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RESUMEN

En la busqueda de la regeneracidn tisular, la ingenieria de tejidos ha iniciado el empleo de factores de crecimiento para su
induccion, por lo cual en épocas recientes se ha diseminado el uso de plasma rico en plaquetas (PRP) con el objetivo de
aprovechar los factores estimulantes contenidos en sus granulos; sin embargo, para su obtencion se han utilizado diversos
sistemas no estandarizados. El objetivo del presente estudio fue comparar la eficacia de cuatro protocolos de centrifugacion
para la obtencién de PRP. En una primera fase se probaron ocho protocolos descritos en la literatura en un sistema de cen-
trifugacion estandar de laboratorio, de los que se seleccionaron los cuatro con mayor conteo plaquetario, siendo probados
nuevamente en 30 pacientes mediante un hemograma basal. EI mayor nimero de plaquetas se consigui6 con el protocolo
de una sola centrifugacién a 100 g durante ocho minutos (p < 0.001, IC 95%), el menor conteo leucocitario correspondio al
protocolo de dos centrifugaciones a 400 g por 10 minutos cada una, disminuyendo dicha pureza al bajar el valor de la fuerza
centrifuga relativa. EI menor conteo celular fue resultado del protocolo con centrifugacién de menor duracién. Los resultados
contrastan visiblemente con las cifras reportadas con protocolos similares y sistemas de obtencion comerciales, 1o que es un
reflejo de la necesidad de estudios con mayor nivel de evidencia que logren estandarizar esta técnica.
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ABSTRACT

In the search for tissue regeneration, tissue engineering has introduced the use of growth factors. In recent times the use of
platelet rich plasma (PRP) has started to take advantage of the factors contained in their granules. However, there are various
systems to obtain them non-standardized. The aim of the present study was to compare the efficacy of 4 centrifugation protocols
to obtain PRP. In a first phase 8 protocols described previously in the literature were tested in a standard laboratory centrifuge
system. The 4 protocols with the highest platelet count were selected, being tested again in 30 patients with a baseline blood
count. The highest number of platelets were obtained with the protocol of 1 single centrifugation at 100 g for 8 minutes (p <
0.001, 95% ClI), the lowest leucocyte count corresponded to the protocol of 2 centrifugations at 400 g for 10 minutes each. The
purity decreased by lowering the value of the relative centrifugal force. The lowest cell count was obtained with the protocol with
shorter centrifugation. The results obtained differ significantly with the figures reported with similar protocols and commercial
procurement systems. Studies with a higher level of evidence are needed to standardize this technique.
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INTRODUCCION

La busqueda actual de la regeneracion tisular por medio
de laingenieria de tejidos ha conducido al uso de factores
de crecimiento para su induccién mediante el estimulo
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respectivamente; fue hasta finales de los afios 80 cuando
se emplearon como adhesivo de fibrina en plastias y una
década después en la regeneracion tisular.?

La funcidn principal de las plaquetas es la hemostasia
primaria mediante el proceso de agregacion, durante el cual
secretan las proteinas contenidas en sus granulos (trifosfato
de adenosina, factor plaquetario 4, calcio, serotonina, factor
de crecimiento derivado de plaquetas, tromboxano A2, fac-
tor V, fibrindgeno). El calcio es un cofactor necesario para
su activacion, pues regula la reparacion tisular.?

Por lo anterior, en los ultimos afos ha proliferado el
uso de plasma rico en plaquetas (PRP), es decir plasma
con una concentracion mayor que la encontrada en la
sangre periférica (aceptado como aumento minimo de
200 a 300% con reportes hasta de 1 millén). Se han
utilizado diversos sistemas para su obtencion, los cuales
varian en tiempo y nimero de revoluciones, pocos de
ellos sustentados en estudios de investigacion y sin un
protocolo establecido de eleccion para este proceso.®*

Debido a la falta de estandarizaciéon metodoldgica
para la obtencién de PRP, contintian las interrogantes
sobre cudl método brinda el plasma rico en plaguetas
con mayor cantidad de éstas, asi como cudl de ellos da
mejor resultado en cuanto a efecto clinico.5”

Los autores que publicaron los primeros estudios
respecto al método de preparacion del PRP describieron
una técnica basada en dos pasos, el primero llamado
giro fuerte o de separacién que consiste en altas velo-
cidades de centrifugacion para separar los hematies del
resto de la sangre, el segundo denominado giro suave
o de concentracion se lleva a cabo con la mitad de la
velocidad previa, este paso seria el responsable de
separar las plaquetas del resto del plasma.®'°

Dichos estudios indican que una sola centrifugacion
produciria un plasma con poca cantidad de plaquetas y
gue su realizacidn en una centrifugadora de laboratorio
convencional no produciria un rendimiento suficiente
y podria lesionar la estructura plaquetaria debido a su
disefio original con fines diagnésticos.®12

Objetivo
Comparar la eficacia de cuatro protocolos de centrifuga-
cién para la obtencion de plasma rico en plaquetas, en
términos de la cantidad de plaquetas obtenidas por mililitro.
MATERIAL Y METODOS
Se realiz6 una bisqueda exhaustiva de la literatura en

Medline via PubMed con los siguientes términos MeSH:
platelet-rich plasma y centrifugation. De esta busqueda

sistemética se seleccionaron y analizaron los ocho proto-
colos de centrifugacion més utilizados para la obtencion
de plasma rico en plaquetas y su aplicacion en piel. El
protocolo fue aprobado por los comités de investigacién
y de ética en investigacion institucional con el consenti-
miento informado de cada uno de los patrticipantes.

En la primera fase del estudio, se obtuvieron cinco
muestras de sangre de cuatro voluntarios sanos, una de
las cuales se analiz6 sin centrifugar. El resto de las mues-
tras se someti6 a ocho protocolos diferentes de obtencion
de PRP, mismos que se describen en el cuadro |, utilizan-
do una centrifugadora marca Sigma Chemicals 3-16 PK.

Se seleccionaron los cuatro protocolos de los que se
obtuvo mayor nimero porcentual de plaquetas, segun
la cifra de la muestra basal, y que se utilizaron para
realizar la segunda fase del estudio; en ésta se tomaron
cinco muestras de 30 pacientes sanos, 15 hombres y
15 mujeres, entre 18 y 35 anos de edad, sometiéndose
cuatro de ellas a los cuatro protocolos de centrifugado
seleccionados en la fase inicial del estudio y la ultima
muestra se procesé como hemograma (Cuadro ).

CUADRO I. PROTOCOLOS DE OBTENCION DE
PLASMA RICO EN PLAQUETAS.

Primera Segunda
Nam. centrifugacion Centrifugacion
1 200 g por 8 min 200 g por 8 min
2 1,750 g por 12 min NA
3 100 g por 8 min NA
4 620 g por 5 min NA
5 1,730 g por 3 min NA
6 100 g por 12 min NA
7 200 g por 10 min 400 g por 10 min
8 400 g por 10 min 400 g por 10 min

g = fuerza centrifuga relativa.

CUADRO II. PROTOCOLOS SELECCIONADOS
PARA SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO.

Primera
centrifugacién

Segunda

Protocolo centrifugacién

1 100 g por 8 min
2 400 g por 10 min 400 g por 10 min
3 620 g por 5 min
4 1,730 g por 3 min

g = fuerza centrifuga relativa.
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RESULTADOS

El mayor nimero de plaquetas obtenido equivalente
a 212% respecto al conteo basal de plaquetas por
citometria se consigui6 a través del protocolo nimero
1 (Cuadros Il y Ill), seguido de 196% obtenido con el
protocolo numero 3, detectando una diferencia esta-
disticamente significativa entre ambos de p < 0.001
con el andlisis de la prueba t de Student para medias
relacionadas con nivel de confianza de 95% (Cuadro
I11). Asimismo, se observa que el protocolo 2 con menor
conteo leucocitario fue el tnico con doble centrifugacion,
seguido del protocolo 4 con centrifugacion simple a
mayor velocidad que el resto de los protocolos.

El menor conteo celular alcanzado fue de 158,000
plaquetas correspondiente a 73% del basal con el pro-
tocolo numero 4, seguido del nimero 2, con el cual se
obtuvo en un paciente el mayor recuento plaquetario
de todos los protocolos con 1,639,000 plaquetas que
correspondio a 496% de su conteo inicial.

DISCUSION

Algunos investigadores han sugerido que el PRP debe-
ria alcanzar una concentracién en plaquetas de tres a

CUADRO Ill. CONTEO CELULAR OBTENIDO CON
LOS PROTOCOLOS DE CENTRIFUGACION.

Media
plaquetaria
segun valor Media Leucocitos
Protocolo basal % volumen pL %

1 212.39 510.80 21.4
2 160.68 550 11.84
3 196.27 572.41 18.92
4 158.27 655.16 14.7

CUADRO IV. CLASIFICACION DEPA DE
PREPARADOS DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS.

N. de Eficiencia de

plaquetas  produccién
Caracteristica en billones % Pureza %
A - Muy alto >5 > 90 > 90
B - Alto 3-5 70-90 70-90
C - Medio 1-3 30-70 30-70
D - Bajo <1 <30 <30
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cinco veces superior al nivel normal, aunque la relacion
entre este numero y el beneficio clinico obtenido es uno
de los pardmetros que permanecen pendientes de deter-
minar con exactitud. Se han publicado conteos celulares
gue van desde menos de dos hasta 8.5 veces el nivel
normal e incluso, que cada individuo necesita una con-
centracion diferente de plaquetas para lograr un mismo
beneficio clinico. Segun estudios previos, los niveles
mas altos de recoleccion plaquetaria se han logrado
con dispositivos especiales de preparacion de PRP
para su uso comercial, valores que no se han alcanzado
con las centrifugadoras utilizadas en laboratorio, segin
confirman los resultados de este estudio.!1315

Sin embargo, en estudios recientes se ha repor-
tado que se ha medido la cantidad de factores de
crecimiento y citocinas contenidos en el PRP con
diversas concentraciones celulares cuyo ndmero no
es directamente proporcional a su cantidad, por el
contrario ante su bajo y alto conteo se ven disminuidas.
Asimismo, se ha mencionado que altas velocidades de
centrifugacion producen dafios en la membrana celu-
lar plaquetaria, por lo que se recomendarian niveles
bajos, en un articulo se propone el estandar de 1,400
rpm por siete minutos, lo que se contrapone con lo
sugerido por otros autores que afirman que las velo-
cidades lentas y la centrifugacién simple producirian
PRP con baja pureza, como en nuestro estudio, por
lo que se sugiere debe tomarse en consideracion, ya
que podria ocasionar efectos daninos en los tejidos
debido a la mayor cantidad de radicales libres que
podrian ser liberados por los glébulos rojos, asi como
por una posible respuesta inmunolégica secundaria a
mayor cantidad de leucocitos.®*?

No obstante, hasta la fecha, debido a la falta de es-
tudios de investigacién en este campo, se desconoce
si las diferencias significativas de composicion del PRP
observadas entre los diferentes sistemas de preparacion
modifican el efecto clinico de su aplicacion.

Respecto a la propuesta de clasificacién DEPA
para la estandarizacién del PRP que toma en cuenta
tres aspectos: conteo plaquetario, eficiencia de pro-
duccion (porcentaje de plaquetas obtenido respecto
al basal) y pureza (porcentaje de plaquetas respecto
a otros tipos celulares recolectados) (Cuadro 1V) y
segun la cual a la mayoria de los estudios publica-
dos se les han asignado calificaciones D y C en casi
todos los aspectos. Nuestros protocolos con base
en los resultados se calificaron como DDA, lo que se
correlaciona con lo publicado en la literatura hasta
el momento, aunque dos aspectos de la clasificacidon
se basan en el nimero plaquetario obtenido, del que,
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como se ha mencionado, aln no se cuenta con un
consenso sobre los pardmetros ideales necesarios
para lograr el efecto terapéutico deseado.®

CONCLUSIONES

En el presente estudio hemos constatado que los pro-
tocolos de obtencion de plasma rico en plaquetas por
centrifugacién simple con sistemas de centrifugacion
estdndar de laboratorio, a bajas velocidades y por
cortos periodos (100 g por ocho minutos) resultan en
preparados con el minimo de plaquetas requerido para
considerarse PRP, con un alto nivel de pureza celular.
Lo que contrasta de forma considerable con las cifras
plaguetarias reportadas en la literatura con protocolos
similares de obtencion de PRP y fundamentalmente con
los sistemas comerciales de su preparacion.

Lo anterior es un reflejo de la falta de estandarizacion
en la técnica de obtencion de PRP y la ausencia de
correlacién entre los estudios reportados, lo que puede
resultar en las variaciones observadas de la eficacia
clinica del uso de PRP, confirmando la necesidad de
realizar estudios mas rigurosos, con mayor tamano de
muestra y medicién cuantitativa del efecto clinico con
periodos de seguimiento que hagan posible contar con
un protocolo establecido.
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