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Introduccién: EI PRP es un bioproducto Util en la regenera-
cion tisular. El objetivo fue evaluar la concentracion del factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFBB), fac-
tor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento
vasculo-endotelial (VEGF) en el Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) de sujetos tratados con farmacos antiagregantes pla-
quetarios antes y después de su administracion.

Materiales y Métodos: Se determinaron mediante ELISA
los niveles de PDGFBB, EGF y VEGF en el PRP, Plasma Po-
bre en Plaquetas (PPP), exudado y lisado de 32 sujetos sa-
nos antes y 24 horas después de ingerir Acido Acetilsalicilico
(AAS) y Clopidogrel en dosis Unica. El PRP y el PPP se ob-
tuvieron por el método de Anitua de una sola centrifugacion.

Resultados: Hubo diferencias estadisticamente significati-
vas en los valores pretratamiento y postratamiento para el
PDGFBB en el PPP (AAS: p<0,01), PPP y exudado (Clopido-
grel: p<0,001), PRP (Clopidogrel: p<0,01) y para el VEGF en
el lisado (AAS y Clopidogrel: p<0,05). Solo hubo correlacion
entre los valores basales del EGF en el grupo del AAS y el
recuento plaquetario del PRP respectivo (r: 0,726). Los va-
lores basales de los factores de crecimiento medidos fueron
mayores en el PRP y lisado. Hubo disminucion significativa
en el PDGFBB luego del tratamiento con Clopidogrel y un
aumento significativo para el VEGF en el lisado.

Conclusiones: A pesar de que el comportamiento de los tres
mediadores solubles fue diferente ante los farmacos antia-
gregantes, los cambios observados sugieren que una dosis
Unica de los mismos no afecta marcadamente la secrecion y
disponibilidad de los factores de crecimiento medidos.

Palabras Clave: PRP, PPP, lisado, factores de crecimiento,
antiagregantes plaquetarios.

Introduction: PRP is an useful bioproduct to tisular regen-
eration. The aim of study was evaluate the concentration of
growth factors (PDGFBB, EGF and VEGF) present in the
Platelet-rich plasma (PRP) in subjects treated with drugs
which inhibit platelet aggregation as acetylsalicylic acid (ASA)
and clopidogrel before and after administration.

Materials and Methods: We determined by ELISAPDGFBB,
EGF and VEGF levels in PRP, Platelet Poor Plasma (PPP),
lysate and exudate from 32 healthy subjects before and 24
hours after ingesting acid Acetyl salicylic acid (ASA) and clop-
idogrel as a single dose. The PRP and PPP were obtained by
the method of Anitua by single centrifugation method.

Results: To analyze the results of student test and Pearson
correlation was applied, with statistical significance level of
p < 0.05. PPP and exudate (Clopidogrel: p < 0.001), PRP
(Clopidogrel : p < 0.01) statistically significant differences for
PDGFBB in PPP (p < 0.01 AAS) were found, and for VEGF
in lysate (ASA and Clopidogrel: p < 0.05). No significant dif-
ference was found for EGF. Only was no correlation between
baseline values of EGF in the ASA group and the respective
PRP platelet count (r = 0.726). The results show that the aver-
age basal values of the three growth factors measured were
considered particularly high in the PRP and lysate, showing
the significant decrease for PDGFBB after antiplatelet thera-
py, especially of Clopidogrel and a significant increase for the
VEGF only for the lysate.

Conclusion: Although the behavior of three different sol-
uble mediators was different to antiplatelet agents, the ob-
served changes support the conclusion that a single dose of
these drugs not markedly affect the secretion and availabil-
ity of the three growth factors measured in various platelet
derived obtained.

Key words: PRP, PPP, lisate, growth factors, platelet anti-
agregants.



Introduccion

Las plaguetas contienen organelos citoplasmaticos cuyo
contenido secretan al medio extracelular una vez activadas,
entre los cuales se encuentran los cuerpos densos, granulos
a y lisosomas. De estos organelos los més abundantes son
los granulos a, los cuales poseen un contenido importante
de proteinas, como la 3 tromboglobulina, factor plaquetario
4 (PF-4) neutralizante de la heparina y otros productos no
proteicos como fibronectina, trombospondina, inhibidores de
la fibrindlisis, fibrindgeno, factor von Willebrand, mediado-
res solubles tales como citoquinas, factores de crecimiento
(FCs) y entre estos Ultimos, se encuentran proteinas pro
y anti-angiogénicas que incluyen al factor de crecimiento
vasculo-endotelial (VEGF), factor de crecimiento epider-
mal (EGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor
de crecimiento del hepatocito (HGF), factor de crecimiento
transformante beta (TGFf) y factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), entre otros’2.

En ese contexto, el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) pro-
porciona un alto contenido en plaquetas y éste se prepara
a través de numerosas técnicas a partir de donaciones de
sangre que se someten a centrifugacion diferencial, logran-
do un concentrado plaquetario (600.000 a 1.500.000 x mm?).
Es una fraccion plasmatica que posee una concentracion de
plaquetas de 2 a 5 veces superior al nUmero de plaquetas en
sangre periférica®. Por lo tanto, se considera un concentrado
de plaquetas, obtenido generalmente por centrifugacion de
la sangre del propio paciente a quien se le va aplicar (au-
t6logo)>8. Las plaquetas al ser activadas con la mezcla de
trombina y calcio, generan un producto de consistencia ge-
latinosa que puede ser aplicado en forma tépica sobre una
herida, potenciando los mecanismos de regeneracion, de
manera rapida y eficaz®*.

El PRP ha sido reconocido como un poderoso agente he-
mostatico y adhesivo desde la década de 1970, asi como
una potente fuente de FCs desde 1990°. Entre los media-
dores solubles mas estudiados que se liberan del PRP, se
encuentran el PDGFAB, VEGF y EGF y las Interleucinas 4
(IL-4) y 6 (IL-6)5°.

El PDGF es una proteina catidnica termoestable con un PM
de 30-40 Kd, es un dimero compuesto por dos cadenas pep-
tidicas iguales o diferentes unidas por puentes disulfuro y sus
isoformas mas conocidas son PDGFAA, PDGFBB, PDGFAB,
PDGFCC y PDGFDD. Su principal fuente son las plaquetas,
donde se almacena en los granulos a y se libera cuando las
plaquetas se agregan y se inicia la activacion del sistema de
la coagulacion'®. La funcidbn mas importante del PDGF es
promover la quimiotaxis, ademas puede estimular el recluta-
miento, proliferacion y sobrevivencia de células mesenqui-
males, del musculo liso, endoteliales, fibroblastos, y otras cé-
lulas reparadoras. Su funcion angiogénica es méas débil que
la desarrollada por VEGF'1213,

El VEGF, también denominado Factor de Permeabilidad Vas-
cular (VPF), es el mas poderoso de los promotores del creci-
miento vascular conocidos, presenta 5 isoformas distintas y
la mas abundante en las plaquetas es la VEGF-A. Pertenece
a la familia que incluye al Factor de Crecimiento Placentario
(PLGF). Entre las células productoras de este factor ademas
de las plagquetas, se encuentran los macroéfagos, osteoblas-
tos y musculares lisas principalmente en estado de hipoxia.
Actua en los receptores de tirosinquinasa de las células en-
doteliales y se le considera un potente angiogénico durante
las etapas embrionarias y postnatal™.

El EGF es un polipéptido de 53 aminoacidos, sintetizado y
secretado por plaquetas, fibroblastos y células endoteliales,
ademas de células renales y de glandulas salivares. Solo se
ha descrito una isoforma. Posee propiedades mitogénicas,
proapoptoticas, de migracion y de diferenciacion de fibro-
blastos, células epiteliales, renales y gliales a partir de célu-
las mesenquimales. Asi mismo, se le atribuye la capacidad
de estimular la proliferacion y diferenciacion de la epidermis,
dermis, epitelio corneal, pulmones y de traquea, durante la
reparacion tisular's,

El empleo médico del PRP hoy en dia es reconocido en
diversas areas como la odontologica' "', cirugia estéti-
ca'®22' asi como en otras ramas de la medicina en las
cuales se asumieron esas experiencias para justificar su
utilizacion en otras patologias, como en Hemofilia Ay B,
Ulceras de miembros inferiores en pacientes con Diabetes
Mellitus, artrosis y otras enfermedades?®.

Es ampliamente conocida la utilizacién de ciertos medica-
mentos que tienen efecto antiagregante sobre las plaquetas
como el acido acetil salicilico (AAS) o aspirina y el Clopido-
grel/Ticlopidina (Tienopiridinas), cuya indicacion es universal
en el tratamiento de pacientes con tendencia a formar trom-
bos por diversas causas como cardiopatias congénitas o ad-
quiridas, enfermedad cerebrovascular, etc. Estos farmacos
acttan inhibiendo la agregacion plaquetaria, reduciendo con
ello el riesgo de formar un trombo plaquetario; no obstante,
pueden interferir con la liberacion de los FCs contenidos en
los granulos a®2¢. De esa manera en teoria, el PRP prove-
niente de sujetos tratados con antiagregantes plaquetarios,
no seria de utilidad en las areas de la medicina en donde ha
sido probada su gran influencia en la cicatrizacion de diver-
sos tipos de heridas.

Esta investigacion espera contribuir a un mejor entendimien-
to del empleo efectivo del PRP en diversos procedimientos
médicos, de alli que se plante6 como objetivo evaluar la
concentracion de los factores de crecimiento (PDGF, EGF
y VEGF) presentes en el PRP de sujetos tratados con dife-
rentes farmacos que inhiben la agregacion plaquetaria como
el AAS y Clopidogrel, antes y después de su administracion.




Material y Métodos

Tipo y Disefo de investigacion
Se realizé una investigacion descriptiva, de campo, no expe-
rimental y transversal®.

Poblaciéon y muestra

La poblacién objeto de estudio estuvo conformada por suje-
tos adultos, de sexo masculino y femenino, aparentemente
sanos, que acudieron al Instituto de Investigaciones Clini-
cas “Dr. Américo Negrette” de la Facultad de Medicina de La
Universidad del Zulia, Republica Bolivariana de Venezuela,
durante el periodo comprendido entre febrero del 2014 y fe-
brero del 2015. La muestra fue de tipo no probabilistico?.

Criterios de inclusién

Se incluyeron sujetos entre 18 y 50 afios de edad, de sexo
masculino y femenino, que desearon participar en este estu-
dio, sin enfermedad clinica de base, aparentemente sanos
(previa valoracion clinica general) y con resultados normales
en el estudio de agregacion plaquetaria antes del tratamiento
con el antiagregante plaquetario respectivo y que acataron
de manera estricta el tratamiento indicado. Fueron excluidos
aquellos que habian ingerido previamente antiagregantes
plaquetarios o bebidas alcohdlicas 11 dias antes del estudio,
0 que estuvieran recibiendo cualquier tipo de tratamiento.

Procedimiento

Se incluyeron 32 sujetos, 20 femeninos y 12 masculinos y
se distribuyeron en dos grupos, de la siguiente manera: 16
sujetos tratados con Aspirina a una dosis de 100 mg en dosis
Unica y 16 individuos quienes recibieron Clopidogrel a una
dosis de 75 mg en dosis Unica.

A todos los sujetos, en ayunas y previa asepsia de la zona,
tanto antes como 24 horas después del tratamiento respecti-
Vo, se les extrajeron 20,5 mL de sangre venosa antecubital,
con mariposa N° 21 empleando la técnica de doble jeringa
para evitar la activacion de las plaquetas®. La primera jerin-
ga con 2,5 mL de sangre se dispens6 en un tubo de vidrio
que contenia EDTA para la hematologia completa y conteo
de plaquetas, que se proces6 empleando un contador auto-
matico de células sanguineas marca Beckman Coulter AC-T.
La segunda jeringa con 18 ml de sangre venosa se distribuy6
en tres tubos plasticos que contenian citrato de sodio al 3,8%
(9/1), de la siguiente manera: en uno se verti6 9 mL y en los
otros dos 4,5 mL. En un tubo de estos ultimos, se realizé
el estudio de agregacion plaquetaria, con un agregémetro
Chrono-log (Corp. Haverton, PA, USA) segun el método tur-
bidimétrico de Born®. En cada una de estas muestras tam-
bién se realiz6 el conteo plaquetario.

Todos los tubos con citrato de sodio, se centrifugaron en una
centrifuga clinica. El que contenia 9 ml de sangre, se dejo
reposar 20 minutos, y luego fue centrifugado a una velocidad
de 1.400 rpm por 7 minutos, siguiendo la técnica de Anitua®.
Del volumen total obtenido en el PRP se extrajo 0,5 mL que
correspondié a Plasma Pobre en Plaquetas (PPP). El resto
(PRP) se tom6 a través de un pipeteado muy meticuloso y

con una punta distinta, hasta la zona que se encontraba por
encima de la fraccion roja. Un mL del volumen total del PRP
se separ6 en alicuota para recuento de plaquetas y medicién
de FCs. Por otra parte, a 1 mL del PRP obtenido se le adi-
cion6 50 uL de cloruro de calcio al 10%, se mezclé y se dejo
reposar por 15-30 minutos para obtener el PRP gelificado y
posteriormente, se centrifugé a 2.500-3.000 rpm por 10 mi-
nutos, para obtener el exudado.

El tubo restante con 4,5 mL de sangre se dej6é reposar 20
minutos y luego se sometid a 2 centrifugaciones, la primera a
1.400 rpm por 7 minutos (Método Anitua de una sola centri-
fugacion)® y la segunda a una velocidad de 3.600 rpm por 10
minutos (Método modificado de Ghandi y col.)3".

El volumen total obtenido en el PRP luego de la segunda
centrifugacion (fraccion del PRP més concentrada en pla-
quetas), se le descart6 0,5 mL del PPP y el resto del PRP se
mezcl6 con una punta de pipeta distinta con el fin de obtener
un plasma adn mas concentrado en plaquetas, posteriormen-
te se tomd una parte para realizarle un conteo de plaquetas y
finalmente se separd y guardo6 en tubos Eppendorf.

El PPP, PRP sin activar, el exudado del PRP gelificado y el
PRP de segunda centrifugacion, se distribuyeron en alicuo-
tas y se almacenaron en tubos plasticos Eppendorf a —70C°
en un ultracongelador (Forma Scientific U95-18), hasta el
andlisis de los FCs, con la técnica de Inmunoensayo Enzi-
matico (ELISA)%.

El PRP de la segunda centrifugacion en el momento del ana-
lisis de los FCs, se someti6 a un proceso de descongela-
cién y congelacion consecutiva para propiciar la lisis de las
plaquetas contenidas en él, de acuerdo al siguiente proce-
dimiento: La primera descongelacion de las alicuotas (tres
por cada sujeto) se realiz6 a 37°C por 25 minutos y luego se
mezclaron cuidadosamente y se organizaron en una sola
alicuota por individuo. Cada alicuota se volvibé a congelar a
-20°C durante 1 hora, este procedimiento se repitié 4 veces
mas de manera consecutiva descongelando cada vez a 37°C
por 15 minutos y congelando luego a -20°C (método modifi-
cado del aplicado por Perseghin y col.)®. Al final se distribuy6
cada alicuota del lisado en tres de 200 yL para el procesa-
miento y analisis correspondiente de cada FC.

Los niveles de los factores de crecimiento PDGFBB, EGF y
VEGF se midieron en muestras y estandares empleando el
método de ELISA indirecto, cuyos ensayos para el PDGFBB
y EGF fueron suministrados por ABCAM (ABCAM INC,
CAMBRIDGE, USA: 1 Kendall Square, Ste B2304 Cambrid-
ge, MA 02139-1517 USA) con numero de lote: GR 85403-
1, GR85404-1 y GR 56644-1 para el PDGF, GR81587-1,
GR81588-1 y GR81589-1 para el EGF. Los ensayos de
VEGF fueron suministrados por Thermo Scientific (Pierce
Biotechnology, 3747 N. Meridian Road, PO Box 117, Roc-
kford IL61105, USA) con numero de lote: ME 156238, MH
161815 y NE 168666. Todos los ensayos fueron ejecutados
de acuerdo a las instrucciones del manufacturador.



Se consideré como valor de referencia para plaquetas en
sangre periférica entre 150.000 y 450.000 por mm?324,

Para la tabulacion y el analisis de los resultados que se ob-
tuvieron, se utilizé la estadistica respectiva. Los datos se
muestran en tablas, en valores absolutos y porcentajes, asi
como media * desviacidon estandar. Para la comparacion de
las variables en estudio, se utilizd la prueba t de Student pa-
reado, test y post test de comparaciéon multiple Tukey-Kra-
mer, mientras que para el estudio de correlacion se aplicd
la prueba de Pearson y se consideré una p <0,05 como la
menor probabilidad estadistica®.

A todos los sujetos se les requirid6 su consentimiento infor-
mado por escrito antes de ser incluidos en el estudio® y se
procedi6 de acuerdo a los principios de la declaracion de
Helsinki de 1975, actualizada en el 2013, en la 642 Asam-
blea Médica Mundial General de Fortaleza, Brasil y las reco-
mendaciones elaboradas por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS) en el 2002%.

Resultados

En la tabla |, se observa que el recuento plaguetario prome-
dio en sangre de sujetos sanos incorporados a la presente
investigacion, se encuentra dentro del rango de referencia.
Mientras que el valor del conteo plaquetario en PRP basal o
antes del tratamiento respectivo (505,40+140,83 x 103%/mm?)
para todos los sujetos estudiados (n=32), presento diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) cuando se compar6
con el valor en sangre periférica (272,281+69,66 x 10%/mm3),
éste no fue estadisticamente significativo al compararse con el
obtenido en el PPP basal (375,14+112,6 x 103/mm?).

Tabla I. NUMERO DE PLAQUETAS EN SUJETOS SANOS ANTES DEL
TRATAMIENTO CON AAS O CLOPIDOGREL

Tipo de Numero de plaquetas
muestra 10%/mm?
n=32
Sangre 272,281+69,66 a (150-379)
PPP 103/mm?3 375,14+1126 b
Basal (247-626)

PRP 10%/mm?
Basal

505,40+140,83
(316-740)

Los resultados se expresan en media, desviacion estandar y rango
n: Nimero de sujetos estudiados

PPP: Plasma Pobre en Plaquetas

PRP: Plasma Rico en Plaquetas

a: Plaquetas en sangre vs plaquetas en PRP basal: p<0,0001

b: Plaquetas en PPP basal vs plaquetas en PRP basal: NS

Los valores de plaquetas en el PRP obtenido del grupo trata-
do con AAS fueron mayores a los tratados con Clopidogrel,
tanto antes como después de recibir el farmaco (p<0,002;
p<0,001), respectivamente. Al compararse, el nUmero de
plaguetas antes y después de recibir el tratamiento en cada
grupo, no hubo diferencias significativas, como se observa
en la tabla Il.

Tabla Il. Numero de plaquetas en el PRP de sujetos sanos antes y
despues del tratamiento con aas o clopidogrel

Numero de plaquetas

10%/mm?
ANTIAGREGANTE ANTES DESPUES p
RECIBIDO
AAS 578,25+125,33 566,86 + 109,16 NS
n=16 (404-803) (405-784)

CLOPIDOGREL
n=16

432,56+118,18
(251-604)

43522+:108,48 NS
(333-620)

p 0,002 0,001

Los resultados se expresan en media, desviacion estandar y rango
n: Nimero de sujetos estudiados

AAS: Acido acetil salicilico

NS: No significativo

La comparacion de las concentraciones promedio de PD-
GFBB en el PPP, PRP y sus subproductos de sujetos sanos
antes y después del tratamiento con AAS o Clopidogrel, se
muestra en la tabla Ill. La menor concentracién de este fac-
tor se observo en el PPP luego de recibir AAS con 8,96+1,4
ng/mL, valor que fue estadisticamente diferente al obtenido
previo a su administracion (p<0,01). Ademas, se observé una
disminuciéon de este FC en el PRP postratamiento, aunque
no fue estadisticamente significativo. Al comparar los valores
promedio de PDGFBB antes y después del tratamiento con
Clopidogrel, se not6 una disminucion estadisticamente signi-
ficativa tanto en el PPP y exudado (p<0,0001), asi como en
el PRP (p<0,01), postratamiento.

Tabla lll. Concentracion de PDGFBB (ng/mL) en el PPP, PRP y sus

subproductos de sujetos sanos, antes y después del Tratamiento
con AAS o Clopidogrel

PRODUCTO AAS CLOPIDOGREL
n=16 n=16

ANTES DESPUES ANTES DESPUES

PPP 10,68+1,9 8,96+1,4a 10,6+1,8 8,53+0,59 b

PRP 12,12+251  11,36+2,48  12,0+2,4 9,65+1,17 a

EXUDADO 10,84+1,68  11,11+1,14 10,7+1,55 8,51+0,75b

LISADO  10,56+2,36  10,85+3,01 10,45+2,1 10,15+1,74

n: Nimero de sujetos estudiados.

AAS: Acido acetil salicilico.

PDGFBB: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas isoforma BB.
PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

a: Con respecto a su control (antes) p<0,01.

b: Con respecto a su control (antes) p<0,0001.

La tabla IV, muestra las concentraciones de EGF en el PPP,
PRP y sus respectivos subproductos en la poblacion estudia-
da. Las mayores concentraciones se obtuvieron del PRP en
ambos grupos. No se encontro diferencias estadisticamente
significativas al compararse los valores del FC en los dife-
rentes derivados plaquetarios antes y luego del tratamiento.




Tabla IV. Concentracion de EGF (pg/mL) EN el PPP, PRP y sus sub-
productos EN sujetos sanos, antes y después del Tratamiento con
AAS y Clopidogrel

PRODUCTO AAS CLOPIDOGREL
(n=16) (n=16)
ANTES DESPUES ANTES DESPUES
PPP 96+141,1 172,75+167,4 11,9+6,8 8,25+2,75
PRP 296,1+203,6  353,95+204,5 51,75+14,35 58,75+29,15
EXUDADO 150,25+120,8 159,7+71,1 29,75+12,95 36,8+11,95
LISADO 280+70 275+35 37+18,9 48+13

n: NUmero de sujetos estudiados.

AAS: Acido acetil salicilico.

EGF: Factor de Crecimiento Epidermal.
PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.
PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

Las concentraciones plasmaticas del VEGF en el PPP, PRP
y sus subproductos antes y después de la administracion de
AAS o Clopidogrel, en sujetos sanos, se observan en la tabla
V. El valor mas alto encontrado para este factor fue en el
lisado del grupo que recibi6 Clopidogrel con 1.076,8+534 pg/
mL y el PRP del grupo que recibié AAS con 913,6+380,84
pg/mL. Cuando se compararon los valores pretratamiento y
postratamiento, s6lo hubo diferencias estadisticamente sig-
nificativas para el lisado (p<0,04), en ambos grupos.

So6lo hubo correlacién significativa (r:0,71; p<0,001) entre el
recuento plaquetario del PRP basal y las concentraciones
pretratamiento de EGF en el grupo de AAS (datos no mos-
trados en tabla).

Tabla V. Concentracion de VEGF (pg/mL) en el PPP, PRP y sus sub-
productos de sujetos sanos, antes y después del Tratamiento con
AAS y Clopidogrel

PRODUCTO AAS CLOPIDOGREL
(n=16) (n=16)

ANTES DESPUES ANTES DESPUES

PPP 658,84262,68 708,8+353,88 504+288,52 542427212

PRP 833,6+446,4  913,6+380,84 663,2+419,2 680,4+383,6

EXUDADO 756,4+375,56 870+387,76 568+366,24 568,4+309,32

LISADO 632,8+212 801,6+151,72a 728,8+387,88 1076,8+534 a

n: Numero de sujetos estudiados.

AAS: Acido acetil salicilico.

VEGF: Factor de Crecimiento Vasculo Endotelial.
PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

a: con su respecto a su control (antes): p<0,04.

En la presente investigacion, las cifras de plaquetas de los
sujetos estudiados estuvieron dentro del rango de referencia
antes del tratamiento con los antiagregantes plaquetarios uti-
lizados®*. Asi mismo, el promedio del conteo plaquetario ba-
sal en el PRP de los 32 sujetos estudiados en la presente in-
vestigacion, presentd un incremento significativo (p<0,0001)
cuando se compard con la cifra en sangre. Este aumento
que fue de 1,2 a 2,72 veces, se ubico dentro del rango esta-
blecido para el protocolo de una centrifugacion descrito por
Anitua®® y se ajust6d a la definicion de PRP enunciada en
la literatura®. Estos valores son comparables con las descri-
tas por diversos investigadores entre ellos, Castillo y col.®®,
quienes obtuvieron PRP a través de sistemas comerciales de
separacion celular y encontraron un promedio de plaquetas
de 566,2+292,6 x 103/mm? por el método GPS y 443,8 + 24,7
x 10%/mm3 por el método Magellan.

Un hallazgo importante de la presente investigacion fue que
no hubo diferencia estadisticamente significativa en el con-
teo de plaquetas obtenido en el PPP basal al compararlo con
el PRP basal. Esto sugiere que el PPP obtenido a través del
protocolo de una sola centrifugacion de Anitua®, no produce
una pobre concentracion de plaquetas como es catalogado,
por lo que debe considerarse su incorporacion al PRP para
incrementar su contenido celular y de FCs.

En relacién al niumero de plaquetas obtenido en el PRP lue-
go de 24 horas de tratamiento con AAS o Clopidogrel, no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas al com-
pararlas con los valores promedio en el PRP basal antes del
tratamiento. El hallazgo de que ambos farmacos antiagre-
gantes, en dosis Unica, no afectaron sensiblemente el nUme-
ro de plaquetas en los sujetos estudiados, podria ser explica-
do, en primer lugar porque su efecto lo ejercen sobre la fun-
cion de las plaquetas y en segundo lugar, por el hecho que
el recambio plaquetario en condiciones normales después de
la administracion de estas drogas, es de aproximadamente 7
dias**4'. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Hayasaka y col.*?, quienes realizaron un estudio compara-
tivo de la afectacion de los parametros hematologicos en 2
grupos de pacientes tratados por 2 meses con aspirina mas
Clopidogrel y aspirina solamente, y no hallaron diferencias
estadisticamente significativas en el nUmero de plaquetas
(basal y postratamiento), pero si para la cuenta roja, blanca,
hemoglobina y hematocrito.

Sin embargo, cuando se compar6 el conteo plaquetario del
PRP antes y después del tratamiento entre los dos grupos,
a pesar de estar dentro del limite esperado para un PRP,
hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,002 y
p<0,001, respectivamente). Sin embargo, estas variaciones
en el numero de plaquetas en sujetos sanos responden cla-
ramente a fluctuaciones fisiologicas descritas en la literatura
cientifica®343,

Cuando se analizaron las concentraciones promedio de PD-
GFBB determinadas en el PPP, PRP y sus subproductos, an-



tes y después del tratamiento con los farmacos utilizados, se
observd una marcada disminucién de los niveles de este fac-
tor, en dos de los cuatro productos plaquetarios (PPP y PRP)
luego del tratamiento con AAS (aunque solo fue significativo
para el PPP, p<0,01). Sin embargo, los valores promedio ba-
sales de PDGFBB mas elevados se notaron en el PRP y no
en el exudado ni lisado como se esperaria. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Passaretti y col.*, quie-
nes compararon el aporte de FCs en el PRP y Plasma Rico
en Factores (PRF) y describieron en el PRF (equivalente al
exudado de esta investigacion) niveles de PDGF dos veces
menor que en el PRP. Estos resultados podrian ser conse-
cuencia de que el PRP es el producto derivado de las plaque-
tas en el cual existe la mayor concentracion de las mismas.

El hecho que los valores del FC medido en el lisado se ase-
mejen a los del PRP, a pesar que este es un producto obte-
nido de la congelacién y descongelacion repetida, confirma
que este proceso no parece comprometer la disponibilidad
de los FCs tal como lo describe Perseghin y col.®, quienes
compararon los niveles de FCs en sangre fresca y lisado y no
encontraron diferencias significativas.

En el mismo orden de ideas, los valores promedio de PD-
GFBB en el PRP y sus subproductos a nivel basal y después
de la administracion del Clopidogrel, arrojaron diferencias
significativas para el PRP, PPP y exudado, con niveles mas
bajos que los hallados en el grupo del AAS. Estos resultados
podrian confirmar un mayor nivel de alteracion en la capa-
cidad de secrecion del PDGFBB por parte de los derivados
plaquetarios en los sujetos tratados con Clopidogrel.

Es importante destacar que las concentraciones promedio
del PDGFBB antes del tratamiento, fueron similares a los
reportados por otros investigadores y cuyos valores oscila-
ron entre 2,3 y 37 ng/mL*-*8, Entre estos estudios destaca el
realizado por Christgau y col.*, quienes evaluaron los nive-
les de varios FCs en concentrados plaquetarios de donantes
de sangre y establecieron su correlacién con la regenera-
cion periodontal. En este trabajo, el valor de PDGFBB fue de
15,8+7,9 ng/ml, lo que se consider6 como elevado.

Al considerar el EGF, se observé un aumento aunque no
significativo, de las concentraciones promedio del FC luego
del tratamiento en ambos grupos de estudio, en todos los
derivados plaquetarios. Sin embargo, los valores basales de
este FC fueron similares a los citados por otros autores*&4%:%,
Eppley y col.*, reportaron un valor de EGF en el PRP de
470+320 pg/mL, similar a los valores basales (antes) y pos-
tratamiento para el grupo del AAS de la presente investiga-
cién, no asi para el grupo de Clopidogrel, en el cual las con-
centraciones fueron mas bajas.

Es importante destacar, que no existen valores referenciales
oficialmente establecidos para los FCs que fueron analiza-
dos en la presente investigacion, debido a que los sistemas
comerciales de medicion de los mismos no se encuentran
estandarizados, de alli que existan diversos reportes de con-

centraciones para poblaciones similares por diferentes au-
tores. Este aspecto limita la comparacion de los presentes
resultados con otros trabajos cientificos®'.

En relacion al VEGF, se pudo observar que los subproductos
con valores promedio mas altos de éste fueron el PRP (antes
y después) y en el lisado de los tratdos con AAS y Clopidro-
grel, respectivamente. Esto resultados permiten confirmar lo
asegurado por otros autores como Weibrich y col.®, Perse-
ghin y col.5" y Barsotti y col.®2, quienes han destacado que el
congelamiento a muy bajas temperaturas (-70°C) y su rapida
descongelacion (37°C), es un método comun y efectivo para
lograr la liberacién de los FCs, sin afectacion de sus concen-
traciones, ni de los niveles biolbgicamente activos, gracias
en gran medida a la lisis masiva de las plaquetas presentes
en el derivado plaquetario. Este aspecto es de utilidad clini-
ca a la hora de considerar la utilizacién de concentrados de
PRP congelados, de pacientes que reciban antiagregantes
plaquetarios como los empleados en el presente estudio®.

Ademaés, se aprecié que ambos grupos de estudio experi-
mentaron un incremento de los valores promedio de VEGF
luego del tratamiento respectivo, siendo mas evidente en el
grupo del AAS. Esto sugiere una alteracion de la secrecion
de FCs que parece ser especifica para cada farmaco.

La correlacion entre el recuento plaquetario del PRP basal y
la concentracion de EGF del PRP antes de la administracion
del AAS podria significar que una alteracion de las cifras pla-
quetarias se relaciona directamente con un aumento o dismi-
nucion de los valores de este FC.

En conclusion, se pudo constatar en la presente investiga-
cion que existen dos tipos de comportamiento en cuanto a
la concentracion de los tres FCs estudiados, luego del trata-
miento con antiagregantes plaquetarios. ElI primero de ellos
fue el exhibido por el PDGFBB, cuyos valores promedio se
mantuvieron por debajo de los basales en casi todos los sub-
productos plaquetarios, siendo esta disminucién mas eviden-
te y significativa en el grupo del Clopidogrel, lo que sugiere
que este farmaco propicia un mayor nivel de afectacion del
patron de secrecién de este FC que el AAS. Sin embargo, no
se podria afirmar que una dosis Unica de este farmaco pueda
ser responsable de la alteracién de la biodisponibilidad de
este FC. El segundo tipo de comportamiento es el desarro-
llado por el EGF y VEGF, cuyas concentraciones mostraron
un incremento por encima de los valores basales luego del
tratamiento respectivo. Estos resultados parecen indicar que
ambos farmacos afectan la secrecion de ambos FCs, pero
sin aparente detrimento de sus niveles biolégicamente acti-
vos, ademas de que el PPP, PRP y sus derivados demostra-
ron contener concentraciones similares de los tres FCs me-
didos, lo que permitiria recomendar el empleo de cualquiera
de ellos en las diferentes areas médicas.
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