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Resumen

El PDGF es uno de los mitégenos mas potentes para el tejido conectivo, su secrecidon parece ser particularmente importante
cuando la fuente es el Plasma Rico en Plaquetas (PRP), de alli el rol protagdnico de este ultimo en la regeneracion tisular. Se
determiné mediante ELISA los niveles de PDGFBB en el PRP, Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) y Exudado de 32 sujetos
sanos antes y 24 horas después de ingerir AAS (Aspirina) y Clopidogrel. Los niveles basales de PDGFBB fueron de 10,6+ 1, 9
ng/ml (PPP), 12, 12 + 2, 5 ng/ml (PRP) y 10, 84 * 1, 68 ng/ml (Exudado). Mientras que después del tratamiento con AAS las
concentraciones de PDGFBB estuvieron en 8, 96 * 1, 4 ng/ml (PPP), 11, 36 * 1, 48ng/ml (PRP), 11, 11 + 1, 14ng/ml (Exudado)
y para el Clopidogrel fueron de 8, 53 + 0, 59 ng/ml (PPP), 9, 65 = 1, 17 ng/ml (PRP) y 8, 51 + 0, 75 ng/ml (Exudado). Se notd
que luego de la administracion de AAS y Clopidogrel los valores de PDGFBB disminuyeron de manera estadisticamente
significativa, en especial para el grupo del Clopidogrel. EI AAS parecidé afectar en menor grado las concentraciones de
PDGFBB, lo cual puede ser atribuible al mecanismo de accién farmacoldgica diferencial existente entre la AAS y Clopidogrel.
No se encontro correlacion entre el recuento plaquetario y los niveles basales de PDGFBB del PRP.

Palabras clave

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), Plasma rico en plaquetas (PRP), Aspirina o dcido acetil salicilico (AAS),
Clopidogrel (CLO)I.

Abstract

PDGF is one of the most potent mitogen for connective tissue, its secretion appears to be particularly important when the
source is Platelet Rich Plasma (PRP), hence the latter leading role in tissue regeneration. ELISA PDGFBB levels in PRP,
Platelet Poor Plasma (PPP) and exudates, were determined in 32 healthy subjects before and 24 hours after ingestion of
Aspirin (ASA) and Clopidogrel (CLO). PDGFBB baseline levels were 10.6 £ 1.9 ng / ml (PPP), 12.12 + 2.5 ng / ml (PRP) and
10.84 * 1.68 ng / ml (exudate). After treatment with ASA concentrations were PDGFBB in 8.96 + 1.4 ng / ml (PPP), 11.36
1.48 ng / ml (PRP), 11.11 * 1.14 ng / ml (exudate) and the Clopidogrel were 8.53 + 0.59 ng / ml (PPP), 9.65 * 1.17 ng / ml
(PRP) and 8.51 + 0.75 ng / ml (exudate). It was noted that after the administration of ASA and CLO, PDGFBB values
statistically significantly decreased, especially for the group of CLO. ASA lesser extent appears to affect the concentrations
of PDGFBB, which may be attributable to the pharmacological mechanism of action between the ASA and Clopidogrel. No
correlation was found between platelet count and baseline levels of PRP PDGFBB.
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Introducciéon

Las plaguetas o trombocitos son células
anucleadas discoidales de la sangre periférica de
pequefio tamafio (2 a 4 um didametro) que tienen una
funcién primordial en el proceso de la hemostasia
normal, regeneracidn de tejidos y en algunos aspectos
de la defensa inmunitaria. Dentro de la hemostasia
normal, la hemostasia primaria es el proceso inicial de
la coagulacién y tiene el objeto de crear un tapdn
plaquetario en respuesta al dafio del endotelio
vascular y consiste en cuatro fases: adhesidn,
activacidn, secreciéon y agregacion plaquetaria, su
recuento normal se sitda entre 150.000 a 450.000/ul
(1, 2).

Las plaquetas estan repletas de granulos
secretorios, que son indispensables para que cumplan
con sus funciones. Entre los tres tipos de granulos
secretorios se encuentran los granulos a, granulos o
cuerpos densos y lisosomas, de ellos, los mas
abundantes son los granulos a, los cuales poseen un
contenido importante de proteinas, mediadores
solubles tales como citoquinas, factores de
crecimiento (FC), entre estos Ultimos, se encuentran
proteinas pro y anti-angiogénicas que incluyen el
factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF), factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento fibroblastico FGF, factor de crecimiento
del hepatocito (HGF) y el factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF), entre otros. Todos estos FC son
secretados adicionalmente por una variedad de células
qgue participan en el proceso inflamatorio, pero la
rapidez con la cual las plaquetas se acumulan en los
sitios de injuria vascular las hace una fuente relevante
y especial de estos mediadores mitogénicos (2).

Entre las preparaciones que aislan y
concentran las plaguetas tenemos al Plasma Rico en
Plaquetas (PRP), el cual ha sido reconocido como un
poderoso agente hemostatico y adhesivo desde la
década de 1970 (3), asi como, una potente fuente de
FC desde 1990 (4). El PRP es una fraccion plasmatica
gue posee una concentracion de plaquetas superior de
2 a 5 veces al numero de plaquetas en sangre
periférica (5) El PRP se considera un concentrado de
plaguetas, obtenido generalmente por centrifugacion
de la sangre del propio paciente a quien se le va
aplicar (autdlogo). Este compuesto es portador de FC
naturales tanto en el plasma sin activar como en el
activado con Calcio o Trombina; para estos ultimos el
resultado es un coagulo que contiene fibrina ademas
de moléculas de adhesion celular (fibronectina y
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vitronectina) y FC, que participan en el proceso de la
coagulacién, cicatrizacion y regeneracion tisular (5-8)

La mayor cantidad de elementos contenidos
en el PRP son los FCs, estos son polipéptidos
considerados mediadores solubles que son producidos
y secretados por la mayoria de las células del
organismo en respuesta a un estimulo especifico, pero
son las plaquetas y los macrdéfagos, los que secretan la
mayor proporcion deFCs (9, 10)

Los primeros trabajos que apoyaron el
empleo médico del PRP fueron los realizados en el
area odontoldgica, ya que lo consideraron una fuente
rica en factores de crecimiento que modulaban la
proliferacion celular, lo que conlleva a una exitosa
regeneracion del tejido periodontal (11-13).

Luego, otras ramas de la medicina asumieron
esas experiencias para justificar la utilizacion del PRP
en otras patologias, como el mostrado en pacientes
con Hemofilia A, Hemofilia B, ulceras de miembros
inferiores en pacientes con Diabetes Mellitus, artrosis,
entre otras enfermedades (14).

Del PDGF vy sus isoformas mas conocidas
(PDGFAA, PDGFBB y PDGFAB), se sabe que fueron
purificados por Antoniades empleando electroforesis
en 1981, se encuentran en elevadas concentraciones
en las plaquetas, en los macréfagos y en células
endoteliales vasculares y en menores concentraciones
en otros tejidos. El PDGF es una proteina catidnica
termoestable con un PM de 30-40 Kd, esta
almacenado en los granulos a de las plaquetas y se
libera cuando las plaquetas se agregan y se inicia la
activacion del sistema de la coagulacidn (15).

La funcion principal del PDGF es promover la
quimiotaxis, es secretado por las plaquetas en el callo
en el lugar de la lesién de fractura, ademas puede
estimular el reclutamiento, proliferacién, vy
sobrevivencia de células mesenquimales, células del
musculo liso, endoteliales, fibroblastos, y otras células
reparadoras; asi mismo, inicia la angiogénesis del
complejo capilar en procedimientos que involucran la
colocacién de un injerto. El efecto mitogénico sobre
los osteoblastos es el reflejo de su accion primaria en
el hueso (12, 16, 17).

Ahora bien, es ampliamente conocido la
utilizacion de ciertos medicamentos que tienen efecto
antiagregantes sobre las plaquetas como el acido acetil
salicilico-AAS o aspirina y el Clopidogrel/Ticlopidina
(Tienopiridinas), entre otros, cuya indicacion es
universal en el tratamiento de pacientes con tendencia
a formar trombos por diversas causas como
cardiopatias congénitas o adquiridas, episodios Unicos
o multiples de accidentes cerebrovasculares, entre
otras enfermedades (18). Estos actuan inhibiendo la

128



Gonzadlez M y col. Niveles de PDGF en el plasma rico en plaquetas

agregacion plaquetaria, reduciendo con ello el riesgo
de formar un trombo plaquetario; no obstante pueden
interferir con la liberacion de los factores de
crecimiento contenidos en los granulos (19-22). De esa
manera, en teoria, el PRP proveniente 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 curaciéon vy
cicatrizacién de diversos tipos de heridas.

Dado lo anteriormente planteado, sobre el
mecanismo de accién y efecto terapéutico de una
droga antiagregante plaquetaria en diversas patologias
médicas y el empleo del PRP para acelerar la
regeneracion y reparacién tisular, en este trabajo se
propone determinar los niveles de PDGFBB en el PRP y
sus subproductos en sujetos sanos tratados con
antiagregantes plaquetarios y su correlacién con el
recuento plaquetario. Asi como determinar si el uso
profilactico de dichas drogas puede modificar de
manera importante la concentracion de los factores de
crecimiento en el PRP; si no es asi, permitiria
recomendar el uso del PRP en pacientes en quienes se
indiquen estas drogas con el fin de disminuir el riesgo
de formar trombos. Esta investigacion espera
contribuir a un mejor entendimiento del empleo
efectivo del PRP en diversos procedimientos médicos,
como una estrategia novedosa al servicio de la
terapéutica médica en general.

Métodos

El Disefio del presente estudio es de Campo,
el tipo es Experimental y Longitudinal (23)

La poblacién objeto de estudio, estuvo
conformada por todos los sujetos adultos, de ambos
sexos, aparentemente sanos, que acudieron al
Instituto de Investigaciones Clinicas “Dr. Américo
Negrette” de la Facultad de Medicina de la Universidad
del Zulia. Esta poblacién es de caracter finita, es decir,
menos de 100 mil sujetos (23)

La muestra se calculé de manera no aleatoria
e intencionada (23), correspondié a 32 sujetos. Los
criterios de selecciébn que se tomaron en cuentan
fueron los siguientes:

Inclusién:

o Edad entre 18 y 50 afios.

o En ayunas.

o Sin enfermedad clinica de base conocida.

e Aparentemente sanos.

o Resultados normales en el estudio de
agregacion plaquetaria que se realice antes de la
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ingestion de las drogas antiplaquetarias que se
utilizaran en este estudio.

Exclusion:

. Haber ingerido antiagregantes plaquetarios
11 dias antes del estudio.

Para disminuir el sesgo de la muestra, en el
muestreo la técnica que se utilizé correspondié a los
32 primeros sujetos que cumplieron con todos los
criterios de inclusidn y que deseaban participar en este
estudio.

Todos los sujetos fueron sometidos a un examen
clinico y de laboratorio exhaustivo, con el fin de
descartar enfermedades sistémicas. Estos se
distribuyeron de la siguiente manera:

. Grupo A: 32 sujetos sin tratamiento previo
con drogas antiagregantes plaquetarias.
Estosmismosconformaron el Grupo B.

. Grupo B: se dividié a su vez en dos subgrupos:

) B1: constituidos por 16 sujetos que
recibieron aspirina a una dosis de 100 mg una sola por
un dia.

) B2: 16 individuos quienes recibieron
Clopidogrel a una dosis de 75 mg en dosis Unica un
solo dia.

Tanto a los sujetos del grupo A como B (a las
24 horas del consumo del farmaco respectivo), en
ayunas, previa asepsia de la zona se les extrajo 16 mL
de sangre venosa antecubital, para ello se utilizé
mariposas No 21 empleando la técnica de la doble
jeringa para evitar la activacion de las plaquetas.

La primera jeringa contenia 2,5 mL de sangre
que fue dispensada en tubos de vidrio con EDTA para
estudio de Hematologia, recogiendo los datos
concernientes a plaquetas y globulos blancos,
empleando un contador automdtico de células
BeckmanCoulter AC-T.

La segunda jeringa contenia 13,5 mL de
sangre venosa, que se distribuyd como se describe a
continuacién:

1. 4,5mL se dispensaron en un tubo plastico que
contenia citrato de sodio al 3, 8% y se centrifugd a 800
rom (180 g) durante 10 minutos a temperatura
ambiente para obtener PRP; luego el remanente de
cada muestra, se centrifugd a 4500 rpm durante 20
minutos, en centrifuga refrigerada (Sorvall), para
obtener plasma pobre en plaguetas (PPP). Para realizar
la agregacion plaquetaria (solo antes del tratamiento
con el antiagregante), la concentracidon de plaquetas se
ajustd a 250x10°/L con el PPP. La prueba de agregacion
en las muestras se realizé utilizando 0,45 mL del PRP y
se le adiciond los siguientes inductores: ADP
(Adenosina 5 Difosfato): 5x10° M (concentracién final:
2,14 pg/mL), Colageno: 1,2x10°M (concentracion final:
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3 ug/ml), Epinefrina: O,6x10‘4M (concentracién final:
11 pg/mL), Ristocetina: 5,5x10% M (concentracion
final: 1,2 pug/mL). La agregacidon se realizd segln el
método turbidimétrico de Born (24) empleando un
agregémetroChrono-log (Corp. Haverton, PA. USA). El
resultado obtenido se expresé en porcentaje.

2. 9 mL de la muestra se colocaron en otro tubo
pladstico que contenia 1 ml de citrato de sodio al 3,8% y
fueron sometidos a centrifugacidon, en centrifuga
clinica a una velocidad de 1400 rpm por 7 minutos a
267 G y siguiendo la técnica de Anitua (18) para la
obtencién de PRP. Del volumen total obtenido en el
PRP se extrajeron 0,5 mL que correspondid a Plasma
Pobre en Plaquetas (PPP). El resto (PRP) se tomé con
un pipeteado muy meticuloso y con una punta distinta,
hasta la zona que se encuentra por encima de la
fraccidon roja, 1 ml del volumen total del PRP se
alicuotd para recuento de plaquetas y medicién de FC.
A 1 ml del PRP obtenido se le adiciond 50 ul de Cloruro
de Calcio al 10 % (CaCl,), se mezcld y se dejé reposar
por 15-30 minutos para obtener el PRP gelificado, a
este se le sometié a centrifugacién a 2500-3000 rpm
por 10 minutos, para obtener un exudado (Ex).

El PPP, PRP sin activar y el exudado del PRP
gelificado, se distribuyeron en alicuotas y se
almacenaron en tubos plasticos Eppendorf® a =70 C°
en un ultracongelador vertical (Forma Scientific U95-
18), lugar donde se conservaron hasta el analisis del
FC, empleando la técnica de Inmunoensayo Enzimatico
(ELISA) (25).

Los niveles del factor de crecimiento PDGFBB
se midieron en muestras y estdandares empleando el
método de ELISA cuyos kits fueron suministrados por
Abcam (ABCAM INC, CAMBRIDGE, USA: 1 Kendall
Square, Ste B2304 Cambridge, MA 02139-1517 USA)
con numero de lote: GR 85403-1, GR85404-1 y GR

56644-1, fueron ejecutados de acuerdo a las
instrucciones del manufacturador.

Valores Referenciales

Se consideraron los valores referenciales para
plaquetas entre 150.000 a 450.000 x mm? en sangre
periférica (26).

Para la tabulacién y el andlisis de los
resultados que se obtuvieron, se utilizé la estadistica
respectiva. Los datos se muestran en tablas y graficos
(segin se consideré) en valores absolutos vy
porcentajes, asi como media +/- 1 desviacion estandar.
Para la comparacidon de las variables en estudio se
utilizé la prueba t de student, se consideré p<0,05
como la menor probabilidad y para el estudio de
correlacién se aplicé la prueba de Pearson (27).

A todos los sujetos se les requirid
consentimiento informado por escrito antes de ser
incluidos en el estudio, y se les identifico a través de
nameros, se contd asi mismo, con la aprobacién del
Comité de Etica de la institucién (Instituto de
Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina, LUZ) y
se procedid de acuerdo a los principios de la
declaraciéon de Helsinki de 1975 (actualizada en el
2000), y las recomendaciones elaboradas por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias
Medicas (CIOMS) en el 2002 (28).

Resultados

En la tabla 1 se muestran los valores
promedio, desviaciéon estandar y rango del recuento
de plaquetas en sangre periférica y en el PRP de los
sujetos sanos estudiados antes y después del
tratamiento con antiagregantes plaquetarios. Se
observa que el recuento plaquetario promedio en

aspirina (AAS) y clopidogrel

Tabla 1. Valores promedio, desviacién estandar y rango de las plaquetas antes y después del tratamiento con

Promedio + desviacién estandar (rango)

Muestra
Antes

+
Plaquetas 10°x mm? 272,28 + 69,66

AAS CLO

oo . (150-379) - -
Sangre Periférica n=32
PRP 505,40 + 140,83 566,86 + 109,16 435,22 + 108,48
10° x mm® (316 - 740) (405 - 784) (333 -620)
n=32 n=16 n =16
b C
a NS <0,05(t=0.3277)
p <0.0001 (t=1.484
( ) (t = 0.2866) 420,001 (t = 0.8554)

con clopidogrel; d: prp con aas vs prp con clopidogrel.

n: numero de sujetos estudiados; a: plaquetas sangre periferica antes vs prp antes;b: prp antes vs prp con aas; c: prp antes vs prp
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sangre periférica se situé en 272,281 + 69,66 10° x
mm?>, el cual se encuentra dentro del rango referencial.

Por otro lado, los valores del conteo
plaguetario en PRP antes del tratamiento respectivo
(505,40 + 140,83 10° x mm’) presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001) cuando se
comparan con las cifras de sangre periférica.

Tabla 2. Concentracidon de PDGF en el PRP y sus
subproductos en sujetos sanos, antes y después
del tratamiento con AAS y Clopidogrel (C)

PDGFBB (ng/ml)

Muestra Promedio +
Desviacion Estandar P
(rango)
PPP Basal 10,68 £1,9
n=32 (8,54-15,25)
a
PPP con AAS 8,96+ 1,4 <0,001
n=16 (7,6-11,13)
d
PPP con C 8,53 +0,59 <0,0001
n=16 (7,56-9,22)
PRP Basal 12,12+ 2,51
n= 32 (9,16-16,86)
PRP con AAS 11,36+ 2,48 ° NS
n=16 (9,0-17,68)
e
PRP con C 9,65+1,17 < 0,0005
n=16 (8,01-11,56)
Ex Basal 10,84 + 1,68
n=32 (9,2-13,69)
Ex con AAS 11,11+ 1,14 €
7 7 NS
n=16 (9,0-13,13)
f
Ex con C 8,51+ 0,75 <0,0001
n=16 (6,71-9,74)

NS: No significativo; n: numero de sujetos estudiados;
AAS: acido acetil salicilico; a: PPP basal vs PPP con
AAS; b: PRP basal vs PRP con AAS; c: EX basal vs EX
con AAS; d: PPP basal vs PPP con C; e: PRP basal vs

PRP con C; f: EX basal vs EX con C.

Asi mismo, se muestran las cifras de plaquetas
en el PRP obtenido 24 horas después del tratamiento,
encontrandose diferencias estadisticamente
significativas para el grupo del Clopidogrel (C) frente al
PRP basal (566,86 10° x mm® AAS y 435,22 10° x mm’®
C), también se observa un aumento del conteo
plaguetario en el grupo del AAS que resulté no
significativo. Ahora cuando se compard las cifras de
plaquetas en el PRP del grupo del AAS (566,86 10° x
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mm3) vs el grupo del Clopidogrel (435,22 10> x mm?),
se hallé diferencias estadisticamente significativas a
favor del AAS (p<0,001).

La tabla 2 muestra una comparacién de las
concentraciones de PDGFBB en el PRP y sus
subproductos antes y después del tratamiento con
AAS/Clopidogrel. Los niveles basales de PDGFBB se
situaron en promedio y desviacion estandar en 10,68 +
1,9 ng/ml, 12,12 * 2,51 ng/ml y 10,84 = 1,68 ng/ml
para el PPP, PRP y exudado respectivamente vs 8,96 +
1,4 ng/ml, 11,36 = 2,48 ng/ml y 11,11 * 1,14 ng/ml
después del tratamiento con AAS. Encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)
solo para el PPP, pero no para el PRP y el exudado.
Ademas se observé una disminuciéon de los niveles de
PDGFBB en dos de los 3 productos plaquetarios 24
horas después del tratamiento.

Asi mismo, se observa la comparacién de las
concentraciones de PDGFBB para el PRP y sus
subproductos antes y después de la administraciéon de
Clopidogrel. Los niveles promedio y desviacidon
estandar del factor de crecimiento medido luego del
tratamiento se situaron en 8,53 * 0,59 ng/ml (PPP),
9,65 + 1,17 ng/ml (PRP) y 8,51 + 0,75 ng/ml (exudado).
Al comparar estos valores con los basales se noté una
disminucién estadisticamente significativa de los
niveles de PDGFBB en todos los productos (PPP y
exudado: p< 0,0001, PRP: p<0,0005).

La tabla 3 muestra un cuadro comparativo de
los niveles plasmaticos de PDGFBB en el PPP, PRP y
Exudado de sujetos sanos después del tratamiento con
AAS vs Clopidogrel. Se observa que los valores
promedio y desviacion estandar de PDGFBB en el
grupo tratado con AAS vs Clopidogrel fueron de 8,96 +
1,4 ng/mly 8,53 + 0,59 ng/ml para el PPP, de 11,36 +
2,48 ng/ml y 9,65 + 1,17 ng/ml para el PRP, y en
cuanto al exudado fueron de 11,11 + 1,14 ng/ml y 8,51
+ 0,75 ng/ml respectivamente. Al comparar los
resultados por subproducto plaquetario, se encontré
diferencias estadisticamente significativas para el PRP
(p<0,005) y el exudado (p<0,0001). Se advierten
niveles mas elevados de PDGFBB en todos los
productos plaquetarios luego de la administracion de
AAS que en los del Clopidogrel.

La tabla 4 muestra la correlacidon entre el
recuento plaquetario de sangre periférica y PRP con
respecto a los niveles de PDGFBB antes del
tratamiento de los sujetos sanos analizados en este
estudio. No se encontrd correlaciéon entre el ndmero
de plaquetas tanto en sangre periférica como en el
PRP con los valores promedio de PDGFBB basales
(r=0,07 y r=0, 008 respectivamente).
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Tabla 3. Concentracién de PDGFBB en el PRP y sus
subproductos en sujetos sanos después del
tratamiento con AAS y clopidogrel (C)

PDGFBB (ng/ml) Promedio

Muestra + Desviacion Estandar p
(rango)
PPP con AAS 8,96+ 1,4 °
n=16 (7,6-11,13)
NS
PPP con C 8,53 +0,59
n=16 (7,56-9,22)
PRP con AAS 11,36+ 2,48 °
n=16 -17
(9,0-17,68) < 0,005
PRP con C 9,65+1,17
n=16 (8,01-11,56)
Ex con AAS 11,11+ 1,14 €
n=16 -13,1
(9,0-13,13) < 0,0001
Ex con C 8,51+ 0,75
n=16 (6,71-9,74)

n: Numero de sujetos estudiados; NS: no significativo;
a: PPP con AAS vs PPP con C; b: PRP con aas vs PRP con
C, c: EX con AAS vs EX con C

Tabla 4. Correlacion del recuento plaquetario en
sangre periférica y PRP de los sujetos sanos estudiados
con los niveles de PDGFBB antes del tratamiento

Niveles promedio

(;’(I)iqxu:’]t:’;) + Desviacion Estandar Corrtz.:?uon
de PDGFBB (Basal)
272,28+69,66
Sangre Periférica 12,12 +2,51 0,07 (NS)
n=32
505,40 * 140,83 b
PRP (Basal) 12,12 + 2,51 0,008
n=32 (NS)

n: Numero de sujetos estudiados; NS: no significativo;

a: Plaquetas sangre periferica antes vs niveles de PDGF en
PRP antes; b: plaquetas en PRP antes vs niveles de PDGF en
PRP antes.

Avan Biomed. 2013; 2(3): 127-36.

Discusion

El PRP contiene factores de crecimiento como
el PDGFBB, EGF, VEGF, IGF-1, TGF-B1, entre otros, la
mayor parte de ellos como resultado de la secrecién
de los granulos a de las plaquetas durante su
activacién. El PDGFBB es uno de los mitégenos mas
potentes con accidn efectiva sobre el tejido conectivo.
Su secrecion durante la agregacidon plaquetaria y la
coagulacién, puede llegar a estimular la quimiotaxis y
la multiplicacién celular, de alli su rol protagénico en la
regeneracion tisular (29).

En el presente estudio, en lo que a las cifras
de recuento plaquetario en sangre periférica antes del
tratamiento antiagregante plaquetario se refiere, se
observa que se encuentran dentro del rango
referencial (tabla 1) (26). Se nota que estos valores son
similares a los obtenidos por otros autores, entre los
cuales es importante mencionar, el estudio de
Weibrich y col (2002), en el que se determind los
niveles de FC en el PRP obtenido mediante dos
métodos comerciales y en el cual los valores promedio
de recuento plaquetario en sangre periférica fueron de
260 + 57,5 10° x mm’ (30-36).

Asi mismo, en lo que respecta a los valores
promedio del conteo plaquetario en el PRP antes del
tratamiento, estos se situaron en 505,40 + 140,83 10°
xmm> (C); encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (p<0.0001) cuando se compard con las
cifras de sangre periférica, con respecto a la cual hubo
un incremento en las cifras plaquetarias de 1,2 a 2,72
veces, dicho incremento se encuentra dentro de las
cifras esperadas para el protocolo de wuna
centrifugacion de Anitua (18, 37) y de acuerdo con la
definicién de PRP enunciada en la literatura (5). Estos
valores resultaron comparables con las cifras
plaquetarias obtenidas por diversos autores
empleando diferentes métodos de obtencion del PRP;
entre los cuales se encuentra el trabajo realizado por
Castillo T y col (2011), quienes llevaron a cabo un
estudio comparativo de los niveles de FC en PRP
obtenido por diversos sistemas comerciales de
separacion, obteniendo conteos  plaquetarios
promedio con dos de estos sistemas de 566,2 + 292,6
10° x mm® (método GPS) y 443,8 + 24,7 10° x mm®
(método Magellan).(32, 33, 38).

En lo referente a las cifras de plaquetas
obtenidas en el PRP luego de 24 horas del tratamiento
con Clopidogrel, se encontré6 una disminucién
estadisticamente significativa (p<0,05), si se compara
con los valores promedio antes del tratamiento. Este
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comportamiento no se observéd para la AAS, esto
permitiria inferir que algunos farmacos antiagregantes
como el AAS en dosis Unica (por una vez), no parecen
afectar sensiblemente el nimero de plaquetas de los
sujetos estudiados, lo cual es explicable, ya que se
conoce que el recambio plaquetario en condiciones
normales después de la administracion de esta droga,
es de aproximadamente 7 dias (39).

Asi mismo, cuando se contrastaron las cifras
plaquetarias del PRP en el grupo del AAS vs C, se
observa que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001), con un aumento del conteo
plaquetario en el grupo del AAS frente a una
disminucién para el grupo del Clopidogrel, tratados en
dosis Unicas para ambos medicamentos. Estos
resultados permiten inferir que el C parecié afectar
sensiblemente el recuento plaquetario, lo cual merece
estudios posteriores con un mayor numero de
muestras. Estos hallazgos discrepan de los obtenidos
por Hayasaka M y col en 2013, quienes realizaron un
estudio comparativo de la afectacion de los
parametros hematoldgicos en dos grupos de pacientes
tratados por dos meses con aspirina + clopidogrel y
aspirina solamente. Estos investigadores no hallaron
diferencias significativas en lo que al conteo
plaquetario (basal y post tratamiento) se refiere, pero
si para la cuenta roja, blanca hemoglobina vy
hematocrito (40).

Cuando se compararon las concentraciones
de PDGFBB determinadas en el PRP vy sus
subproductos, antes y después del tratamiento con
AAS/Clopidogrel (tabla 2), en lo que respecta al grupo
del AAS, se hallé diferencias significativas para el PPP
(p<0,001), no asi para el PRP y exudado, prevaleciendo
una sensible disminucién de los niveles del FC en 2 de
los 3 productos (PPP y PRP) derivados de las plaquetas
analizados luego del tratamiento.

Los valores promedio de PDGFBB basales
fueron mas elevados en el subproducto PRP y no en el
exudado como se esperaria, estos resultados se
apoyan en aquellos obtenidos por Passaretti F y col en
2013, quienes compararon el aporte de FCs por parte
del PRP y el PRF (Plaquetas ricas en Fibrina),
encontrandose en el PRF (que es el equivalente al
exudado de esta investigacion), niveles de PDGF dos
veces menor que en el PRP (41), posiblemente esto
sucede porque el PRP es el producto derivado de las
plaguetas donde existe la mayor concentraciéon de
estas células, y que a pesar que no se activo con Calcio
su sometimiento a congelacién profunda hizo que las
plaguetas sufrieran activacion, y la descongelacion
posterior (42) para analizar el FC provocd ademas la
lisis completa de las mismas presentes en el PRP con la
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consecuente secrecién total de los FCs entre ellos el
PDGF. A diferencia del exudado que es un suero que
aporta el gel que se generd por la activacién del PRP
con Calcio; durante la formacion del gel tanto
plaguetas como una concentracion indeterminada de
FCs quedan atrapados, permaneciendo por tanto en el
suero un remanente de los mismos al igual que un
nimero muy limitado o escaso de plaquetas.Es
importante resaltar, que estos datos se observan
cercanos y son resultado de un trabajo experimental,
sin embargo, no dejan de ser notables y se convierten
en punto de partida para nuevos estudios con una
data més numerosa.

Ahora en lo que respecta a los niveles de
PDGF en el PPP antes del tratamiento, estos son
elevados al compararlos con los reportados en la
literatura; sin embargo, en este trabajo se siguid
estrictamente el protocolo de Anitua de una sola
centrifugacion que contempla que los primeros 0,5 cc
de la fase plasmatica mas superficial obtenida luego
del procedimiento se considera PPP, y esta fue la
analizada a pesar de que se corrobord que su recuento
plaquetario promedio era de 375,14 + 112,6 10° x mm’
y por tanto no era tan pobre como se presume en la
técnica original; por lo cual se desestimé que se haya
provocado la activacion plaquetaria durante la
obtencién del mismo y que esta sea responsable de los
niveles elevados del FC.

Los niveles de PDGFBB obtenidos para el PRP,
PPP y exudado basales, se compararon con aquellos
hallados en otros estudios, y guardando las diferencias
en lo que al método de obtencion del PRP y marco
metodoldgico de los trabajos reportados se refiere, se
puede concluir que existen similitudes y aproximacion
entre los resultados aqui obtenidos y los reportados en
otros estudios, como el de Weibrich y col. en el 2002.
Estos autores determinaron los niveles de PDGFBB vy
otros FCs en PRP de donantes de sangre, obteniendo
valores promedio de 10 + 8 ng/ml para dicho factor
(30-32, 34, 35, 38, 43, 44)

Lo anteriormente descrito sugiere que a pesar
de que se aplicd la misma técnica para determinar el
FC (ELISA), la falta de estandarizacion de los diferentes
kits comerciales disponibles hace dificil Ila
homologacion de los resultados aun cuando se base en
el mismo principio (45).

Los niveles promedio de PDGFBB en el PRP y
sus subproductos antes y después de la administracion
de Clopidogrel (Tabla 2), arrojaron diferencias
estadisticamente significativas para el PRP (p<0,0005),
PPP y Exudado (p<0,0001); observandose valores mas
bajos que los hallados en estos especimenes luego de
la administracion de AAS. Estos resultados podrian
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estar revelando un mayor nivel de afectaciéon de la
capacidad de producciéon de PDGF por parte de los
subproductos plaquetarios de los sujetos tratados con
Clopidogrel. Se mantuvo la constante de que las
mayores concentraciones de PDGFBB se presentaron
en el PRP tanto antes como después del tratamiento,
ademas los niveles promedio de PDGFBB antes del
tratamiento fueron similares a los reportados por
otros investigadores cuyos valores oscilaron entre 2,3
y 37 ng/ml. Entre dichos estudios, vale la pena
mencionar el realizado por Christgau M y col (2006),
quienes evaluaron los niveles de FC y citocinas en
concentrados plaquetarios de donantes de sangre
estableciendo su correlacién con la regeneracidn
periodontal. En este estudio los niveles de PDGFBB se
situaron en 15,8 + 7,9 ng/ml, considerandose dichos
niveles elevados (30, 31, 35, 43, 44).

Al comparar la concentracién de PDGFBB en
el PPP, PRP y exudado de los sujetos estudiados con
tratamiento de AAS vs Clopidogrel (Tabla 3), se
observa que para el PRP y exudado se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,005 y
p<0,0001) y no para el PPP. Se nota que los niveles del
FC son mas elevados en los diferentes subproductos
plaguetarios del grupo del AAS, en contraste con los
del grupo de Clopidogrel. Lo que parece revelar un
menor grado de afectacion de los niveles de PDGFBB
en las muestras de los sujetos tratados con AAS en
comparacién con el grupo del Clopidogrel. Se infiere
que estas diferencias pueden deberse en parte al
mecanismo de accién farmacoldgica especifico que
cada farmaco posee; siendo en el caso del AAS la
inhibicidn selectiva e irreversible de la ciclooxigenasa
(COX) mediante la acetilacion de su centro activo, su
efecto suele durar de 7 a 10 dias.

En el PRP, el AAS puede bloguear
completamente la agregacién plaquetaria inducida por
el Acido araquiddnico (AA) y reducir en parte la
activacion plaquetaria inducida por colageno, ADP,
epinefrina y el Factor Activante plaquetario (PAF). Por
otra parte, las tienopiridinas entre las cuales se
encuentra el Clopidogrel, ejercen su funcién principal
bloqueando el receptor de ADP conocido como P2Y,
inhiben la secrecion de los granulos a que son ricos en
FCs e interfieren con el receptor plaquetario del
fibrinégeno: (gllb-llla), impidiendo la via de mayor
amplificacion de la agregacion plaquetaria, lo cual
pudo haber alterado la secrecion de PDGF
principalmente en el grupo de Clopidogrel (2, 39, 46,
47).

Es importante resaltar que en la literatura
revisada, no se encontré trabajos cientificos que
hubiesen llevado a cabo las determinaciones de
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PDGFBB posterior a los tratamientos aqui utilizados;
por lo cual no se pudo establecer comparacién alguna
con otra experiencia similar. Esta observacién hace
inéditos los resultados obtenidos en la presente
investigacion.

No se encontré correlacidn entre el recuento
plaquetario de sangre periférica y del PRP basal con
respecto a los niveles promedio de PDGFBB antes del
tratamiento (tabla 4). Estos resultados coinciden con
los reportados por Weibrich y col., quienes afirman
que este hecho es explicable por la alta variabilidad
individual que existe en la producciéon celular vy
almacenamiento de los FCs en las plaquetas. El
contenido de FCs en los individuos podria estar
influenciado por otras células diferentes de las
plaguetas como leucocitos, esto significa que cada
individuo necesitaria diferentes concentraciones de
plaquetas para lograr un efecto biolégico comparable.
De manera tal, que el conteo de plaquetas en sangre
periférica o PRP no es un factor predictivo de los
valores de FCs en el PRP (30, 34).

Otro reporte que coincide con los hallazgos
que en este trabajo se describen, es el de Eppley B y
col (2004) quienes realizaron la cuantificacion de
plaquetas y diversos FCs en el PRP de sujetos antes de
cirugia plastica y que, al igual que el estudio que aqui
se presenta, no encontré correlacidon alguna para
ninguno de los FCs analizados (31).

Sin embargo, es importante acotar, que para
analizar a profundidad wuna correlacion mas
concluyente  se  necesitaria  diseflar  nuevos
experimentos que permitiesen comparar el recuento
plaquetario y los niveles de PDGF obtenidos a partir de
diversos PRP provenientes de varios protocolos de
centrifugacion diferencial.

Finalmente se concluye que los cambios
observados en el recuento plaquetario de los sujetos
estudiados luego de la administracion de los
antiagregantes plaquetarios, y en particular en el
grupo del Clopidogrel; no se situé por debajo de la
media del rango referencial ( 300 x 10° x mm3), lo cual
permite inferir que esta variacion no deberia ser
atribuible a la accién en dosis Unica del farmaco
empleado, y si con mayor probabilidad se deba a
variaciones fisioldgicas de la poblacion que se ubican
dentro de los valores referenciales reportados para las
plaquetas.

Por otro lado, con respecto a los niveles de
PDGFBB obtenidos en los sujetos objeto de estudio,
estos se hallaron en niveles considerablemente
elevados antes del tratamiento y aunque
experimentaron una disminucion en algunos casos
estadisticamente significativa luego de la
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administracién del antiagregante plaquetario y en
particular luego del Clopidogrel, este descenso no fue
pronunciado considerandose por tanto, que el empleo
de una dosis Unica de estos fadrmacos no parecid
afectar sensiblemente la secreciéon de este FC por
parte de las plaquetas de los sujetos estudiados.

Es de hacer notar, que el empleo de otros
protocolos de centrifugacién diferencial que utilicen
mas de una centrifugacién para obtener el PRP,
pudieran contribuir a obtener PRP y subproductos del
mismo mas concentrados que a su vez podrian
contener mayores niveles de los FCs.

Nuevos trabajos se necesitan para aclarar si
un tratamiento prolongado con estos farmacos
antiagregantes en una poblacion mas numerosa
pudiese alterar marcadamente el recuento plaquetario
y los niveles del FC en el PRP y sus subproductos, lo

cual podria afectar el empleo del PRP autdlogo en
tratamientos médicos diversos.
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