algunos pa-
cientes responden maravillosamente bien, mientras otros no lo hacen
en absoluto. Sin embargo, tenemos que comenzar, y este es el primer
paso.

Nicola Maffulli
Salerno, Italia
Londres, Reino Unido
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Prefacio a la edicion en espanol

Hace mas de 20 anos ya se utilizaba el plasma rico en plaquetas (PRP),
método seguro por ser autdlogo, utilizado en areas como odontologia,
cirugia maxilofacial, entre otros. Es asi como los nuevos avances e in-
vestigaciones han permitido tener mayor conocimiento en el area mus-
culoesquelética. Sin embargo, a pesar de todos los estudios sobre el
PRP, aiin es controversial su uso, ya que dependen de muchos factores
como el mecanismo de cicatrizacion y el tejido receptor que varia entre
pacientes.

Este libro no solo esta dirigido para el traumatologo sino también
para aquellos que se dedican a la fisioterapia y medicina del deporte, ya
que son ellos quienes nos derivaran a los pacientes que no hayan mejo-
rado con el tratamiento conservador y es ahi donde el plasma rico en
plaquetas pueda actuar en su beneficio.

En la practica diaria atendemos muchos pacientes con lesiones mus-
culoesqueléticas, muchos de ellos con multiples tratamientos fallidos, y
el tratamiento biolégico debe ser parte de nuestro abanico de opciones
para ellos, ya que han demostrado buenos resultados en diferentes pa-
tologias como se demostraran en los siguientes capitulos.

El libro estd divido en diez capitulos, desde el inicio vamos a cono-
cer el contenido y la composicion del plasma rico en plaquetas, apren-
deremos sobre factores de crecimiento, terminologia como plasma rico
y pobre en leucocitos, métodos de activacion, centrifugado y conocere-
mos un poco sobre los PRP comerciales, asi como su efecto en diferen-
tes tejidos, seguiremos con el uso del plasma rico en plaquetas para el
manejo del dolor, y su utilizacion para bloqueos nerviosos guiados eco-
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graficamente para lesiones ligamentarias, tendinosas y de columna, con
buenos resultados por su gran poder antiinflamatorio. Seguiremos con
un capitulo sobre tips para el uso del PRP orientado a su utilizacion y lo
beneficioso para coadyuvar un tratamiento de rehabilitacion, y a conti-
nuacion se presentardn diversos capitulos sobre patologia ligamentaria,
tendinosa, de cartilago y manejo de la osteoartritis de rodilla, todos ellos
con estudios aleatorizados para recomendar o no el uso del PRP.

Los ultimos dos capitulos nos hacen referencias sobre el efecto del
plasma sobre otros receptores y factores de crecimiento en otros tejidos
y hormonas, asi como la biologia de los tendones y su efecto contrario
con el plasma rico en plaquetas para la cicatrizacion.

Esperemos que, asi como yo, queden satisfechos con Plasma rico en
plaquetas en la prdctica musculoesquelética de Nicola Maffulli y dis-
puestos a poner en practica el uso del plasma rico en plaquetas en le-
siones musculoesqueléticas.

Claudia Arias Calderén

Médico especialista en cirugia reconstructiva de rodilla
Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins

Lima, Peru
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Contenido y formulaciones 1
del plasma rico en plaquetas

Amy S. Wasterlain, Hillary J. Braun
y Jason L. Dragoo

Varios estudios han demostrado el papel del plasma rico en plaquetas
(PRP) en acelerar y facilitar 1a respuesta a la lesion. La respuesta celular
a la lesion progresa a través de cuatro etapas generales: hemostasia, in-
flamacion, proliferacion y finalmente remodelacion. Cada fase se carac-
teriza por una mayor actividad celular o molecular, todas las cuales in-
volucran plaquetas. El plasma sanguineo y las plaquetas son responsa-
bles de la hemostasia, mientras que los leucocitos y las plaquetas acti-
vadas median la inflamacion, y los factores de crecimiento derivados de
los granulos o de las plaquetas influyen en la regeneracion tisular. En
especifico, se cree que el contenido de leucocitos del PRP influye en la
fase inflamatoria, mientras que las concentraciones de factor de creci-
miento angiogénico y mitogénico ayudan a la regeneracion tisular [1].
Tanto la composicion precisa como la formulacion de PRP afectan el
entorno celular en el que se coloca y determinan su efecto general so-
bre la reparacion del tejido.

A.S.Wasterlain, MD « H.J. Braun, MD - J.L. Dragoo, MD (0<))

Departamento de Cirugfa Ortopédica, Universidad Stanford, Stanford, California,
EUA

Correo electrénico: jdragoo@stanford.edu
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Contenido de preparaciones de plasma rico en plaquetas

El objetivo de cualquier terapia de regeneracion de tejidos es facilitar el
desarrollo de una matriz extracelular bien organizada capaz de lograr el
rendimiento mecanico y la funcionalidad del tejido no lesionado [2].
Por lo tanto, es imprescindible caracterizar los constituyentes molecula-
res de estas terapias cuando se evalua su eficacia. La respuesta celular
al PRP estd influenciada por la composicion de este, incluidas las con-
centraciones relativas de plaquetas, globulos blancos (WBC, por sus si-
glas en inglés), fibrindgeno y fibrina y factores de crecimiento.

Plaquetas

Actualmente, el PRP se define de manera consistente solo por la canti-
dad absoluta de plaquetas y no por otros componentes. En los huma-
nos, el recuento normal de plaquetas en la sangre entera varia de apro-
ximadamente 150.000 a 350.000/pl [3], mientras que el plasma rico en
plaquetas a menudo se define como al menos 1.000.000 de plaquetas/pl
suspendidas en plasma [4]. Para garantizar que las plaquetas estén sus-
pendidas y no formen un coagulo, el PRP debe hacerse con sangre anti-
coagulada.

La logica detras del PRP es que las plaquetas son las primeras en
llegar al sitio de la lesion tisular y, por lo tanto, tienen el potencial de
liberar factores de crecimiento que desempefian un papel critico en la
curacion [5]. Por ejemplo, la piel, la membrana sinovial y el tendon
tratados con preparaciones que contienen concentraciones de plaque-
tas de dos o cuatro veces mostraron proliferacion celular significativa-
mente mayor que los tejidos no tratados [6]. Muchas de las citocinas y
factores de crecimiento que se cree que son responsables de los efec-
tos de PRP estan contenidos dentro de los granulos o de las plaque-
tas. Las citocinas basicas contenidas en las plaquetas incluyen el fac-
tor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), el factor de crecimien-
to transformante B (TGF-B), el factor de crecimiento derivado de pla-
quetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el fac-
tor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento endote-
lial vascular (VEGF) [3]. La activacion plaquetaria desencadena la des-
granulacion y la liberacion de estos factores de crecimiento. El tiempo
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y la liberacion acumulativa de factores de crecimiento se determina
por el método de activacion (véase «Activacion plaquetaria» a conti-
nuacion), pero puede continuar durante la vida util de las plaquetas
de 8 a 10 dias [3]. Muchos expertos han sugerido que, a diferencia de
los tratamientos con factor de crecimiento exégeno, el PRP ofrece el
beneficio de mantener las relaciones fisiologicas normales de estas
moléculas.

La relacion precisa entre el recuento de plaquetas y las concentra-
ciones de factor de crecimiento permanece sin dilucidar. Algunos estu-
dios han demostrado que el recuento de plaquetas esta correlacionado
con el tipo y la cantidad de factores de crecimiento liberados después
del tratamiento con PRP. Por ejemplo, Sundman y cols. recientemente
encontraron correlaciones positivas entre los recuentos de plaquetas y
las concentraciones de TGF-f1 y PDGF-AB dentro de las preparaciones
de PRP [7]. Dado que TGF-B1 y PDGF-AB se consideran factores de cre-
cimiento anabdlico, los autores sugieren que las plaquetas aumentan la
senalizacion anabdlica.

Esto es consistente con los efectos clinicos del PRP en facilitar la re-
paracion del tendon [8, 9]. Por otro lado, otros han argumentado que la
simple suposicion de que la concentracion de plaquetas es directamen-
te proporcional a la concentracion del factor de crecimiento es erronea
[10]. El analisis de regresion lineal realizado por Eppley mostré poca
correlacion entre el nimero de plaquetas y 1a concentracion del factor
de crecimiento, con una alta variacion de paciente a paciente [11]. Aun-
que encontraron aumentos significativos en VEGF (6,2x), PDGF-BB
(5,1x), EGF (3,9x) y TGF-B1 (3,6x) en PRP en relacién con la sangre
entera, la correlacion entre el recuento de plaquetas y este crecimiento
los factores fue baja, con la mejor correlacion a solo 60,4 % para TGF-$1
[11]. Zimmerman y cols. demostraron que hasta el 50 % de la variacion
en las concentraciones de factor de crecimiento puede explicarse por el
grado de contaminacion con WBC [10]. También mostraron que las
condiciones de almacenamiento, como la temperatura y el tiempo des-
de la preparacion inicial, influyen en el contenido total del factor de
crecimiento. Un estudio publicado recientemente también sugirié que
los factores de crecimiento derivados de las plaquetas pueden quedar
atrapados en el pegamento de fibrina asociado con las preparaciones
de gel de PRP [12].
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La relacion entre el recuento de plaquetas y la respuesta celular tam-
bién es ambigua. Una comparacion de los efectos de diferentes concen-
traciones de plaquetas en la expresion de fibroblastos de los niveles de
colageno tipo I no mostré una relacion dosis-respuesta al aumento de
las concentraciones de plaquetas [6]. Sin embargo, Haynesworth y cols.
demostraron que la proliferacion de células madre mesenquimales hu-
manas es proporcional a las concentraciones de plaquetas en PRP, y
comienza con un aumento de cuatro veces en el nimero de plaquetas
[13]. Del mismo modo, Lui y cols. demostraron que el aumento de las
concentraciones de plaquetas y los niveles acidos de pH estimulan la
proliferacion de fibroblastos y la produccion de colageno tipo I [14].

Vale destacar que, si bien se ha demostrado que el PRP mejora la
curacion de la lesion del tendon, la mejora clinica no esta necesaria-
mente correlacionada con la concentracion de plaquetas. Por ejemplo,
un modelo animal i vivo de curacion del ligamento cruzado anterior
mostré una disminucion del 24 % en la densidad celular de los tejidos
de reparacion tratados con una concentracion de plaquetas 3x en rela-
cion con 5x, pero no hubo diferencias significativas en las propiedades
estructurales o mecanicas del ligamento [15]. De manera alternativa, las
concentraciones de plaquetas excesivamente altas pueden tener efectos
nocivos sobre la curacion [3]. En un estudio que comparé los efectos de
PRP con concentraciones de plaquetas bajas (dos millones de plaque-
tas/pb) y altas (cinco millones de plaquetas/pl) sobre las anastomosis
intestinales, la concentracion mas baja de plaquetas promovio la cicatri-
zacion de heridas anastomoticas, mientras que la concentracion mas
alta inhibi6 la curacion [16].

Leucocitos

A diferencia de las plaquetas, que aumentan la senalizacion anabdlica,
los leucocitos contienen y producen citocinas que son catabolicamente
activas y promueven la inflamacion (Tabla 1.1). Un alto recuento de leu-
cocitos se ha asociado con una mayor liberacion de VEGF [17, 18]. Dra-
goo y cols. también han demostrado una respuesta inflamatoria aguda
con gran aumento de la celularidad y la vascularizacion en los tendones
de conejo 5 dias después del tratamiento con PRP rico en leucocitos (LR-
PRP) en relacion con PRP pobre en leucocitos (LP-PRP) (Fig. 1.1). El mis-
mo estudio mostré que la inflamacion aguda se resolvio a los 14 dias.
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TABLA 1.1 Factores de crecimiento asociados con diferentes tipos de células

Tipo de célula Factores de crecimiento asociados
Leucocitos PDGF, VEGF

Neutrofilos MMP-9, IL-1B

Monocitos IL-1B
Plaguetas PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, VEGF, TGF-B1

Figura 1.1 Se muestran campos representativos de alta potencia (400x) para cada grupo de tratamien-
to de tendones a los 5 dias después de la inyeccion de solucion salina (a), sangre entera (b), PRP rico
en leucocitos (LR-PRP) (c) y PRP pobre en leucocitos (LP-PRP) (d). Los tendones tratados con solucién
salina (@) parecen relativamente normales, mientras que los tratados con LP-PRP (d) muestran una pe-
quena respuesta inflamatoria. Los tendones tratados con sangre entera (b) muestran cierta infiltracion
de células inflamatorias, mientras que los tratados con LP-PRP (€) muestran una marcada infiltracion de
macréfagos y linfocitos.
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La concentracion de leucocitos se asocia positivamente con la ex-
presion génica catabolica y negativamente con la expresion génica de
la matriz en el tendon y el ligamento [19]. Los granulos de neutrofilos
contienen colagenasas, gelatinasas, lisozimas, elastasas, serprocidinas
y mieloperoxidasa, que facilitan la degradacion de tendones y liga-
mentos [20]. Especificamente, los neutrofilos estan asociados con ma-
yores concentraciones de MMP-9 e IL-1B, y los monocitos estan aso-
ciados con mayores concentraciones de IL-1B en PRP [7]. La relacion
antagonica entre las plaquetas y los leucocitos, y los factores de creci-
miento y las citocinas que producen, sugiere que la preparacion de
PRP ortopédico ideal podria tener una alta proporcion de plaquetas
con respecto a leucocitos, promoviendo asi el anabolismo sobre el
catabolismo.

Por otro lado, es posible que los leucocitos puedan desempenar un
papel antimicrobiano importante en el PRP, particularmente durante la
operacion, donde el riesgo de infeccion es mayor. Por ejemplo, un ana-
lisis retrospectivo de 1.400 pacientes mostré que el LR-PRP redujo signi-
ficativamente las infecciones de la herida en el pecho y disminuyo el
drenaje de la herida en el pecho y las piernas después de la cirugia de
revascularizacion coronaria [21]. Aunque el LR-PRP reduce el dolor y la
inflamacion después de procedimientos ortopédicos abiertos y cerrados
(22, 23], el efecto del LR-PRP no se ha comparado directamente con el
del LP-PRP.

Fibrina

En respuesta a la lesion celular in vivo, la trombina escinde el fibrino-
geno soluble en monomeros de fibrina que se ensamblan en redes de
polimeros de fibrina insolubles. En ultima instancia, estas redes forman
una matriz provisional en el sitio de la lesion en la que las plaquetas,
los leucocitos y otras células pueden proliferar, organizarse y ejecutar
funciones especializadas [24]. Las terapias de regeneracion de tejidos,
incluidas las preparaciones ricas en plaquetas, a menudo apuntan a re-
plicar y modificar estas matrices naturales. Debido a que la estructura y
funcion de estas matrices de fibrina estd determinada por varias condi-
ciones, incluidas las tasas de coagulacion y polimerizacion [24], es im-
portante tener en cuenta la concentracion de fibrindgeno, la densidad
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de fibrina y la polimerizacion al evaluar las terapias de regeneracion de
tejidos [25].

Las formulaciones liquidas de PRP contienen fibrinégeno soluble,
que es la molécula precursora de los monémeros de fibrina. El fibrino-
geno modula la actividad de monocitos y macrofagos y, por lo tanto,
media la transicion entre las etapas inflamatorias y regenerativas de la
respuesta a la lesion [20]. El fibringeno es una molécula heterogénea,
con diferencias que dependen de modificaciones de proteinas postra-
duccionales, asi como de variantes genéticas [27]. Por lo tanto, las res-
puestas celulares a las matrices de fibrinogeno o fibrina dentro de las
aplicaciones de PRP pueden ser altamente individualizadas. A diferen-
cia de las formas de PRP en gel o membrana, el PRP liquido no contie-
ne una matriz de fibrina ex vivo.

Las aplicaciones de gel o de membrana contienen formas variables
de matrices de fibrina que pueden servir como andamios (scaffolds)
para la regeneracion de tejidos. Sin embargo, debido a que todas las
aplicaciones de gel o matriz solida de PRP se derivan de la fraccion
sanguinea liquida inicial, la densidad de fibrina se determina por la
concentracion de fibrinégeno durante la preparacion. La mayoria de los
protocolos de PRP finalmente producen una matriz de fibrina de baja
densidad adecuada para la aplicacion quirdrgica, pero carecen de la
verdadera red de soporte que puede ayudar a la curacion [28]. Otro fac-
tor importante, la polimerizacion de fibrina, estd determinado por la
relacion de fibrinégeno y trombina y las propiedades biomecanicas fi-
nales del producto de PRP. Las altas concentraciones de trombina des-
encadenan una rapida polimerizacion, lo que lleva a la formacion de
una red densa que dificulta la senalizacion de citocinas y la migracion
celular. Por el contrario, la polimerizacion lenta crea un andamio mas
flexible y un entorno que es mas propicio para la migracion celular y la
senalizacion de citocinas [29].

Algunas formulaciones comerciales de PRP pueden permitir la pre-
paracion de PRP liquido o en gel, lo que puede ser util para ciertas
aplicaciones clinicas (véase la seccion Sistemas de PRP comerciales» a
continuacion).
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TABLA 1.2 Papeles de los factores de crecimiento y otras moléculas contenidas en PRP

Papel Pro- Anti-
Angiogénesis [40, 41] Angiopoyetina-1, CD40L, HGF,  Endostatinas, factor
PDGF, TGF-B1, VEGF plaquetario 4, trombospondina
1, tromboglobulina B
Inflamacion EGF, IL-1B, PDGF, VEGF HGF
Deposicién de matriz TGF-B MMP-9
Proliferacion y migracion EGF, FGF, HGH, IGF-1, PDGF,
celular TGF-B

Factores de crecimiento y citocinas

El PRP contiene numerosos factores de crecimiento, cuyas propiedades
varian de forma significativa (Tabla 1.2). El PRP por lo general contiene
un aumento de tres a cinco veces en las concentraciones de factor de
crecimiento. La actividad anabdlica y la capacidad de inducir la diferen-
ciacion de condrocitos y tenocitos son propiedades importantes para
tener en cuenta en ortopedia.

Los factores de crecimiento anabolico contenidos en PRP incluyen
TGF-B1, PDGF, IGF-1, VEGF, hormona de crecimiento humano (hGH) y
bFGEF. IGF-1 mejora la proliferacion de fibroblastos, que es fundamental
para la reparacion del tendon. Dado que es producido por el higado,
IGF-1 esta contenido principalmente en plasma vy, por lo tanto, es cons-
tante en la mayoria de las preparaciones de PRP, independientemente
del recuento de plaquetas. VEGF, PDGF y TGF-1 son factores de creci-
miento clave derivados de las plaquetas. Tanto IGF-1 como hGH se co-
rrelacionan positivamente con la expresion de coligeno musculotendi-
noso [30]. VEGF es un poderoso estimulador de la angiogénesis, cons-
truyendo nueva vasculatura para llevar c€lulas extrinsecas, nutrientes y
factores de crecimiento adicionales al sitio de la lesion [31, 32]. TGF-1
mejora la sintesis y deposicion de colageno in vitro, y regula la prolife-
racion celular, la division y la apoptosis [33-35]. PDGF se encuentra
principalmente y se almacena en los granulos o de las plaquetas [30], y
por lo tanto es directamente proporcional al nimero de plaquetas en
PRP. Es quimiotactico para los macrofagos y fibroblastos, mejora la de-
posicion de fibronectina y glicosaminoglicanos y aumenta la actividad
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celular temprano en la respuesta de curacion [37, 38]. bFGF, también
conocido como FGF-2, contribuye a la angiogénesis al estimular la pro-
liferacion de células endoteliales e interactia con TGF- y PDGF-BB
para mejorar la proliferacion de células satélite, las células madre del
musculo maduro [39].

Los factores de crecimiento catabolico encontrados en PRP incluyen
MMP-9 e IL-1B. MMP-9 degrada el colageno y otras moléculas de la ma-
triz extracelular, y se asocia con una mala cicatrizacion. IL-1f es una
potente citocina inflamatoria, y se ha implicado en enfermedades auto-
inflamatorias, tendinitis y traumatismos. Los tendones del manguito de
los rotadores humanos lesionados contienen IL-1B incrementada, e IL-
1B activa su propio circuito de retroalimentacion positiva, incrementan-
do atdn mas IL-1B y generando una respuesta inflamatoria masiva [39].

Aunque el PRP contiene algunos factores de crecimiento que se
sabe que son anabdlicos, también contiene muchas moléculas que
pueden antagonizar su efecto sobre el metabolismo de los tejidos. Por
ejemplo, el PRP contiene muchos factores de crecimiento que son
procondrogénicos, incluidos TGF-B1, IGF-1, bEGF y BMP-2. Sin em-
bargo, la mayoria de las preparaciones también contienen altos nive-
les de factores de crecimiento anticondrogénicos, tales como VEGF,
IGFBP, PDGF y EGF. Estudios adicionales han demostrado que si bien
los factores de crecimiento condrogénico como el TGF-B1 estimulan
directamente la produccion de colageno tipo I en la piel, tejido sino-
vial y tendon, las preparaciones de PRP que contienen la misma can-
tidad de TGF-B1 inhiben la produccion de colageno [6]. Estos resulta-
dos reflejan el complejo conjunto molecular contenido en PRP vy
apuntan a los posibles efectos antagonicos de muchos de estos facto-
res de crecimiento. Este hallazgo ha despertado interés en modificar
las preparaciones de PRP para eliminar los factores de crecimiento
antagonistas indeseados.

Formulaciones ricas en plaquetas

Dos cuestiones principales enturbian la literatura actual sobre el PRP.
Primero, hay poco consenso sobre los componentes exactos del PRP; la
Unica definicion mantenida de manera consistente en la literatura defi-
ne el PRP como un volumen de plasma autdlogo que tiene una concen-
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tracion de plaquetas por encima de la linea de base normal, que suele
oscilar entre 150.000/pl a 350.000/pl [4]. En segundo lugar, los sistemas
de nombres utilizados para clasificar las formulaciones de PRP son muy
inconsistentes. Por ejemplo, el gel de plasma pobre en plaquetas (PPP)
también se conoce como pegamento de fibrina o sellador de fibrina.
De manera similar, algunos autores utilizan gel de PRP, matriz de fibrina
de PRP y membrana de PRP de manera intercambiable, mientras que
otros documentan diferencias sutiles en los protocolos de preparacion
o las propiedades biomecanicas finales.

Sin embargo, independientemente de la nomenclatura, todas las
técnicas de preparacion que caen bajo el paraguas de PRP tienen va-
rias cosas en comun [25]. Primero se extrae sangre del paciente con
anticoagulante y se centrifuga inmediatamente dentro de la hora. Esta
centrifugacion inicial separa los globulos rojos (RBC) del plasma po-
bre en plaquetas (PPP) acelular y la «capa leucocitaria» (buffy coat),
que contiene plaquetas concentradas y globulos blancos (WBC). A
través de varios otros pasos, las capas de PPP y RBC se descartan y
queda el concentrado de plaquetas. Las plaquetas contenidas dentro
de esta capa se pueden activar usando trombina, cloruro de calcio o
factores ambientales, y esta capa se puede aplicar al sitio de la lesion
como una inyeccion liquida o como un gel después de un procesa-
miento adicional. El PRP (incluyendo PRP pobre en leucocitos), PRP
rico en leucocitos (LR-PRP) y preparacion rica en factores de creci-
miento (PRGF) son preparaciones liquidas comuinmente inyectadas.
Este tipo de tratamiento se puede realizar en un entorno ambulatorio
minimamente invasivo y envia la preparacion activada de forma direc-
ta al sitio de la lesion, lo que resulta en una liberacion inmediata de
factores de crecimiento que pueden influir en las células durante un
maximo de 7 dias [42, 43].

Plasmarico en plaquetas (PRP)

Se han propuesto varias definiciones para PRP. Una definicion es una
fraccion de sangre autdloga con una concentracion de plaquetas de
al menos un millon de plaquetas/pl, o aproximadamente cinco veces
mayor que al de la sangre entera [4, 44]. Como alternativa, otros han
propuesto cualquier concentracion de plaquetas por encima de la li-
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nea de base normal, que tipicamente varia de 150.000/pl a 350.000/ul
[4]. El PRP se obtiene extrayendo un pequeno volumen de sangre
(generalmente, 25-50 ml), separando los componentes de plasma,
plaquetas y globulos rojos por centrifugacion, y extrayendo aproxi-
madamente 3-5 ml de la «apa leucocitaria» rica en plaquetas. Esta
fraccion autologa rica en plaquetas y factores de crecimiento puede
preactivarse con la trombina del factor de coagulacion o inyectarse
directamente de nuevo al paciente en el sitio de la lesion muscular o
tendinosa. Dentro del PRP, varios métodos de preparacion conducen
a la produccion de PRP rico en leucocitos (LR-PRP), PRP pobre en
leucocitos (LP-PRP) o preparacion rica en factores de crecimiento
(PRGPF).

PRPrico en leucocitos (LR-PRP)

El PRP rico en leucocitos incluye a estos en la fraccion de sangre auto-
loga. Debido a que se requiere un sistema de separacion para excluir
los leucocitos, la mayoria de los protocolos utilizados en la literatura
actual producen LR-PRP.

Varios estudios recientes han caracterizado la concentracion de leu-
cocitos producida por los sistemas de preparacion de PRP disponibles
comercialmente [7, 45]. Estas investigaciones han planteado preguntas
sobre el papel de los leucocitos en la aplicacion de PRP. Un estudio re-
ciente de Dragoo y cols. evalu6 el efecto inflamatorio de la inyeccion
intratendinosa de LR-PRP en comparacion con LP-PRP, sangre entera y
solucion salina [46]. Los tendones inyectados con LR-PRP mostraron
una respuesta inflamatoria aguda aumentada a los 5 dias en compara-
cion con otros grupos de tratamiento. La literatura disponible restante
es limitada, pero estudios previos han mostrado resultados mixtos, al-
gunos informan que el suministro concentrado de leucocitos al sitio de
la lesion puede dificultar la respuesta de curacion o amplificar la libera-
cion de mediadores catabodlicos proinflamatorios [19, 47, 48], mientras
que otros sostienen que los leucocitos pueden desempenar un papel
antimicrobiano importante y mejorar la liberacion del factor de creci-
miento [10]. Los sistemas disponibles comercialmente incluyen: Arterio-
cyte/Medtronic Magellan (Cleveland, OH, EUA), Biomet GPS III (War-
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saw, IN, EUA), EmCyte GenesisCS (Fort Myers, FL, EUA), Harvest Smar-
tPReP 2 (Plymouth, MA, EUA).

PRP pobre en leucocitos (LP-PRP)

El PRP pobre en leucocitos excluye especificamente los leucocitos en la
fraccion de sangre autdloga mediante el uso de sistemas de separacion
celular. En comparacion con LR-PRP, LP-PRP no provoca una gran res-
puesta inflamatoria a los 5 dias después de la inyeccion intratendinosa
[46]. A los 14 dias después de la inyeccion, los tendones tratados con
LR-PRP y LP-PRP mostraron respuestas inflamatorias similares. Un tipo
particular de LP-PRP conocido como preparacion rica en factores de
crecimiento (PRGF) aparece con frecuencia en la literatura existente.
PRGF, también conocido como Endoret (acronimo en inglés para tecno-
logia regenerativa endogena), se refiere a un protocolo especifico desa-
rrollado por Anitua y cols. [49] y a menudo se refiere al uso del PRGF
System II (BTI, Vitoria-Gasteiz, Espafa). Este protocolo finalmente pro-
duce LP-PRP que puede convertirse en una matriz o membrana de fibri-
na [50]. Los sistemas LP-PRP disponibles comercialmente incluyen: MTF/
CONMED Cascade (Edison, NJ, EUA), Cytomedix Angel (Gaithersburg,
MD, EUA), BTI PRGF-Endoret (BTI, Vitoria-Gastiez, Espana), EmCyte
Pure PRP (Fort Myers, FL, EUA), Cascade/Factores estéticos SELPHYL
(Bethlehem, PA, EUA) y Arthrex ACP (Naples, FL, EUA).

Plasma pobre en plaquetas (PPP)

El plasma pobre en plaquetas es un subproducto del proceso de prepa-
racion de PRP y es la fraccion de sangre desprovista de plaquetas que
se produce después de la centrifugacion para separar los globulos rojos
del plasma. Algunos protocolos recomiendan la centrifugacion de doble
centrifugado para garantizar que las plaquetas se granulan y se contie-
nen dentro de la capa de PRP. El PPP no tiene las mismas ventajas tera-
péuticas porque carece de los factores de crecimiento y las citocinas
derivados de las plaquetas. Sin embargo, todavia contiene el comple-
mento completo de proteinas plasmaticas responsables de la cascada de
coagulacion y puede usarse clinicamente para ayudar a la hemostasia.
Un estudio porcino de 2007 encontré que el PPP mejoro la cicatrizacion
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de heridas en comparacion con los controles no tratados, pero no fue
tan efectiva como el PRP [51]. Muchos kits de PRP disponibles comer-
cialmente también producen una fraccion de plasma pobre en plaque-
tas (Tabla 1.3).

Ademas de servir como un mecanismo directo de administracion del
factor de crecimiento, los derivados de PRP también se pueden usar co-
mo un andamio de tejido. Este tipo de aplicaciones, como los geles y las
matrices de fibrina, permiten una liberacion mas prolongada y mas pro-
longada de factores de crecimiento y proporcionan una red de fibrina
mas madura. Existen ligeras variaciones en la viscosidad, elasticidad,
suturabilidad y plasticidad de esta clase de biomateriales. En consecuen-
cia, algunos geles son preparaciones inyectables, mientras que muchas
matrices y membranas de fibrina deben aplicarse directamente al sitio
de la lesion, a menudo mediante intervencion quirirgica. Ademas, las
caracteristicas técnicas especificas de algunos kits pueden afectar la can-
tidad y la cinética de la liberacion de factores de crecimiento derivados
de plaquetas [52].

Gel de PRP

El gel de PRP es una categoria mds amplia que abarca la matriz de fi-
brina rica en plaquetas y las aplicaciones de membrana de fibrina rica
en plaquetas. Estas preparaciones incluyen fibrina y estan disenadas
para proporcionar algin soporte estructural para el proceso de repara-
cion de tejidos. Los geles de PRP se pueden producir ex vivo a partir
de cualquier formulacion de PRP liquida mediante la adicion de trom-
bina y cloruro de calcio, que inicia la polimerizacion de fibrina. En
consecuencia, el gel de PRP puede incluir o excluir leucocitos, depen-
diendo del contenido celular de la fraccion liquida original. La inclu-
sion de una matriz de fibrina mds madura puede ser ventajosa para
algunas aplicaciones ricas en plaquetas. La formacion de matriz de fi-
brina es parte de la respuesta natural de curacion de heridas, y se ha
demostrado que mejora la administracion de factores de crecimiento
de plaquetas [53]. Muchos kits de PRP disponibles comercialmente
también contienen un activador que se puede usar para producir un
gel de PRP (Tabla 1.3). Los sistemas disponibles comercialmente co-
mercializados especificamente como geles PRP incluyen: Cytomedix
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AutoloGel (Gaithersburg, MD, EUA), Biomet Clotalyst (Warsaw, IN,
EUA), Plateltex ACT (Bratislava, Eslovaquia), RegenLab/Stryker Regen-
Kit (Le Mont-Sur-Lausanne, Suiza) y Vivostat PRF (Medicon Valley, Es-
candinavia).

Gel de PPP (pegamento y sellador de fibrina)

Este grupo comprende el gel de plasma pobre en plaquetas, también
conocido como pegamento de fibrina o sellador de fibrina, el cual se
produce al agregar cloruro de calcio a la fraccion de sangre de PPP. De-
bido a que el PPP todavia contiene todas las proteinas de coagulacion,
forma una matriz de fibrina cuando se activa con cloruro de calcio. Se
ha demostrado que la matriz de fibrina sola puede mejorar la curacion
al proporcionar un andamio conductor para la migracion celular y la
formacion de nuevas matrices [3, 28]. En la actualidad, no hay sistemas
disponibles comercialmente destinados de manera especifica a propor-
cionar gel de PPP. Sin embargo, el sistema Plateltex ACT (Bratislava, Es-
lovaquia) produce PPP y también incluye reactivos de activacion de gel.

Procedimientos de activacion

El término «ctivacion» se refiere a dos procesos clave dentro de las
preparaciones de PRP que pueden iniciarse: (1) desgranulacion de
plaquetas para liberar granulos o que contienen factores de crecimien-
to y (2) escision del fibrinodgeno para iniciar la formacion de la matriz.
La mayor parte de la literatura actual simplemente indica los medios
por los cuales se produce la activacion general de PRP, pero rara vez
especifica qué componentes celulares son objeto de estas técnicas. La
adicion de trombina y cloruro de calcio, o colageno, son efectivos pa-
ra activar tanto las plaquetas como el fibrindgeno, mientras que la ac-
tivacion mediante ciclos de congelacion/descongelacion inicia solo la
desgranulacion. En consecuencia, la activacion rapida de plaquetas se
puede lograr mediante los siguientes tres mecanismos: (1) adicion de
cloruro de calcio y trombina, (2) ciclos de congelacion/descongela-
cion y (3) exposicion directa al coldgeno in vivo. Una vez activada, la
composicion de PRP a menudo se denomina PRP liberado.
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Activacion de trombina y cloruro de calcio

En el abordaje de activacion de trombina y cloruro de calcio (CaCly), la
trombina activa directamente las plaquetas a través de un receptor pro-
teolitico de proteinas acopladas a G. El calcio luego repone el sitio de
union previamente unido por el anticoagulante. La protedlisis extrace-
lular da como resultado la agregacion plaquetaria y la lisis intracelular
del granulo o [54]. Aunque existen diferentes protocolos, el abordaje
clinico estandar utiliza una proporcion de 10:1 de trombina y CaCl,
(142,8 U/ml de trombina y 14,3 mg/ml de CaCl,D,H,0) [43, 55].

La activacion de la trombina conduce a una activacion plaquetaria y
desgranulacion muy rapida e irreversible, liberando factores de creci-
miento como VEGF, PDGF-BB y TGF-B [55, 50]. Las concentraciones
mas altas de calcio y trombina también pueden conducir a concentra-
ciones extracelulares mas altas de PDGF-BB y TGF-B. Una desventaja
de la activacion de trombina y cloruro de calcio es el requisito de usar
una sustancia exogena, lo que aumenta el riesgo de infecciones y reac-
ciones alérgicas u otras. Esto es especialmente problematico con el uso
de trombina bovina, que es inmunogénica.

Como alternativa, la trombina o el calcio pueden usarse independiente-
mente para estimular la activacion plaquetaria. La activacion mediada
por calcio inicia de manera simultdnea la liberacion del factor de creci-
miento y la polimerizacion de fibrinogeno en fibrina [57].

Activacion del ciclo de congelacion/descongelacion

Los ciclos de congelacion/descongelacion se utilizan para aplicaciones
de PRP in vitro. El PRP es estable durante 5 dias a temperatura am-
biente [58-60] y durante periodos prolongados cuando esta congelado.
Posteriormente, la descongelacion lisa las plaquetas y libera el conte-
nido de los granulos o de las plaquetas [61]. El objetivo de la activa-
cion de congelacion/descongelacion es danar fisicamente las plaque-
tas para iniciar la granulacion. Sin embargo, no hay consenso con res-
pecto al nimero preciso de ciclos de congelacion/descongelacion ne-
cesarios para la desgranulacion completa. Muchos protocolos sugieren
que cuatro ciclos de congelacion/descongelacion son adecuados para
estudios in vitro.
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Este método es util para experimentos de laboratorio in vitro por-
que utiliza un mecanismo fisico, no quimico, de activacion plaqueta-
ria. En consecuencia, no requiere la adicion de ningun sustrato y, por
lo tanto, no altera el contenido de la muestra. Sin embargo, este méto-
do requiere mucho tiempo vy, por lo tanto, no es practico para aplica-
ciones clinicas.

Activacion de coldgeno in vivo

Finalmente, el PRP no activado puede inyectarse directamente en el teji-
do lesionado, que se activa al entrar en contacto con el colageno. El
colageno es uno de los activadores mas potentes de la adhesion y agre-
gacion plaquetaria [62]. Especificamente, el coldgeno fibrilar trombogé-
nico tipo I y III son los activadores plaquetarios mas potentes, dado su
alto contenido de factor von Willebrand, un sustrato importante que
media la interaccion entre el colageno vy las plaquetas [62].

La activacion de colageno in vivo es el método preferido para activar
el PRP en muchas aplicaciones clinicas, porque conduce a una libera-
cion mas lenta y sostenida de factores de crecimiento en relacion con el
método de trombina. La activacion del coligeno conduce a una libera-
cion mds sostenida de TGF-B1, y una liberacion acumulativa 80 % ma-
yor durante un periodo de 7 dias en relaciéon con la activacion de la
trombina [56, 63]. Por otro lado, la liberacion acumulativa de VEGF pa-
rece no verse afectada por el método de activacion, y PDGF ha mostra-
do resultados mixtos. Los codagulos formados con colageno tipo I tuvie-
ron una retraccion significativamente menor que los formados con trom-
bina bovina [63]. Los beneficios adicionales de la activacion de coligeno
in vivo son que se puede inyectar a través de una aguja de calibre mas
pequeno porque el codgulo atin no se ha formado, y que elimina el
riesgo de reacciones inmunologicas a sustancias activadoras exogenas
como el calcio o la trombina.
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Sistemas comerciales de PRP

Al menos 16 sistemas comerciales de separacion de plaquetas estan dis-
ponibles hoy en dia, muchos de los cuales pueden variar significativa-
mente en las cantidades relativas de plaquetas, leucocitos, eritrocitos y
factores de crecimiento anabdlico y catabdlico. Esto tiene dos implica-
ciones importantes. Primero, es dificil generalizar los resultados de los
ensayos clinicos con un fabricante de PRP determinado para anticipar
los resultados clinicos con una preparacion de PRP comercial diferente.
Por otro lado, los médicos pueden adaptar su eleccion del sistema PRP
a las necesidades Unicas del paciente.

Aunque los estudios in vitro han comenzado a dilucidar los conteni-
dos celulares y moleculares de diferentes sistemas comerciales de PRP,
no estd claro como estas diferencias afectan los resultados clinicos en
los pacientes. Los parametros de plaquetas comunmente reportados in-
cluyen la concentracion de plaquetas y el aumento desde el valor basal
en sangre entera, y la recuperacion de plaquetas o la eficiencia de cap-
tura. Multiples investigaciones han evaluado los componentes de varios
sistemas de preparacion ricos en plaquetas disponibles comercialmente,
cuyos resultados se resumen en la Tabla 1.3.

Sistemas de clasificacion de PRP

Muchos investigadores en el campo han enfatizado que no todos los
PRP se crean de la misma manera. Como se delinea en la Tabla 1.3 y se
describe anteriormente, los kits de PRP varian de manera amplia en sus
recuentos de plaquetas, leucocitos y eritrocitos, asi como en sus méto-
dos de administracion. Estas diferencias dificultan la comparacion de los
resultados de la ciencia basica y los estudios de investigacion clinica, y
también pueden tener un efecto significativo en la utilidad clinica de
formulaciones especificas de PRP. En reconocimiento de este problema,
se han propuesto algunos sistemas de clasificacion de PRP.

DeLong y cols. idearon el sistema PAW», acronimo en inglés que se
refiere al recuento absoluto de plaquetas, método de activacion plaque-
taria y presencia o ausencia de glébulos blancos (white) [71]. El recuento

L

N
o
>
-
(1}
2.
(o
o
<
=
o
=
3
=
Q
(@,
o
=
(1]
(%]




Contenido y formulaciones

—

Plasma rico en plaquetas en la practica musculoesquelética

de plaquetas se clasifica como < basal (P1), basal a 150.000 (P2), 750.000
a 1.250.000 (P3) o >1.250.000 (P4). El método de activacion se clasifica
como exogeno (x) o no (sin letra asignada). Los globulos blancos se cla-
sifican como por encima de la linea de base (A) o por debajo de la linea
de base (B), y el recuento de neutrofilos también se clasifica como por
encima (o) o por debajo (B) de la linea de base. Los autores sefialan que,
en ultima instancia, el investigador o el médico decide si activar el PRP
de forma enddgena a través del contacto directo con colageno o de for-
ma exogena, independientemente del kit comercial utilizado.

Mishra y cols. también propusieron un sistema de clasificacion que expli-
ca los recuentos de leucocitos y plaquetas, asi como el método de activa-
cion [72]. Definieron cuatro tipos de PRP: rico en leucocitos (aumento de
leucocitos sobre la linea de base) no activado (1), rico en leucocitos acti-
vado (2), pobre en leucocitos (minimo o sin leucocitos) no activado (3) y
pobre en leucocitos activado (4). Los subtipos se asignan segun el conte-
nido de plaquetas: >5x plaquetas (A) o <5x plaquetas (B).

Efecto de PRP en el entorno celular

El entorno celular en el que se colocan las preparaciones ricas en pla-
quetas influye fuertemente en la direccion y la magnitud de la res-
puesta del tejido. En ortopedia, la mayoria de las investigaciones de
PRP se han centrado en sus efectos sobre los tejidos conjuntivos, co-
mo tendones, ligamentos y musculos. Los componentes principales de
la matriz extracelular del tendon incluyen colageno (65-80 % de peso
seco), elastina (1-2 %) y sustancia basica. Los tendones contienen prin-
cipalmente colageno tipo I, que le confiere fuerza. La elastina propor-
ciona flexibilidad y elasticidad. Los componentes celulares clave de
estos tejidos se analizan aqui.

Fibroblastos

Los fibroblastos son criticos para mantener la integridad estructural de
los tejidos conjuntivos, e inician los primeros eventos moleculares que
conducen a la reparacion de los tejidos. Anitua y cols. demostraron que
la proliferacion de fibroblastos de la piel, tejido sinovial y tendon es es-
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timulada por preparaciones ricas en factores de crecimiento [6]. Sin em-
bargo, solo las cé€lulas sinoviales mostraron una respuesta proliferativa
dependiente de la dosis para la concentracion de plaquetas. Ademas,
los fibroblastos tendinosos respondieron significativamente mas que los
fibroblastos del tejido sinovial y la piel a las sefiales proangiogénicas en
las preparaciones de plasma.

Coldgeno

El PRP desencadena la diferenciacion de las células madre del tendon
en tenocitos activos y en proliferacion capaces de producir grandes can-
tidades de colageno, lo que contribuye a la reparacion de los tendones
lesionados con déficit de células y matrices [64]. La forma primaria de
colageno en los tendones sanos es el coldgeno tipo I (COL1). Los ten-
dones lesionados tienen un mayor porcentaje de tipo III (COL3), que
tiene menos enlaces cruzados entre y dentro de las unidades de tropo-
colageno. Un estudio in vitro mostrd que los coagulos pobres en pla-
quetas y ricos en plaquetas disminuyeron la expresion de COL1 y COL3
en las células del tendon humano, sin cambios significativos en la rela-
cion relativa de los tipos de colageno [39]. Por otro lado, otro estudio
demostré un aumento en la expresion del gen COL3 pero no COL1 por
las células del ligamento cruzado anterior (LCA) humano después de la
exposicion a PRP, y atribuyo el aumento en la produccion total de cola-
geno en las células tratadas con PRP a la proliferacion celular, mas que
al aumento de la produccion de coliageno por las células existentes [65].

Tenocitos

El PRP también desencadena la diferenciacion de las células madre del
tendon en tenocitos activos y en proliferacion capaces de producir gran-
des cantidades de coldageno, lo que contribuye a la reparacion de los
tendones lesionados con déficit de células y matrices [56].

Efectos sistémicos

Véase el Capitulo 9 para una discusion completa de los efectos sistémi-
cos del PRP.
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Conclusion

Las preparaciones ricas en plaquetas pueden desempenar un papel im-
portante en la aceleracion de los procesos de reparacion y regeneracion
de tejidos de la respuesta celular a la lesion. El potencial de estas prepa-
raciones ricas en plaquetas se debe en gran medida a los factores de
crecimiento y las citocinas derivadas de las plaquetas y la presencia de
proteinas de coagulacion que ayudan en la formacion temprana de ma-
trices. La composicion celular, las propiedades biomecanicas finales y el
entorno celular en el que se coloca el tratamiento son consideraciones
importantes al evaluar aplicaciones ricas en plaquetas.
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