Plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF): cuando los factores de
crecimiento se encuentran con la fibrina
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En medicina regenerativa, las tecnologias biolégicas
estin emergiendo como herramientas utiles y
adyuvantes para mejorar el microambiente dafiado de
los tejidos y contribuir de manera efectiva a restaurar
su nivel funcional original. Gracias a una comprensién
mis profunda de los eventos celulares y moleculares que
ocurren en los tejidos dafiados (quemaduras, tlceras
de la piel y cérnea, la artrosis, lesiones musculares,
tendinopatias, degeneracién del disco intervertebral),
asi como de los sistemas biolégicos de defensa, como el
sistemas de coagulacién con las plaquetas y el sistema
del complemento como agentes principales, estamos
asistiendo a un incremento de los biomateriales autélogos
derivados de la sangre, incluidas las matrices autélogas
de fibrina y proteinas plasmaticas y plaquetarias. Tres
elementos clave convergen simultineamente en las
matrices autdlogas de fibrina (PRGF) que hacen que
estas terapias bioldgicas autélogas que imitan a la
biologia, se conviertan en sistemas seguros y eficaces
como agentes terapéuticos, tanto en formulaciones de
infiltraciones liquidas de forma local o como en sus
equivalentes de membranas: los factores de crecimiento
(FC) y microparticulas (PMPs) derivadas de plaquetas
y plasma, la fibrina, y la interaccién de estos factores de
crecimiento tanto con la matriz de fibrina como con las
células del tejido del propio paciente.

Basdndose en estos conceptos y en evidencias recogidas
tanto en ciencia bdsica como en estudios clinicos,
la cirugia oral y maxilofacial, la cirugia ortopédica y
medicina del deporte, dermatologia y oftalmologia se
encuentran entre los campos médicos mds relevantes
donde los productos autélogos derivados de la
sangre ejercen resultados clinicos significativamente
positivos. Existen numerosas evidencias que indican
la reparacién del cartilago, musculo, nervio, tendén y
hueso, asi como de la curacién de quemaduras en la
piel y ulceras corneales.

(UPV/EHU-Fundacion Eduardo Anitua), Vitoria, Spain.

2.1 Davio tisular y el sistema biologico de defensa

En los mamiferos, la reparacién tisular es un proceso
multicelular mediado por sefiales moleculares derivadas
de los mecanismos complementarios subyacentes al sis-
tema de defensa biolégico que incluye a la hemostasia y
la coagulacidn, el sistema inmune innato, el sistema ner-
vioso sensorial y la fibrogénesis (Figura 1). Estos procesos
han evolucionado para evitar el sangrado y la infeccién
microbiana y con ello restaurar la homeostasis del teji-
do y del organismo. Asi pues, la reparacién tisular puede
considerarse como un subproducto o el resultado final de
la activacién secuencial de los médulos que constituyen
el sistema biolégico de defensa (Figura 1). Los agentes
celulares del sistema de defensa biolégico incluyen a las
plaquetas, leucocitos, macréfagos, neuronas nociceptoras
y fibroblastos. La alteracion de la integridad estructural
de los tejidos vascularizados de los mamiferos causada
por agentes nocivos que afectan a tejidos como la piel, el
sistema nervioso central y periférico o los tejidos muscu-
loesqueléticos, desencadena la activacién de las plaquetas
y las neuronas nociceptivas, la formacién de un codgulo de
fibrina y el reclutamiento de neutréfilos y monocitos en
el lugar afectado. Este es el primer punto de control para
detener rdpidamente la hemorragia y destruir y eliminar
microbios, donde el dolor despierta cambios de compor-
tamiento evitando asi los estimulos nocivos.

En respuesta a las citoquinas, quimioquinas y neuropép-
tidos liberadas por la activacién de las plaquetas y fibras
C nociceptivas, como la histamina, serotonina, ATP, Ca*,
sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcito-
nina y las metaloproteinasas de la matriz, se produce una
vasodilatacién y una mayor permeabilidad de los vasos
sanguineos que permiten el paso del plasma y leucocitos
(neutréfilos, eosinéfilos y monocitos) hacia el parénquima
dafado. Estos primeros eventos moleculares y celulares
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~ El dafio local ocasionado en la composicién fisica y

quimica del microambiente celular y en las propias
células, expone simultineamente el factor tisular
(TF) de la célula subendotelial y la superficie de
los fibroblastos al torrente sanguineo (también de
los monocitos), lo que conlleva la formacién de un
complejo de protrombinasa que sirve para convertir la
protrombina en trombina, una enzima del grupo de las
proteasas de serina (tripsina, plasmina, quimotripsina)
clave del sistema de coagulacién. La fragmentacién
del fibrinégeno por la trombina genera una matriz de
fibrina provisional, y simultineamente la trombina activa
a las plaquetas que son los primeros respondedores
celulares junto con las neuronas sensitivas en el tejido
dafiado. Las plaquetas activadas junto con las células
endoteliales, neutréfilos y macréfagos tisulares, los
nociceptores de fibra C y las células apoptdticas liberan
factores de crecimiento, citoquinas, microparticulas y
otras moléculas de sefializacién. Mientras que la >>»

SISTEMA
INMUNE

COAGULACIQN

FIBROGENESIS SISTEMA NERVIOSO
SENSORIAL

Figura 1. La reparacion tisular en mamiferos.

ElI PRGF como adyuvante en el tratamiento conservador y
quirargico en terapia regenerativas

A. FIBRINA: PIEZA CENTRAL DEL PRGF

Una matriz de fibrina bioldgicamente funcionalizada
conteniendo moléculas de sefalizacion y adhesivas
Elevado contenido de dominios heparan sulfato que

fijan temporalmente varios fact de
(FC)

- Transportador de FC permitiendo una penetracion y
distribucion homogénea tisular

Cinética bifasica de liberacién de FC salvando su
corta vida media, evitando el efecto bolo y actuando
como sistema depot de moleculas regeneradoras

B. MATRIZ DISENADA POR LA

C. ESTIMULADOR DE LOS
PROCESOS EXPLORATORIOS

- Promueve la angiogenesis, miogenesis,

b

genesis, y fibrog

- Efecto Immunomodulador sobre los

macrofagos, fibroblastos y celulas
mesenguimales

Matriz de fibrina con proteinas
autdlogas

D. APLICACIONES TERAPEUTICAS

E. EFECTO COMBINATORIO,
SINERGICO Y MULTIDIRECCIONAL
Respuestas terapelticas a bajas dosis de FC,
similar a las matrizes funcionalizadas
sintéticamente

Localizacié ial y liberacién temporal de
multiples FC

La accion biolégica in vivo del PRGF podria
eslar condicionada por la proporcionalidad
de FC inti I FCextracelul,

NATURALEZA

Matriz ajustada a las células stem y
por la
- Biodegradable y biocompatible esta matriz
liquido-dinamica se degrada por la fibrinélisis
tisular
- Un soporte estructural para la
mecanotransduccion tisular

Infiltraciones guiadas por US o flucroscopio
Los volimenes y tamario de las agujas y
jeringas depende de los tejidos a infiltrar

La frecuencia de infliraciones depende de la
gravedad de la patologia

Basados en la duracion de la fibrindlisis se
recomienda intervalos entre 7-12 dias

Las formulaciones son versatiles aplicandose
como liguido o membranas

F. LIMITACIONES

- Edad del paciente

- Variabilidad inter e intra-paciente de las
dosis

- Diferentes procedimientos de preparacién

- Un carencia de vision bioldgica y
estandarizacion a la hora de sus
aplicaciones

Figura 2. El papel que juegan los componentes del PRGF en la regeneracion/reparacion tisular.
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Figura 3. El mecanismo dinamico del PRGF en moduclar la actividad y comportamiento celular.

»»> formacién de un codgulo de fibrina y de un tapén
de plaquetas activadas pretende limitar el sangrado y
la invasién microbiana, la tormenta local de factores
de crecimiento y citoquinas liberadas por las citadas
células, asi como los péptidos de trombina y la trombina
(este ultimo mediado por PAR (receptor activado
proteoliticamente) y NPAR (receptor no activado
proteoliticamente) impulsan la reparacién tisular en los
mamiferos. Esta oleada de factores de crecimiento y de
citoquinas se atenda principalmente por la presencia en
la matriz de fibrina, asi como en la matriz extracelular de
dominios de heparan sulfato y de los proteoglicanos de
heparan sulfato de la membrana basal tisular (HSPG),
en los que los factores de crecimiento se acoplan con
una baja afinidad y logran una alta actividad mediante
dimerizacién y agrupamiento, antes de encontrar su
receptor andlogo en las superficies celulares. (Figuras 34
y 3B). El codgulo de fibrina natural y los proteoglicanos
de heparin sulfato (HSPG) de la matriz extracelular,
ejercen varias funciones: son el primer entorno que
las células encuentran para desempefiar sus funciones
en la reparacion del tejido dafiado, actian como un
depédsito de factores de crecimiento, y establecen
un gradiente quimiotdctico espacio-temporal que
se requiere para instruir el comportamiento celular,
incluidas las células madre mesenquimales (MSC) y
la migracién de macréfagos (M) a la matriz de fibrina.
Por su parte, los HSPG de la matriz extracelular,

protegen a los factores de crecimiento de la protedlisis,
reteniendo asi su bioactividad hasta que se liberan por la
degradacién gradual del codgulo de fibrina por el sistema
fibrinolitico de plasmina/plasminégeno. Este sistema se
complementa en los tejidos con las metaloproteinasas
liberadas por las células inmunes y mesenquimales
que migran hacia la matriz de fibrina. Por dltimo, los
HSPG facilitan la endocitosis y la internalizacién
de diversos factores de crecimiento del tipo tirosina-
quinasa que determinan la exposicién celular a diferentes
concentraciones de factores de crecimiento en diferentes
momentos, evitando asi la respuesta excesiva y la
sobreestimulacién.

2.3 Factores de crecimiento: sistema de comunicacién-in-
formacion entre las células.

Los factores de crecimiento, citoquinas y morfégenos, ac-
taan como ligandos extracelulares al unirse a los recepto-
res transmembrana situados en la superficie de las células
diana, activando asi las vias de sefializacién intracelulares
que transmiten la sefial al niicleo. Esta maquinaria que
une molecularmente el citoplasma con el nucleo incluye
los complejos eventos implicados en la fosforilacién de
proteinas, flujo de iones de calcio, reorganizacién de actina
y el citoesqueleto y cambios en la expresién génica. Estos
mecanismos finalmente conducen a un amplio rango de
especificaciones celulares durante el desarrollo, la repara-
cién de tejidos, y la inflamacién, incluida la supervivencia
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Figura 4. La preparacion y aplicacion de las diferentes formulaciones del PRGF en la medicina regenerativa.

celular, proliferacién, migracion, diferenciacién, madura-
ci6n, senescencia y cambios en la sintesis y el metabolismo
de proteinas (Figuras 3C y 3D). Los factores de crecimien-
to y las citoquinas inician la inflamacién, angiogénesis,
activacién y polarizacién de los macréfagos, los destinos
celulares y la diferenciacién de células madre progenitoras
y la fibrogénesis, asi como la resolucién activa de la infla-
macién, la angiogénesis y la fibrogénesis. La resolucién
del periodo tréfico o reparador continda con una etapa
de remodelacién siempre y cuando los macréfagos regu-
ladores fagociten a los miofibroblastos. De esa manera se
eliminan los estimulos que inducen la expresion de TGF-
£1 y otros factores profibréticos (factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), interleucina (IL) -13),
moléculas que favorecen un microambiente fibrético per-
sistente. Sugerimos que el proceso de reparacién podria
considerarse como un subproducto o epifenémeno de los
mecanismos que subyacen al sistema de defensa biolégico
ylaresolucién de la inflamacion y la fibrogénesis. El resul-
tado estructural del proceso de reparacién no se resuelve
con un resultado universal, y dependeré de la interaccién
entre los médulos del sistema de defensa biolégico (Figu-
ra 1). El periodo hemostitico-inflamatorio inicial parece
influir fuertemente en el proceso de reparacién, donde la
cicatrizacién fibrética, que es el resultado secundario més
infructuoso y no funcional, se debe principalmente a la
actividad persistente de miofibroblastos en un microam-
biente inflamatorio no resuelto con un exceso de TGF-£1.
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3. QUE ES Y COMO SE PREPARA

EL PLASMA RICO EN FACTORES

DE CRECIMIENTO

La matriz autéloga de fibrina rica en proteinas
derivadas de plaquetas y plasma (ABDPS o PRGF)
es un concentrado de plaquetas autélogo dentro de
una suspensién de plasma cuya activacién con CaCl,
convierte la solucién en una matriz dindmica liquido-
gel de fibrina que cuando se inyecta permite una
localizacién espacial y entrega local y bifédsica de factores
de crecimiento. Se obtiene de una fraccién de la sangre
activada en unos tubos de recoleccién a partir de una
centrifugacién con un protocolo especifico (Figura 4).

Estd técnica fue descrita por primera vez en el 1999.
En este trabajo se descibe la preparacién del primer
plasma rico en plaquetas 100% autologo, evitando el uso
de trombina bovina para la activacién plaquetaria. La
preparacién de esta formulacién autéloga es un proceso
rapido, de varios pasos y ficilmente reproducible que se
basa principalmente en las cascadas intravasculares de la
inmunidad innata y las plaquetas.

3.1. ;Cémo se prepara la matriz de fibrina autiloga?

De forma resumida, podemos decir que el proceso
comienza con la extraccién de un pequefio volumen
de sangre del propio paciente en tubos que contienen
3,8% de citrato trisédico como anticoagulante para »>>
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Figura 5. Los componentes del PRGF.

preservar las plaquetas integras. Entonces el proceso
de centrifugacién se realiza siguiendo parimetros
especificos (una tnica centrifugacién a temperatura
ambiente) para maximizar la produccién de plaquetas
y mantener el plasma libre de leucocitos. Este proceso
basico de deconstruccién de la sangre se fundamenta
basicamente en la ley de Stoke, segtin la cual la velocidad
de sedimentacién de las células sanguineas depende de
su gravedad especifica (SG) o densidad, didmetro y peso.
De esta manera, las células sanguineas rojas (eritrocitos)
(aproximadamente 7 um de didmetro y SG de 1.095-
1.101) y glébulos blancos (WBC) (7-15 pm de didmetro
v SG de 1.055-1.095), sedimentardn proporcionalmente
mis rdpido que las plaquetas (aproximadamente 2 pm
de didmetro y SG de 1.058), cuando se someten a una
fuerza gravitacional. Mientras las plaquetas contindan
suspendidas en el plasma sanguineo, los glébulos rojos
y los glébulos blancos sedimentaran en la parte inferior
del tubo dando como resultado la separacién tipica de
tres capas (Figura 4). En la parte superior, una capa
amarillenta de plasma, que presenta un gradiente
plaquetario, con concentracién maxima de plaquetas por
encima de la capa leucocitaria (en la parte de abajo con
aumento de plaquetas de 2-3 veces con respecto al valor
de la sangre total, en comparacién con 1-1.5 veces en la
parte superior del plasma); debajo de la capa de plasma,
los glébulos blancos (la capa conocida como el buffy
coat); y la capa inferior, que contiene principalmente
los glébulos rojos. Tras esta deconstruccion, la fraccién
plasmadtica sobre los glébulos blancos se recolecta y
obtenemos un liquido formado por plasma donde se
encuentran suspendidas las plaquetas en concentracién

10

RETRACCION DEL COAGULO FIBRINOLISIS

2. Células madre
Proceso de reparacion

supra fisiolégica, aproximadamente 2,5 veces el valor de
plaquetas en sangre periférica,y poco a poco se distribuye
en el liquido. De esta manera, con respecto al plasma, es
posible diferenciar entre dos fracciones diferentes, que
dependen de su respectiva concentracién de plaquetas, la
fraccién superior (F1) contendrd un nimero similar de
plaquetas al de sangre periférica, mientras que la fraccién
inferior (F2) contendri 2—3 veces la concentracién de
plaquetas en comparacién con la sangre periférica.
Sin embargo, dependiendo de la aplicacién, como en
el caso del colirio autélogo derivado de plaquetas y
plasma (como se verd mds adelante), es posible recoger
toda la columna de plasma sin realizar dos fracciones.
Por lo tanto, dependiendo de las necesidades clinicas,
el fraccionamiento del plasma se puede hacer en una
o dos fracciones, logrando un mayor volumen y menor
concentracién de plaquetas (una sola fraccién), o menor
volumen y mayor concentracién de plaquetas (dos
fracciones, F1y F2).

3.2. Versatilidad de diferentes formulaciones de PRGF
Para obtener una formulacién terapéutica, las
fracciones F1 y F2 se activan agregando una solucién
de CaCl, al 10%, que induce la generacién de trombina
autdloga nativa, un poderoso mitégeno, dando como
resultado la polimerizacién simultinea de fibrinégeno
plasmitico en una matriz de fibrina insoluble y la
activacién y degranulacién de las plaquetas. Las
plaquetas liberan miles de biomoléculas que incluyen
pero que no se limitan a factores de crecimiento,
citoquinas, quimiocinas, proteinas adhesivas y
microparticulas (Figura 5).
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Al hacerlo, evitamos el uso de trombina bovina
exégena como activador, una fuente de posibles
reacciones inmunoldgicas, y generamos un biomaterial
versitil y aut6logo que al aplicarse o inyectarse en la
lesién, recapitula los principales eventos cominmente
asociados con el microambiente curativo nativo.
Ademis, el ABDPS-PRGF actta como un producto
antimicrobiano directo, que se debe principalmente
al secretoma plaquetario, a la fibrina y al sistema
complemento.

La concentracién de diferentes FC liberados por las
matrices de fibrina aut6logas derivadas de las plaquetas
y del plasma presentan diferencias interindividuales
que dependen del recuento de plaquetas del paciente,
edad, contenido variable de FC en los granulos o de
las plaquetas y en el plasma. La T4d/a 1 muestra un
rango de dosis de la concentracién de FC en 1 ml de la
fraccién 2 del PRGEF, la més utilizada terapéuticamente,
mientras que en la zabla 2 se presenta la cantidad total
de FC administrados cuando se aplica ABDPS-PRGF
en la osteoartritis de rodilla, tendinopatias, lesiones
musculares, neuropatias por compresién, tlceras
cutineas y quemaduras.

4. ;Como funciona la matriz proteica liquido-dindmica
de fibrina autologa?

Los factores de crecimiento derivados de la sangre, pro-
venientes tanto de las plaquetas como del propio plasma,
son candidatos en la accién de la reparacion tisular en los

Tabla 1

mamiferos. Varias lineas de evidencia derivadas de las
terapias de nicho de células madre tanto a nivel sistémico
como local, y de los trastornos plaquetarios congénitos,
representados por experimentos de parabiosis, micro-
fracturas subcondrales, infiltraciones intraéseas, escari-
ficaciones de tendones y por el sindrome de plaquetas
grises, respectivamente, fundamentan el concepto.

4.1. Imitando la reparacion natural.

Se ha observado que las matrices de fibrina derivadas de
plaquetas y plasma autélogo imitan lo que sucede des-
pués de una lesién en los tejidos vasculares, incluyendo
piel, intestinos, tendones y ligamentos, musculos, huesos,
tejidos de articulaciones sinoviales y otros tejidos mus-
culoesqueléticos en los mamiferos. Estas matrices poten-
cian principalmente el proceso de reparacién endégeno,
pero no exclusivamente, en lesiones inflamatorias estéri-
les (artrosis, tendinopatias, lesiones de cartilago, neuro-
patias periféricas, quemaduras y tlceras en la piel, tlceras
corneales y sindrome de ojo seco, entre otros).

La funcionalidad y versatilidad de la fibrina autéloga se
basa en los componentes biolégicos seleccionados du-
rante la evolucién, que combinan, por un lado, la libe-
racién de factores de crecimiento, citoquinas y quininas
procedentes de plaquetas activadas y del plasma y la for-
macién de un codgulo de fibrina por otro. Muchos de
estos factores de crecimiento son atrapados en la matriz
y ésta actia como un sistema de liberacién de proteinas,
asi como de barrera antimicrobiana en el drea dafiada,
entre otras funciones.

Valor medio y el rango de concentracion de factores de crecimiento del PRGF-Endoret (ng / ml) (la fraccion F2 es la
fraccion plasmatica habitual para uso terapéutico). Estos valores fueron obtenidos de diferentes referencias y son
consistentes con los datos publicados por otros autores.

TGFB1 | PDGFAB | VEGF | IGF-1 | HGF | FGF | EGF __ _ NGF |

40-80 8-20 0.15-0.40 90-120 0.5-0.7 0.012-0.02 0.4-0.6 0.06-0.09

*Valores obtenidos por Sanchez et al 2007 (n=7), Anitua et al 2016 (n=8), Anitua et al 2016 (n=30) y Anitua et al 2017 (n=19)
**\lalores tomados de Anitua et al 2013 y Anitua et al 2015
***| as unidades de factores de crecimiento estan en ng/ml

Tabla 2

Cantidad total (ng) de factores de crecimiento administrada cuando se aplica PRGF como tratamiento en diferentes
patologias humanas. El valor promedio de cada FC fue tomado de la tabla 1.

| TGF81 | VEGF | PDGEAB| WGF | IGR1 | bRGF | NGF |
384

Artrosis de rodilla 3 inf x 8ml 1440 4.8 14.4 2520 0.38 1.8
Tendinopatias 2 inf x 5ml 600 2.0 160 6 1050 0.16 0.75
Roturas musculares 2 inf x 8ml 960 3.2 256 9.6 1760 0.25 1.2
Neuropatia 3 inf x 7ml 1260 4.2 336 12.6 2205 0.33 1.57
Ulceras cutaneas 5 inf x 8ml 2400 8 640 24 4200 0.64 3

*El valor medio de cada uno de los factores de crecimiento (ng/ml) esta tomado de la tabla 1: TGF-81(60), VEGF(0.2), PDGF (16), IGF-1 (110), HGF(0.6),
FGF(0.016), NGF(0.075).
** Las unidades de FC estan en ng/ml.
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4.2 Factores de crecimiento que interactiian con la fi-
brina, las células y la matriz extracelular.
Al agregar CaCl,, el proceso de activacién de la frac-
cién de plasma superior (F1) o inferior (F2) (Figura 4)
nos permite obtener el producto terapéutico conocido
como matriz de fibrina derivada de plaquetas y plas-
ma autélogo (PRGF) en sus dos formulaciones, liqui-
da (matriz polimerizable iz siu), 0 membrana (matriz
formada in vitro y aplicada posteriormente). Durante
la produccién de PRGE, la compleja estructura de la
matriz de fibrina conecta varias proteinas adhesivas
tales como la fibronectina (Fn), vitronectina (Vn) y
trombospondina (TSP-1), y esta reaccién de entrecru-
zamiento funcionaliza la fibrina durante la polimeriza-
cién del fibrinégeno exponiendo multiples moléculas
de sefalizacién celular y receptores. De hecho, ya sea
como una membrana o como una matriz extracelular

de heparin sulfato de la fibrina y de la membrana si-
novial, asi como a proteinas de la matriz extracelular
como fibrinégeno, coldgeno y vitronectina. Sin embar-
go, algunos factores de crecimiento y citoquinas libe-
rados por parte de las plaquetas y del plasma activado
eluden los dominios del proteoglicano heparén sulfato
y actian inmediatamente como ligandos para los re-
ceptores de membrana de células endoteliales y peri-
citos, fibroblastos, células residentes de tejido y células
madre mesenquimales, del tejido en el que se inyecta
el codgulo de fibrina tridimensional (figuras 2 y 3). De
esta forma, el PRGF puede actuar como una terapia de
nicho para las células madre mediante la estimulacién
de las actividades celulares inmediatamente después de
aplicar las matrices de fibrina liquida (Figura 3C). Esto
ha sido confirmado por varios estudios en fibroblastos
de tendén, piel y tejido gingival de origen humano que,

cultivados con sobrenadante o matrices de

fibrina, sintetizan importantes cantidades

sélo efecto unidireccional.

LOS EFECTOS TERAPEUTICOS del PrGF

surgen de una accion combinatoria, sinérgica y multidireccional
de sus componentes autélogos, incluidos, pero no limitados a
los factores de crecimiento y las citoquinas en lugar de por un

de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y HGF de forma paracrina, inde-
pendientemente de la baja o alta presencia
de TGF-pB1, PDGF y VEGE, pero con una
concentracion similar de HGF y de IGF-1
(Figuras 3D y 3E).

4.3 Fibrindlisis tisular y comportamiento

provisional, la nanomatriz de fibrina tridimensional
recién formada, atrapard primero microparticulas de
plaquetas y en un modo de no difusién, se unird a tra-
vés de dominios de proteoglicanos hepardn sulfato a
proteinas adhesivas, tales como el fibrinégeno, Fn, Vn
y TSP-1,y varios factores de crecimiento derivados del
plasma y las plaquetas antes de que estos FC se unan a
su receptor (Figuras 3B y 3C). Nuestro grupo de inves-
tigacién llevé a cabo una caracterizacién de una matriz
de fibrina mediante proteémica de alto rendimiento en
la que se catalogé el contenido molecular de PRGE,y
se observé una presencia significativa de proteinas de
adhesién e implicadas en la adhesién celular, migra-
cién y en la diferenciacion, incluyendo Fn, Vn, TSP-1
y una fuerte red de proteinas interconectadas vincula-
das a la via del factor nuclear-kB (NF-kB) asi como
la presencia del sistema proteico del complemento y
sistema de contacto. De acuerdo con esto, se ha ob-
servado que la infiltracién de plasma rico en plaquetas
(PRP) liquido en caballos y en pacientes con artrosis
de rodilla no modificaba la concentracién del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF-b), HGF, PDGF-AB
/ BB y TGF-P1 en el liquido sinovial, sugiriendo una
absorcién y unién in vive de FGF-b, HGF, PDGF-
AB /BB y TGF-P1 a los dominios de proteoglicanos
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bifdsico de las matrices de fibrina autiloga.

La biodegradacién del codgulo de fibrina
estd mediada por una proteasa de serina,
la plasmina, que se produce a través de la activacién
del plasminégeno. La preparacién autéloga rica en
factores de crecimiento (PRGF) desempeiia el papel
de matriz extracelular provisional, al imitar a la ma-
triz de fibrina y a la matriz extracelular de una forma
natural, ya que los HSPG interactian con los facto-
res de crecimiento durante la reparacion del tejido,
degradindose gradualmente a través de la activacién
de la fibrindlisis por la plasmina tisular y por las cé-
lulas inmunes que migrardn al codgulo, equiparando
la degradacién a la velocidad de reparacién del tejido.
Simultineamente, la fibrindlisis de la matriz autélo-
ga de fibrina dard lugar a la liberacién de factores de
crecimiento y citoquinas de forma gradual y sostenida,
actuando como un depésito de morfégenos, ademads
de atenuar los niveles supra fisiolégicos de los factores
de crecimiento liberados inicialmente por plaquetas
y otras células residentes en el tejido dafiado, como
los macréfagos que se encuentran en la lesion (Figura
3F). La cinética de degradacién de la fibrina es alta-
mente compleja y estd sujeta a multiples factores que
incluyen la tasa de metabolismo y la vascularizacién
del tejido, su profundidad, la presencia de células y la
concentracién de fibrinégeno utilizada para producir
el codgulo. Varios estudios iz vitro han descrito que la
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cinética de liberacién de factores de crecimiento de los
codgulos de fibrina puede durar entre unay dos sema-
nas, dependiendo de la presencia o ausencia de células,
asi como de la vascularizacién. Varios investigadores
observaron que la cinética de degradacién del cod-
gulo de fibrina se extendié aproximadamente cinco
dias cuando se inyect6 en el gastrocnemio de ratones,
mientras que cuando se implanté por via subcutinea,
la duracién fue de aproximadamente 16 dias. En otros
estudios en los que se implantaron matrices de fibrina
in vivo con factores de crecimiento en la médula espi-
naly en el nervio periférico de ratones, se observé que
la fibrina se mantuvo 2 y 6 semanas después de la in-
yeccién, respectivamente. Por lo tanto, liberando fac-
tores de crecimiento, tanto de forma inmediata como
de manera gradual y retardada, las matrices de fibrina
autdloga se consideran como sistemas de administra-
cién biomiméticos bifisicos de factores de crecimien-
to (Figuras 2 y 3). Las matrices aut6logas de fibrina
derivadas de la sangre (ABDPS-PRGF) modulan los
gradientes quimioticticos espaciotemporales de los
factores de crecimiento necesarios para inducir la su-
pervivencia, migracién, proliferacién, diferenciacién,
maduracién y la correcta orientacién de las células en
el tejido naciente. Se ha observado que la fibrina del
PRGF, protege a los factores de crecimiento de la pro-
tedlisis para que conserven su bioactividad hasta que
puedan liberarse por la degradacién de las cadenas de
heparan sulfato y la fibrinélisis (Figura 3F). Ademis,
el fragmento E, un producto de degradacién de la fi-
brina, estimula la angiogénesis uniéndose a la integri-
na o533 e induciendo la secrecién de VEGF lo que, a

su vez, promueve la cicatrizacién de heridas.

Esta matriz de fibrina biolégicamente funcionalizada es
anisotrépica, sirve como via para que la energia mecani-
ca transite del entorno a la célula y proporciona soporte
mecdnico y rigidez pléstica-eldstica, que tiene un drés-
tico impacto en los destinos de diversos tipos celulares,
tales como el musculo y las células madre mesenquima-
les. Con esto, los PRPs no s6lo cumplen el requisito de
reparar los tejidos vinculando los eventos moleculares
y celulares con sintomas clinicos como el dolor e in-
flamacién y eventos modificadores de la estructura ti-
sular (angiogénesis, crecimiento axonal y neurogénesis,
miogénesis, osteogénesis, reepitelizacion de la piel y la
cornea, 6 la sintesis de tejido similar al cartilago), sino
que también, esta matriz dindmica que se transforma de
liquido a gel, confiere al tejido recién formado una nueva
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propiedad emergente fundamental, como es la restitu-
cién de la funcién.

Las matrices de fibrina de proteinas derivadas de pla-
quetas y plasma (PRGF) son productos biolégicos
complejos, pero bien caracterizados que combinan
factores de crecimiento, células como las plaquetas y
biomateriales como la fibrina, y cuyo uso terapéutico
se encuentra en sus comienzos. Los efectos terapéu-
ticos del PRGF surgen de una accién combinatoria,
sinérgica y multidireccional de sus componentes au-
télogos, incluidos, pero no limitados a los factores
de crecimiento y las citoquinas, en lugar de por un
s6lo efecto unidireccional. Ademis del desafio de
caracterizar y estandarizar completamente los PRPs
de una manera farmacoldgica cldsica, la falta de una
guia unificada y especifica sobre cémo aplicarlos para
cada patologia, hace que su uso sea controvertido. Sin
embargo, las inconsistencias en su preparacién y apli-
cacién no deben obstaculizar su incorporacién en la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa. Exis-
te amplia evidencia que indica que tienen un enorme
potencial de reparacién y regeneracién que deberia
aprovecharse combindndolos con productos de inge-
nieria tisular. Ademids, podrian inspirar a la ingenieria
de tejidos para disefiar nuevos elementos terapéuticos
de ingenieria humana en el campo de la curacién y
regeneracién de tejidos.
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