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Resumen

Las propiedades del plasma rico en plaquetas (PRP) son atribuidas especialmente a su alto nivel de factores de
crecimiento (FCs), la accion de los agentes antiplaquetarios podria alterar la liberacion de los FCs del PRP. Este estudio
evalud los niveles del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF-A) y factor de crecimiento epidérmico (EGF) en el PRP y plasma pobre en plaquetas (PPP) de 20
individuos sanos antes y después del tratamiento con agentes antiplaquetarios. A los 20 individuos se les extrajo una
muestra de sangre venosa para la obtencion del PPP y PRP mediante el método de centrifugacion Unica de Anitua.
Los mismos 20 individuos se dividieron en dos grupos: 10 recibieron una dosis oral diaria Aspirina (100 mg) y 10 de
Clopidogrel (75 mg) por 7 dias. Luego del tratamiento se repitio el procedimiento de obtencion del PRP y PPP. Se
midieron los niveles de los FCs en las muestras usando la técnica de ELISA. Al comparar los niveles pretratamiento
y postratamiento, hubo una disminucion significativa en el grupo tratado con Aspirina en el PDGF-BB (PPP: <0,05) y
EGF (PPP: <0,05/ PRP: <0,04) y el grupo tratado con Clopidogrel en el PDGF-BB (PPP: <0,009/ PRP:<0,0001), VEGF-A
(PPP: <0,001/ PRP<0,01) y EGF (PPP: <0,04/ PRP<0,018). La disminucién de los FCs después del tratamiento con
ambos agentes antiplaquetarios, especialmente Clopidogrel, no permite asegurar que el efecto clinico de los FCs
plaguetarios pueda verse afectado sensiblemente por lo que se necesitan futuros estudios clinicos.
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Growth factors in platelet rich plasma of healthy participants treated
with antiplatelet agents

Abstract

Properties of platelet rich plasma (PRP) were attributed specially of high levels of growth factors (GFs), action of
antiplatelet agents could alter the release of GFs from PRP. This study assessed the level of platelet-derived growth
factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), and epidermal growth factor (EGF) from PRP of 20 heal-
thy participants before and after treatment with antiplatelet agents. Venous blood samples were collected from
the 20 participants to obtain PPP and PRP by the single centrifugation method of Anitua. The same 20 participants
were divided in two groups: 10 received a dairy oral dose of Aspirin (100 mg) and 10 of Clopidogrel (75 mg) for
7 days. The procedure to obtain PPP and PRP was repeated after treatment. Levels of GFs were measured using
the technique of ELISA. When pretreatment and posttreatment levels were compared, a significant decrease was
found in the group treated with Aspirin in the PDGF-BB (PPP: <0,05) and EGF (PPP: <0,05/ PRP: <0,04) and group
treated with Clopidogrel in PDGF-BB (PPP: <0,009/ PRP:<0,0001), VEGF-A (PPP: <0,001/ PRP<0,01) and EGF (PPP:
<0,04/ PRP<0,018). Decreases in GFs after treatment of each antiplatelets agent, specially Clopidogrel, cannot
ensure that clinical effect of platelet GFs would be completely affected, future clinical studies are needed.
Keywords: Aspirin; Clopidogrel; EGF; PRP; PDGF; VEGF.
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INTRODUCCION

La aplicacién de preparados celulares como
el plasma rico en plaguetas (PRP) ha descrito
tener utilidad como una terapia coadyuvante
para contrarrestar los procesos celulares de
envejecimiento y regeneracion tisular lo que
ha conducido su uso en multiples ramas de
la biologia, medicina, odontologia, y ciencias
afines. Esto se debe principalmente al hecho de
que las plaquetas son una abundante fuente de
factores de crecimiento (FCs) y otras moléculas
de sefializacidon que regulan respuestas
bioldgicas en procesos claves durante el proceso
de la reparacién celular en respuesta al dafio
tisular y vascular (1) (2).

Las plaquetas contienen tres tipos de granulos
secretores: los granulos a, granulos densos, y
lisosomas. Estos granulos secretan sustancias
importantes en la formacién del tapdn
plaquetario y el coagulo hematico durante la
hemostasia, conlafinalidad del cese del sangrado
y la regeneracion tisular del tejido dafiado. Los
granulos a son los mas predominantes debido
a su mayor numero (50 a 80 por plaqueta),
estos contienen en su interior una importante
cantidad de FCs (2) (3).

Los FCs en el PRP promueven cuatro acciones
principales en el medio donde son administrados
como la proliferacidn, migracién, diferenciacion
y angiogénesis (3). Su mecanismo de accidn
inicia al unirse a receptores especificos en varios
tipos de célula, esta unidn activa una cascada
de sefalizacion de segundos mensajeros que
conlleva a la expresién de una secuencia de
genes que regulan una funcién especifica (4).
Entre los factores de crecimiento plaquetarios
se encuentran el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), Factor de crecimiento
transformante 3 (TGFB)y el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) entre otros (1) (2) (5).

El PDGF posee 4 isoformas conocidas: PDGF-
AA, PDGF-BB, PDGF-AB. Es un promotor
de la quimiotaxis y mitosis de las células
mesenquimales y fibroblastos. Facilita Ia
formacién del colageno tipo | y la proliferacién
de células adiposas y fibroblastos dérmicos.
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Mediante un mecanismo indirecto de
quimiotaxis promueve a la formacién de vasos
sanguineos (angiogénesis) a través de los
macrofagos (1) (5).

Porsu parte, el VEGF es un mediadorangiogénico,
interviene durante las etapas embrionarias vy
postnatal. Induce la angiogénesis a través de la
quimiotaxis de las células endoteliales e inhibe
su apoptosis, presenta 5 isoformas, la mads
abundante en las plaquetas es la VEGF-A. Es
producido ademas por otras células como los
macrdéfagos, osteoblastos y células musculares
lisas en estado de hipoxia (1) (5).

El EGF actua en la quimiotaxis, diferenciacion
y proliferaciéon de las células mesenquimales,
fibroblastosylas células epiteliales, osteoblastos,
células musculares lisas. Se le atribuye la
capacidad de estimular la proliferacidn
y diferenciacién celular en procesos de
epitelizacion de la epidermis epitelio corneal,
pulmonar y trdquea, durante la reparacion
tisular (5).

El uso del PRP se ha extendido a través de
diversas ramas de la medicina, no solo por su
alta concentracién de FCs, sino también por ser
un procedimiento minimamente invasivo, facil y
de bajo costo (1) (3.) Generalmente es obtenido
mediante centrifugacidn diferencial de la sangre
del propio paciente (autéloga). El PRP se define
como una fraccidon plasmatica que posee una
concentracién de plaquetas 2 a 5 veces superior
al nimero de plaquetas en sangre periférica
(5). Para que los FCs sean liberados al medio
extracelular, las plaquetas dependen de una
serie de procesos metabdlicos intracelulares
y agonistas que promueven la activacidn
plaquetaria con la consecuente secrecién de
estos dichos factores (6).

En condiciones fisioldgicas la activacion
plaguetaria influye en el cese de sangrado vy
reparacion de los vasos sanguineos lesionados,
pero la alteracion de este proceso puede
conllevar a un estado patolégico como la
trombosis, formando coagulos (trombos)
en vasos sanguineos intactos. Los agentes

antiplaquetarios como la Aspirina (Acido
acetil salicilico-AAS) vy las tienopiridinas
(Clopidogrel  /Ticlopidinas) son farmacos
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utilizados universalmente en el tratamiento
de pacientes con tendencia a formar trombos
por diversas causas de origen metabdlico, asi
como cardiopatias congénitas y/o adquiridas,
enfermedad cerebrovascular entre otras. Los
agentes antiplaquetarios reducen el riesgo a
eventos cardiovasculares, sin embargo, sus
mecanismos de accién al inhibir la activacion
y agregacion plaquetaria podrian interferir
en la secrecion de los FCs y las propiedades
reconocidas del PRP (5) (7).

El AAS es un acido inorgdnico, ingerido via
oral inhibe irreversiblemente la enzima
ciclooxigenasa 1 (COX-1) al inactivar el sitio
activo de la enzima mediante la adicién de
un residuo acetilo. La COX-1 es la encargada
de transformar el acido araquiddénico en
Tromboxano A2 (TXA2) que induce la secrecién
de sustancias proagregantes como el difosfato
de adenosina (ADP) proveniente de los granulos
densos plaquetarios, al ser inhibida es inhibida
la produccién de TXA2 y. Dosis bajas de 30-325
mg por dia del AAS via oral producen su efecto
antiagregante en la COX-1 (8) (9).

El Clopidogrel bajo dosis oral requiere la
oxidacion de la isoforma CYP2C19 de la enzima
citocromo P450-1a del higado para generar su
metabolito activo el cual bloquea de manera
selectiva e irreversiblemente al P2Y1 y P2Y12
gue son receptores plaquetarios del difosfato
de ADP, de esta manera inhibe la agregacidn
plaguetaria. Con dosis repetidas de 50 a 100 mg,
lainhibicion de la agregacion plaquetaria alcanza
su nivel maximo a los 3-7 dias, en condiciones
fisiolégicas en un 40-60% (8) (10).

En la actualidad existen pocos estudios, que
permitan realizar un consenso sobre el uso
del PRP en individuos tratados con agentes
antiplaquetarios, la variabilidad de los hallazgos
preliminares ain no compensa lo suficiente para
permitir una comprensién profunda del efecto
farmacoldgico de los agentes antiplaquetarios
como AAS y Clopidogrel en la secrecién de los
FCs en el PRP, por lo que son necesarios mas
investigaciones que permitan contribuir en
estos aspectos considerando las propiedades y
utilidades de preparados plaquetarios como el
PRP (5) (11) (12).
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El presente estudio tiene como objetivo medir
los niveles de los factores de crecimiento PDGF,
VEGF y EGF en el plasma rico en plaquetas y
plasma pobre en plaquetas (PPP) de individuos
sanos antes y después de 7 dias bajo el
tratamiento con AAS y Clopidogrel, esto con
la finalidad de aportar al conocimiento de si
el uso profilactico de dichos farmacos pudiera
modificar de manera importante los niveles de
estos FCs en el PRP.

METODOLOGIA

Este es un estudio de tipo descriptivo con un
disefio experimental de caracter longitudinal
(13) que tuvo lugar en la seccién de Hematologia
del Instituto de Investigaciones Clinicas (lIC) “Dr.
Américo Negrette” de la Facultad de Medicina
de la Universidad del Zulia (L.U.Z) en el periodo
comprendido desde enero de 2017 a octubre
de 2019. La poblacién objeto de estudio estuvo
conformada por todos los adultos de ambos
sexos, aparentemente sanos que acudieron
al 1IC “Dr. Américo Negrette”. La poblacion fue
de caracter finita, es decir, menos de cien mil
individuos. Para seleccionar a los participantes
de la muestra de estudio se utilizd la técnica
de muestreo no probabilistico intencional u
opinatico (13).

Los participantes seleccionados fueron adultos
entre 18-50 afios de sexo masculino y femenino
que desearon participar en el estudio, sin
enfermedades clinica de base conocida,
aparentemente sanos, en ayunas y con
resultados normales en el estudio de agregacién
plaquetaria antes del tratamiento con el agente
antiplaquetario respectivo y que acataron
de manera estricta el tratamiento indicado.
Fueron excluidos aquellos que habian ingerido
previamente agentes antiplaquetarios y/o
consumido bebidas alcohdlicas 11 dias antes del
estudio o que estuvieran recibiendo cualquier
tipo de tratamiento o medicacidn.

Para disminuir el sesgo de la muestra la técnica
que se utilizé en el muestreo correspondié los 20
primeros participantes (13 del sexo femenino y
7 del sexo masculino) que cumplieron con todos
los criterios de seleccidn. Todos los individuos
fueron sometidos a un examen clinico y de




laboratorio exhaustivo, con el fin de descartar
enfermedades sistémicas. Los participantes se
distribuyeron de la siguiente manera: el grupo A
(conformado por 20 individuos sin tratamiento
con agentes antiplaquetarios, como grupo
control), estos mismos conformaron el grupo B,
el grupo B se dividié en dos subgrupos: B1 (10
individuos que recibieron una dosis diaria de 100
mg de AAS durante 7 dias) y B2 (10 individuos
quienes recibieron una dosis diaria de 75 mg de
Clopidogrel durante 7 dias).

A todos los individuos incluidos en este estudio
se les requirié un consentimiento informado
por escrito antes de ser incluidos en el estudio
y se les identifico a través de numeros; se
conté con la aprobacién del Comité de ética
del 1IC “Dr. Américo Negrette” de la Facultad
de Medicina de L.U.Z. Se procedié de acuerdo
a los principios de la declaracién de Helsinki
de 1975, actualizada en el 2013 (14), en la 64
Asamblea Médica Mundial General en Fortaleza,
Brasil, y las recomendaciones por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de Ciencias
Médicas (CIOMS) en el 2002 (15).

A cada participante antes del tratamiento
(Grupo A: Control) en ayunas con previa asepsia
de la zona se le extrajeron 16 ml de sangre
venosa antecubital mediante la puncion venosa
utilizando mariposas N2 21 empleando la técnica
de la doble jeringa para evitar la activacién de
las plaquetas (16):

I. Los 2,5 de sangre de la primera jeringa se
dispensaron en tubos de vidrio con EDTA
para la hematologia completa recogiendo
los datos concernientes a plaquetas vy
glébulos blancos, para lo cual se empled
un contador automatizado de células
sanguineas (Beckman Coulter AC-T, USA);
considerandose valores normales para
plaquetas entre 150.000 y 450.000 x mm3
en sangre periférica (17).

II. Los 13,5 ml de sangre venosa de la
segunda jeringa, se distribuyeron en dos
tubos:

a. 4,5 mlse dispensaron en un tubo plastico
que contenia 0,5 ml de anticoagulante
citrato de sodio al 3,8% el cual se
centrifugo por 10 minutos a 800 rpm
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(180G) a temperatura ambiente para
obtener PRP; luego el remanente de
cada muestra se centrifugo 20 minutos
a 4500 rpm (revoluciones por minuto)
en una centrifuga refrigerada (Sorvall)
para obtener PPP (plasma pobre en
plaquetas). Se ajustd la concentracién de
las plaquetas del PRP a 250.000 x mm3
con el PPP para realizar la agregaciéon
plaquetaria (solo antes del tratamiento
con los agentes antiplaquetarios), se
procedié segin el método turbidimétrico
de Born empleando un agregometro
Chrono-Log (Corp-Haverton, PA, USA)
(18). El resultado obtenido expresado
en % permiti6 descartar anomalias en
las funciones plaquetarias que podrian
incidir a una disminucion estadistica de
los FCs medidos a causa de un PRP con
plaquetas fisioldgicamente anormales.

Los 9 ml restantes de sangre se colocaron
en otro tubo de plastico que contenia 1
ml de citrato de sodio al 3.8%. Luego de
20 minutos de reposo, la muestra fue
centrifugada por 7 minutos a 1400 rpm
(267 G), siguiendo la técnica del método
de Unica centrifugacion de Anitua et
al (19), para la obtenciéon del PRP. Del
volumen total del PRP obtenido se
extrajeron 0,5 ml que se sometieron a una
segunda centrifugacion por 10 minutos
a 3500 rpm con la finalidad de obtener
un verdadero PPP cuya concentracion
de plagquetas fue determinada mediante
recuento automatizado empleando el
contador automatico de células (Beckman
Coulter AC-T, USA), corroborando que el
producto plasmatico tuviera un conteo
de plaquetas inferior a 2.000 plaquetas
x mm3. Del PRP obtenido de la primera
centrifugacion se tomod el resto con un
pipeteado meticuloso y con una punta
distinta, hasta la zona por encima de
la fraccidn roja, representando el PRP;
el cual se utilizé para el recuento de
plaquetas (para confirmar la obtencion de
un verdadero PRP) el resto del PRP al igual
que el PPP se distribuyeron en alicuotas en
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tubos plasticos Eppendorf a -70 °C, en un
ultracongelador vertical (Forma Scientific
U95-18), lugar donde se conservaron
hasta el andlisis correspondiente de cada
factor de crecimiento.
Posteriormente a cada sujeto se le instruyd
consumir la dosis correspondiente al agente
antiplaquetario respectivo (el grupo B1: 100
mg de AAS; grupo B2: 75 mg de Clopidogrel)
durante 7 dias en ayunas. Al cabo de los cuales
se realizd la extraccion sanguinea de 16 ml de
sangre venosa antecubital en ayunas siguiendo
el procedimiento mencionado en los puntos
1y 2 (ay b) mencionados anteriormente. Se
hizo un seguimiento de los participantes para
confirmar que cumplieran el consumo de los
agentes antiplaquetarios indicados y que no
presentaran efectos adversos durante el periodo
del tratamiento.
Losnivelesde PDGF, VEGFy EGF se midieronenlas
muestras y estandares comerciales empleando
el método de ELISA indirecto utilizando un
equipo lector de ELISA Multiskan Ex (marca
Electron Corporation, USA). Los kits comerciales
para la determinacion del PDGF (PDGF-BB) y
EGF fueron suministrados por ABCAM (ABCAM
INC, 1 Kendall Square, Ste B2304 Cambridge MA
02139-1517 USA) con numero de lote: GR92691-
1 para el PDGF y GR:110762-1 para el EGF. El kit
comercial para el VEGF-A fue suministrado por
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Thermo Scientific Pierce Biotechnology, 3747 N.
Meridian Road, PO Box 117, Rockford 1L61105,
USA) con numero de lote: ME 177706. Todos los
ensayos fueron llevados a cabo de acuerdo a las
instrucciones del manufacturador (20-22).

Para la tabulaciéon y analisis de los resultados se
empled el software estadistico SPSS version 17
para Windows. Los datos se muestran en tablas
en valores absolutos y porcentuales, asi como
media aritmética +/- 1 desviacion estandar (DS)
y rango. Debido al tamafio de la poblacién de
estudio que es menor a 30 individuos se utilizé
la prueba t de Student para datos pareados
con la finalidad de comparar las variables en el
estudio. El intervalo de confianza fue de 95%
con una significancia de p <0,05 como la menor
probabilidad estadistica (23).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los valores estadisticos
descriptivos promedio, desviacidon estandar
y rango del recuento plaquetario en el PRP
de los individuos sanos antes y después del
tratamiento con AAS y Clopidogrel. Se evidencid
qgue los valores del recuento plaquetario no
presentaron una disminucién estadisticamente
significativa (p >0,05) tanto para el grupo tratado
con AAS como el grupo de Clopidogrel con
respecto al grupo control (antes del tratamiento
antiplaquetario).

Tabla 1. Recuento plaquetario en el PRP de individuos sanos antes y
después del tratamiento con AAS y Clopidogrel

Promedio + Desviacion Estandar (rango)

Plaquetas AAS (n=10) Clopidogrel (n=10)

10° x L Antes Después p Antes Después p
PRP 486,5+129,5  449,2 +85,51 NS 565,2 + DS 150,4 592,9 + DS 203,4 NS
(n=20) (355,0-718,0)  (340,0 - 577,0) (379,0-784,0)  (260,0—890,0)

En la Tabla 2 se muestra una comparacién del
promedio de los niveles de los factores de
crecimiento PDGF-BB, VEGF-A y EGF en el PRP
y PPP de individuos sanos estudiados antes
(control) y después del tratamiento con AAS.
Los niveles de PDGF-BB presentaron solo una
disminucion estadisticamente significativa en el
PPP (p <0,05), pero no en el PRP (p >0,05). Se
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PRP: Plasma rico en plaquetas, AAS: Acido acetil salicilico, (n=): Nimero de individuos estudiados, p: significancia, NS: no significativo (p >0,05)

observd una ligera disminucion del VEGF en el
PPP y un aumento en el PRP, pero, al comparar
los valores antes y después del tratamiento no
se observaron diferencias estadisticamente
significativas para el PPP y PRP (p >0,05). Hubo
disminucion significativa en los niveles del EGF
luego de recibir AAS tanto en el PPP (p <0,05)
como en el PRP (p <0,043).
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Tabla 2. Niveles de los factores de crecimiento en el PPP y PRP antes y después del tratamiento con AAS.

Factor de PPP (n=10) PRP (n=10)

Crecimiento Antes Después p Antes Después p
T T RN
VAR o0 oons  peozatine) M (GoR0-10051)  (077arme) M
EGF(pg/mL) 188,740 +21,81 150,980 +22,84° <0,05 181,980 + 21,0 158,060 + 16,13 © <0,043

(157,7 - 226,5) (122,8 - 194,5) (155,4 - 212,9) (127,8-179,0)

PDGF-BB: Factor de crecimiento derivado de Plaquetas BB, VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular A, EGF: Factor de crecimiento epidérmico,
PPP: Plasma pobre en plaquetas, PRP: Plasma rico en plaquetas, (n=): Numero de individuos estudiados, p: Significancia, NS: No significativo (p
<0,05) *Promedio + Desviacion Estandar (rango), *: Diferente con respecto a su control (Antes) p <0,05, ®: Diferente con respecto a su control (Antes)
(p <0,05), <: Diferente con respecto a su control (Antes) (p<0,043)

La Tabla 3 muestra una comparacion del
promedio de los niveles de los factores de
crecimiento PDGF-BB, VEGF-A, EGF en el PPP
y PRP de los individuos sanos antes y después
del tratamiento con Clopidogrel. Se observo
una marcada y significativa disminucién en los
niveles del PDGF-BB después del tratamiento

con Clopidogrel tanto para el PPP (p <0,009) y
en el PRP (<0,001). El VEGF-A presentd niveles
significativamente bajos en el PPP (p <0,001) y
PRP (p< 0,01) con respecto a su control, de igual
manera en el EGF cuyos niveles disminuyeron
significativamente en el PPP (p <0,04) y el PRP
(p <0,018).

Tabla 3. Niveles de los factores de crecimiento en el PPP y PRP antes y
después del tratamiento con Clopidogrel.

Factor de PPP (n=10) PRP (n=10)

Crecimiento Antes Después p Antes Después p
T X e
ey ST ST wmmen sy,
EGF(pg/mL) 234,970 + 80,73 147,800 +24,24¢° <0,04 214,520 69,608 148,540 +12,322f <0,018

(139,6 - 372,7) (128,0- 210,2) (142,8 - 359,6) (134,1-172,4)

PDGFBB: Factor de crecimiento derivado de Plaquetas BB, VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular A, EGF: Factor de crecimiento epidérmico,
PPP: Plasma pobre en plaquetas, PRP: Plasma rico en plaquetas, (n=): Nimero de individuos estudiados, p: Significancia, NS: No significativo (p
<0,05),*Promedio + Desviacion Estandar (rango), * Diferente respecto a su control (Antes) (p <0,009), b: Diferente respecto a su control (Antes) (p
<0,0001), <: Diferente respecto a su control (p <0,001), ¢: Diferente respecto a su control (0,01), ¢: Diferente respecto a su control (Antes) (p <0,04),

f: Diferente respecto a su control (Antes): (p <0,018).

DISCUSION

El concepto y descripcion del PRP inicié
en el campo de la hematologia donde fue
utilizado inicialmente en el tratamiento de
la trombocitopenia, posteriormente su uso vy
estudio en otros campos permitié descubrir
sus propiedades promotoras de la regeneracion
tisular del PRP en la cual los FCs de crecimiento
tienen un papel importante (1-3). Debido a la
falta de consenso respecto a la administracion
del PRP en individuos que consumen agentes
antiplaquetarios, los cuales podrian influir en los
FCs contenidos en los granulos a plaquetarios,
es necesario evaluar los efectos inducidos por
agentes antiplaquetarios como AASy Clopidogrel
sobre los FCs plaquetarios mas estudiados como
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el PDGF, VEGF, y EGF (2) (4) (5).

Los resultados de los participantes antes del
consumo de los agentes antiplaquetarios
reportaron un recuento promedio plaquetarioen
sangre periférica de 258,6 + 54,46 x 10° x uL que
se encontré dentro de los rangos de referencia
(17). El conteo plaquetario en el PRP antes del
tratamiento representd un incremento de 1,88
a 1,98 cuando se compard con el recuento en
sangre periférica, esto concuerda con las cifras
plaguetarias esperadas en el PRP del protocolo
de Anitua et al (19), y la definicién emitida en la
literatura cientifica (1) (24).

Resultados similares con respecto al conteo
plaguetario del PRP fueron presentados en
un estudio publicado en la revista “Archivo
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Venezolano de Farmacologia y Terapéutica”
(5), en el 2016 donde se hizo el recuento
plaquetario en el PRP a los 32 sujetos sanos que
participaron en esa investigacion, el método
de obtencidn fue igualmente a través del
protocolo de centrifugacién Unica de Anitua.
En el 2017, Fitzpatrick et al (25), reportaron
cifras plaquetarias similares en el PRP de sujetos
sanos obtenido mediante el kit comercial ACP,
los cuales compararon las cifras plaquetarias
en el PRP obtenido por varios kits comerciales
de separacion celular, otros kits reportaron
recuentos superiores lo cual podria deberse a
un mayor tiempo de centrifugacion.

Después de 7 dias del tratamiento con AAS vy
Clopidogrel, no se observd una disminucion
estadisticamente significativa en el recuento
plaguetario al compararlo con el del PRP antes
del tratamiento (basal) (Tabla 1). Estos datos
indican que las dosis suministradas de AAS y
Clopidogrel no afectaron significativamente el
numero de plaguetas en el PRP de los individuos
sanos. Este hallazgo coincide con el publicado
por Gonzalez et al (5), los cuales no observaron
una disminucion significativa en el recuento
plaguetario del PRP de 32 sujetos sanos 24
horas después de ingerir una dosis Unica de AAS
y Clopidogrel. Asumieron que el efecto de los
agentes antiplaquetarios en una dosis Unica no
parecia afectar el recuento plaquetario lo que
podia deberse a que el recambio plaquetario es
entre 7 a 10 dias.

A diferencia de Gonzidlez et al (5), en el
presente estudio se determiné el recuento
plaquetario bajo un tratamiento de 7 dias
(periodo aproximado de la vida plaquetaria),
la no significancia estadistica observada podria
atribuirse principalmente a que el principal
efecto de los agentes antiplaquetarios es sobre la
funcion plaquetaria, no el nimero de plaquetas.
En cuanto al aumento o disminucién no
significativa observada en el conteo plaquetario
después del tratamiento con los agentes
antiplaquetarios en el PRP postratamiento en
comparacion al PRP basal de ambos grupos, y
entre ellos, esto puede deberse a variaciones
fisiologicas del nUmero de las plaquetas entre los
individuos sanos evaluados en este estudio. Cada
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individuo tiene una tasa de produccion celulary
sintesis de FCs de acuerdo a las necesidades y
estado de su organismo con la finalidad de una
respuesta bioldgica apropiada en condiciones
fisiologicas (1) (5) (17), es importante acotar que
los individuos de este trabajo fueron sometidos
a la misma evaluacion clinica para confirmar su
estado de salud.

Al comparar los niveles de los FCs en el PRP y
PPP antes y después de 7 dias del tratamiento
con AAS se observé una disminucién del PDGF-
BB y EGF después del tratamiento. El EGF reveld
niveles significativamente bajos en ambos
subproductos plaquetarios (PRP y PPP) mientras
que el PDGF-BB solo en el PPP, por lo que el AAS
parecio influir en la secrecion de estos factores,
en especial en el EGF. En cambio, el VEGF-A no
revelé una disminucion significativa en el PPP ni
PRP.

Gonzdlez et al (5) que incluyeron Ia
determinacién de los niveles de los FCs en el
PRP en sujetos sanos (entre 18-50 afios) antes
y después del consumo de una dosis Unica
con AAS y Clopidogrel, después de 24 horas
de haber ingerido el AAS reportaron solo una
disminucion del PDGF-BB en el PPP, pero no en
el PRP. En cambio, los niveles del EGF y VEGF-A
presentaron aumentos no significativos, lo cual
podria deberse a fluctuaciones fisioldgicas o un
menor efecto del mecanismo propio del farmaco
bajo dosis Unica ya que a diferencia del estudio
aqui realizado donde se evalud el efecto del AAS
después de 7 dias si se observé una disminucion
significativa en los niveles del EGF, mas no del
VEGF-A lo cual es un resultado coincidente con
Gonzdlez et al (5) respecto a este factor.

Enel 2018, Tianetal (12), midieron los efectos de
ciertos factores como la edad, diabetes mellitus
y el consumo de agentes antiplaquetarios
sobre los FCs en el PRP activado con trombina
y gluconato de calcio, con respecto al grupo
formado por 10 pacientes (>45 afios) con
enfermedades cardiacas que consumieron
AAS y/o Clopidogrel durante mas de 3 meses
se observd una disminucién del PDGF-AB, EGF
y VEGF-A en comparacién al grupo control
(pacientes sanos, menores de 45 afios, sin
medicacion), la cual solo presentd diferencias




significativa para el PDGF-AB entre ambos
grupos.

En contraste, Anitua et al (26), no encontrd
diferencias significativas en los niveles del
PDGF-AB y VEGF en el PRP activado con cloruro
de calcio (CaCl,) de 3 pacientes (entre 55-85
afios) que consumieron AAS durante al menos
un ano en comparacion a pacientes sanos sin
medicacién. Es importante resaltar que Anitua
et al (26) y Tian et al (12) utilizaron activadores
plaquetarios en el PRP que pudieron influir en el
proceso de secrecion de los FCs en los individuos
tratados con AAS. La Trombina y CaCl, podrian
activar mecanismos alternos a la activacion
plaguetaria los cuales no dependen del TXA2
proveniente de la COX-1 plaquetaria. Con
respecto a latrombina, esta activacién podria ser
mediada por receptores como el PAR-1 acoplado
a proteina G que mediante la fosforilacion de
proteinas intracelulares participarian en Ia
activacion de manera alterna (6) (27). En afios
recientes se ha postulado que el calcio (Ca*?) en
elevadas concentraciones extracelulares podria
infiltrarse intracelularmente y activar una serie
de eventos celulares que en conjunto con el
Ca* intracelular podrian influir en la activacion
y secrecion de los granulos plaquetarios (6) (26)
(28).

Esto podria explicar la razén por la cual la
secrecion de los FCs en el PRP activado con
Trombina y/o CaCl, no se vio afectada en su
totalidad en los individuos que consumieron AAS
(27,28), a diferencia de la presente investigacion
donde no se utiliz6 ninguna sustancia activadora
en el PRP. Debe considerarse que otras células
como los monocitos y macrofagos son fuentes
no plaquetarias de TXA, que pudieran influir
también en el proceso de activacion (6) (26-28).
En relacién a la liberacion del VEGF-A, cuyo
comportamiento reportado por los autores
anteriormente mencionados, (5) (12) (26) no
presentd disminucién significativa, parece
confirmar que el AAS podria no incidir en el
proceso de secrecién del VEGF-A, sin embargo,
factores como el protocolo de centrifugacion,
cinética de la liberacién del FCs, y la presencia
de células secretoras de este FCs en el PRP como
los leucocitos podrian influir en su patrén de
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secrecion. (1) (5) (29).

Es importante destacar que existen pocos
estudios donde se evalué el efecto de agentes
antiplaquetarios como el AAS en los niveles
del EGF, aspecto que dificulta contrastar los
hallazgos de este estudio el cual mostré una
tendencia diferente para investigadores como
Gonzalez et al (5) y Tian et al (12). Se requieren
estudios mas profundos que permitan
comprender la interaccién del consumo de
AAS, asi como los mecanismos celulares de
sefializacion implicados en la secrecién de los FC
plaquetarios.

En el grupo tratado con Clopidogrel, los niveles
de los tres FCs presentaron una disminucidon
significativa tanto en el PPP como el PRP con
respecto a los valores obtenidos previo al
consumo de dicho farmaco. Al comparar los
hallazgos obtenidos con los resultados del grupo
tratado con AAS (Tabla 2) se nota un marcado
y significativo descenso de los FCs en ambos
subproductos plaquetarios (PPP y PRP) por
lo que el Clopidogrel parece haber tenido un
mayor nivel de afectacidn en los niveles de los
FCs que el AAS.

Con respecto al PDGF-BB los hallazgos
concuerdan por los reportados por Gonzélez et al
(5) donde los individuos sanos que consumieron
una dosis Unica de Clopidogrel, al medir sus
niveles 24 horas después presentaron una
disminucion significativa del PDGF-BB en el PPP
y PRP con respecto a los valores pretratamiento.
Sin embargo, no se encontraron alteraciones
significativas en los niveles de VEGF y EGF
postratamiento. Por otro lado, una publicacion
en la revista “Journal of Dentist” (11), reporté
una disminucién del PDGF-BB y VEGF en el
PRP y PPP de individuos sanos posterior a 24
horas del tratamiento con una dosis Unica de
Clopidogrel, estos atribuyeron dicho fendmeno
al mecanismo farmacolégico que podria haber
incidido en el patrén de secrecion.

Smith et al (30) midieron el PDGF-BB y TGF- B
en el PRP activado con trombina calcificada en
pacientes que consumieron AAS y Clopidogrel
en un periodo menor de 5 dias previo a un
procedimiento operatorio cardiovascular, los
participantes no reportaron una disminucién
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del PDGF-BB en comparacion con el grupo
de pacientes sin medicaciéon antiplaquetaria
conocida pero si una ligera disminucién no
significativa del TGF- B. Resultados diferentes a
los publicados por Tian et al (12) que si revelaron
una disminucién en el PDGF-AB, VEGF, y EGF la
cual solo fue significativa en el PDGF-AB en el
PRP de participantes que consumieron AAS y/o
Clopidogrel por mas de 3 meses, su disminucién
podria deberse a la terapia combinada que pudo
generar una interaccion de ambos farmacos
aunado al tiempo mas prolongado.

El Clopidogrel bloquea los receptores P2Y1
y P2Y12 para el ADP que actian de modo
sinérgico en la activacion plaquetaria, el P2Y1
en la activacion inicial irreversible y el P2Y12 en
la activacién prolongada a través de una serie
de mecanismos de sefializacion conjunto con
otros ligandos influyen en la secrecién de Ca*
intracelular al medio exterior y la liberacién
de los granulos plaquetarios (6,7). Ademas,
este farmaco interfiere con los receptores del
fibrinégeno (complejo glicoproteico Glibllla) el
cual se encuentra en un 30% de la membrana
externa de los granulos a (26), estos receptores
moleculares se orientan al lado externo durante
el proceso de activacién, porlo que el Clopidogrel
podria amplificar su inhibicién a otras vias de la
agregacion plaquetaria que pudieran alterar la
secrecion de los FCs.

CONCLUSIONES

Este estudio mostré una marcada disminucién
de los FCs en el PRP de los individuos tratados
con Clopidogrel, se reveld un menor grado de
afectacién después del tratamiento con AAS. No
se debe caer en el falso entendimiento de que
los agentes antiplaquetarios puedan afectar las
propiedades del PRP, sin embargo, es necesario
evaluar la respuesta de la terapia del PRP en los
individuos que consuman dichos farmacos.

Se debe tomar en cuenta que la falta de
estandarizacion entre los diferentes Kkits
comerciales para la medicién de los FCs, déficit
en material referencial sobre la preparacion del
PRP y guias procedimentales validadas a nivel
internacional o por organizaciones médicas
oficiales, hacen dificil la comparacién de estos
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resultados con los reportados en la literatura
cientifica. Es importante resaltar que no existen
valores referenciales ni rangos terapéuticos
de los factores de crecimiento, la informacion
de los mecanismos de sefializacién celular
implicados en la liberacion de los FCs o si los
agentes antiplaquetarios podrian intervenir e
incidir fases especificas en estas rutas no han
sido descritas en su totalidad.

Son necesarios estudios futuros con mayor
un numero de individuos y un disefio que
permita contribuir a la comprensién de los
mecanismos de sefializacién implicados en
las propiedades regenerativas del PRP y si
farmacos como AAS y Clopidogrel podrian
influir en los mismos. Asi como mas ensayos
clinicos controlados aleatorizados que permitan
validar las indicaciones clinicas de los FCs
conduciendo asi al establecimiento de rangos
terapéuticos y de referencia de acuerdo a cada
campo de aplicacién, todo esto con la finalidad
de optimizar la terapéutica mediante el PRP
para garantizar una mejoria comprobada en la
condicién médica en la cual sea aplicado.

Este estudio fue financiado por el FONACIT
(Fondo Nacional para la Ciencia y Tecnologia)
quien suministro los materiales y kits necesarios
para su realizacién. Se contd con la colaboracion
del Instituto de Investigaciones Clinicas “Dr.
Américo Negrette” de la Facultad de Medicina
de la Universidad del Zulia (LUZ) en cuyos
laboratorios se llevd a cabo el andlisis de las
muestras recolectadas. Agradecimiento especial
al Dr. Jesus Quintero por sus aportes en el
andlisis estadistico de los resultados.
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