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ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) treatment is a technique that gives good results in both soft
tissue repair and bone regeneration. The literature describes many applications
treating various soft tissue pathologies. However, for bone regeneration, its use has
been relegated to surgical procedures in which postoperative acceleration is sought.
Based on the scientific evidence that, biologically, PRP promotes healing, a decision
was made to consider its use in the resolution of fractures through its promotion of
bony callus formation.

A clinical case is described of a 58-year-old woman who presented with anterior
process calcaneal fracture. The computed tomography (CT) scan showed multiple
fracture lines in the anterior portion of the calcaneus without significant displacement
of the fragments. Treatment by local PRP injections was initiated, and symptomatic

improvement was observed.



After three sequential local injections of PRP, the patient improved symptomatically
and functionally. The CT scan following the treatment showed the fracture to have
been resolved.

Platelets' biological regenerating activity accelerates the formation of bony callus,
promoting cell regeneration and hence the resolution of the fracture. Clinical
relevance, level of evidence V.

The favourable evolution of the anterior process calcaneal fracture raises the

possibility of opening new lines of application of PRP injections for bone regeneration.

Keywords: Plasma, platelet, fracture, calcaneous, regeneration.

RESUMEN

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una técnica que ofrece buenos resultados tanto
en la reparacion de tejidos blandos como en la regeneracion 6sea. La literatura
describe multiples aplicaciones en distintas patologias de los tejidos blandos. Sin
embargo, en lo referente a la regeneracidén dsea su uso queda relegado a procesos
quirurgicos en los que se busca acelerar el postoperatorio. Basandonos en la evidencia
cientifica que afirma que biolégicamente una concentracion de plaguetas aumentadas
favorece la cicatrizacion, nos planteamos su uso en la resolucién de fracturas al
favorecer la formacion del callo dseo.

Se presenta un caso clinico de una mujer de 58 afnos de edad que acude a consulta
presentando fractura conminuta del calcaneo. La imagen de la tomografia
computarizada (TC) presenta multiples lineas de fractura en la porcion anterior del
calcaneo sin desplazamientos significativos de los fragmentos. Se inicia tratamiento
con infiltraciones locales de plasma rico en plaquetas, se observa mejoria
sintomatoldgica.

Tras tres infiltraciones locales secuenciales de plasma rico en plaquetas se observa
mejoria sintomatoldgica y funcional del paciente. La imagen del TC posterior al
tratamiento muestra la resolucién de la fractura.

La actividad bioldgica regeneradora de las plaquetas acelera la formacién del callo

dseo promoviendo la regeneracién celular y en consecuencia la resolucién de la



fractura.
Nivel de evidencia V. La evolucion favorable de la fractura conminuta de calcaneo
plantea la apertura de nuevas lineas de aplicacidn de las infiltraciones de plasma rico

en plaquetas para la regeneracion dsea.

Palabras clave: Plasma, plaquetas, fractura, calcaneo, regeneracion.

INTRODUCTION

In recent years, the use of autologous growth factors has come to be seen as an
effective alternative treatment in processes for cell regeneration'?. These growth
factors can be easily obtained from the patient's own peripheral circulating blood
platelets. The good results reported by scientific studies of this technique have led to
the continual expansion of its field of application to different medical disciplines. Its
use in the pursuit of cell regeneration has extended from its application in dentistry,
maxillofacial surgery, and dental implants®* to the regeneration of tendons®,
ligaments®’, and cartilage within the area of orthopadics>®12, and to its application in
ulcerous complications of diabetes!34,

Platelets arise from the cytoplasmic fragmentation of the bone marrow's
megakaryocytes. They enter the bloodstream as anuclear elements, and therefore
have a limited lifespan of 7-10 days. Platelet-rich plasma is a volume of plasma
extracted from the patient, for whom it is therefore neither toxic nor immunoreactive.
Its platelet concentration goes from 2/3 times to some fivefold greater (10° plt/uL)
than normal blood's (1.5-3.5 x 10° plt/uL)!, being more effective concentrations
between 2 to 3 times of normal concentration in blood, because some growing factors
are not effective at highest proportion?.

Platelet-rich plasma can be obtained from an extraction of the patient's own
peripheral blood®. Its properties are based on the production and release of many
growth and differentiation factors when the platelets are activated. Platelets begin to
actively secrete these proteins at ten minutes after coagulation. Their action is
complex, and each of the factors may have a different effect in different tissues®. The

interaction between the growth factors and the surface of the target cells activates the



induction of the proteins needed for the processes of regeneration. In this way, cell
proliferation, matrix formation, osteoid production, and/or collagen synthesis is
activated®,

The commonest technique used to obtain the patient's blood is peripheral extraction
from the antecubital region. The recommendation is to use an 18-gauge needle so as
to reduce irritation and trauma to the platelets, and thus leave them in an inactive
state®. The blood is collected in a tube with citrate-dextrose-acid-A (ACD-A)
anticoagulant, and transferred immediately to the centrifuge®. The standard protocol
established to prepare autologous blood PRP is based on two centrifugation steps. The
first step separates red blood cells from the plasma, which then contains a variable
concentration of platelets with or without white blood cells. Subsequently, the top
part of the tube (platelets and plasma) is drawn off and subjected to a second
centrifugation. In this, the platelets agglutinate, achieving the suspension with the
desired concentration of platelets in the appropriate volume of plasma®. To activate
the platelets for them to release growth factors, calcium chloride must be added to the
preparation (10%)2.

The area of the lesion has to be identified beforehand. The associated tissue damage
zone (susceptible to repair with the technique of PRP injections) must be clearly
localized by clinical examination and medically indicated diagnostic imaging studies®.
The application of PRP is by local injection of the preparation directly into the site of
the lesion. In most cases, there exists hypersensitivity and/or painful symptomatology
in the area. For this reason, sometimes the use of a pre-inoculation local anaesthetic is
recommended prior to the injection of PRP>711,

Some authors recommend the use of an ultrasound-guided injection technique,
especially in cases in which such visualization of the needle may avoid the PRP

preparation being deposited within a tendon®1%17,

CASE REPORT

A 58-year-old female patient, with no diabetes or other systemic diseases, presented

for pain in the left hindfoot. The patient suffered a severe inversion sprain 9 months



ago, witch was treated by his medical doctor with a bandage, analgesics and corticoids.
First x-rays dismissed the fracture.

Current clinical examination showed a moderate cedema and localized pain in the
sinus tarsi region (which the patient treated with analgesics) that prevented normal
ambulation. A CT scan of the left foot without intravenous contrast showed multiple
fracture lines in the anterior portion of the calcaneus (Figure 1). So, the patient was
diagnosed of anterior process calcaneal fracture, not diagnosed 9 months ago.
Autologous blood PRP treatment was initiated using a closed kit (Ortho Pras®, Proteal,
Barcelona, Spain). Into a syringe with 2ml of sodium citrate, 18 ml of blood was drawn
from the patient's antecubital region, obtaining a total of 20 ml of anti-coagulated
blood. This was immediately subjected to centrifugation (1800 rpm, 8 minutes, with
smooth progressive acceleration and deceleration to prevent haemolysis). The result
was about 4 ml of PRP (with no leucocytes), to which 0.20 ml of calcium chloride was
added to activate the platelets so that they would release the growth factors. These
parameters are stablished by the laboratory to optimally obtains the PRP. This was
then administered to the patient by local injection, distributing the preparation (3 ml)
over the anterior zone of the calcaneus and the tarsal sinus. After, this treatment the
process was repeated twice more, with one month separations. In total, the full
treatment consisted of three local infiltrations of autologous PRP and 48 hours of
relative rest after the injections.

After the first injection, 48 hours of relative rest was recommended. The patient
already referred to a notable improvement in the painful symptoms at rest and a
reduction of the cedema in the zone. One month after the second injection, the painful
symptoms had disappeared completely, and there was substantial increase in
ambulation without limitations. Ten days after the third injection, visible clinical signs
were compatible with normality, and the associated painful symptoms and incapacity
when walking had completely disappeared. A computed tomography (CT) scan without
intravenous contrast one month after the third injection showed complete resolution

of the fracture (Figure 2). Clinical evolution of the patient is summarized in Table I.

DISCUSSION



All studies using PRP in therapies involving bone agree in that it is a technique that
gives good results in bone regeneration2%10161813 However, most of the scientific
literature limits its use to combinations with different orthopeedic surgery techniques
in order to accelerate the bone regeneration process®®>6, Some authors recommend
the technique in cases of unsatisfactory bone fusion, and even combine it with other
osteosynthesis materials?®21. There have been recent references that deal with the
treatment of fractures in diabetic patients, justifying the use of PRP in an attempt to
speed up the process of the fracture's resolution'®. Nonetheless, there has as yet been
no scientific reference recommending the treatment of comminuted fractures with
PRP as the first treatment option. Due to the good results obtained in the clinical case
reported above, we believe that the use of PRP in cases of fractures with avulsion of
small bone fragments may be a good therapeutic option. One of the strengths of this
technique may be the rapid bone regeneration together with the patient's rapid
symptomatic improvement without the need for prolonged immobilization or surgery.
All this implies an increase in the patient's quality of life since, being able to walk, they
do not have to give up their everyday activities. Furthermore, the mobility during the
healing process helps prevent the problems of thrombosis and amyotrophy typical of
prolonged immobilization.

One must not forget that the use of this technique as a treatment of choice in
comminuted fractures must be backed up by scientific studies with larger samples. This
is therefore understood as a limitation of the proposed approach, with it instead
pointing to new lines of investigation. Nevertheless, given the successful resolution of
the comminuted calcaneal fracture with PRP in the present case, we recommend the
use of the technique in patients with similar characteristics because, even though the
result may vary over time, it is safe in that it poses no toxic or immunoreactive risks for

the patient.
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Figure 1. CT scan prior to treatment with PRP.
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Figure 2. CT scan subsequent to treatment with PRP.




Table I. Clinical evolution.

Year Patient’s condition Treatment
February 2015 Ankle Sprain. Medical visit, x-rays Bandage
don’t showed the fracture
November 2015 Visit to Podiatrist. Localized pain in the 1% PRP injection
sinus tarsi region. CT revealed the
anterior process calcaneal fracture
December 2015 Notable improvement in the painful 2" PRP injection
symptoms at rest and a reduction of
the cedema in the zone
January 2016 Pain dissapeared and improvement in 3™ PRP injection

February 2016

gait.
2" CT. Resolution of the fracture



VERSION EN ESPANOL

TRATAMIENTO DE UNA FRACTURA DEL PROCESO ANTERIOR DEL CALCANEO CON
PLASMA RICO EN PLAQUETAS: CASO CLINICO

RESUMEN

El plasma rico en plaguetas (PRP) es una técnica que ofrece buenos resultados tanto
en la reparacion de tejidos blandos como en la regeneracion ésea. La literatura
describe multiples aplicaciones en distintas patologias de los tejidos blandos. Sin
embargo, en lo referente a la regeneracién ésea su uso queda relegado a procesos
quirurgicos en los que se busca acelerar el postoperatorio. Basandonos en la evidencia
cientifica que afirma que bioldgicamente una concentracién de plaquetas aumentadas
favorece la cicatrizacidon, nos planteamos su uso en la resolucién de fracturas al
favorecer la formacién del callo dseo.

Se presenta un caso clinico de una mujer de 58 anos de edad que acude a consulta
presentando fractura conminuta del calcadneo. La imagen de la tomografia
computarizada (TC) presenta multiples lineas de fractura en la porciéon anterior del
calcaneo sin desplazamientos significativos de los fragmentos. Se inicia tratamiento
con infiltraciones locales de plasma rico en plaguetas, se observa mejoria
sintomatoldgica.

Tras tres infiltraciones locales secuenciales de plasma rico en plaquetas se observa
mejoria sintomatoldgica y funcional del paciente. La imagen del TC posterior al
tratamiento muestra la resolucién de la fractura.

La actividad bioldgica regeneradora de las plaquetas acelera la formacién del callo
0seo promoviendo la regeneracién celular y en consecuencia la resolucion de la
fractura.

Nivel de evidencia V. La evolucion favorable de la fractura conminuta de calcaneo
plantea la apertura de nuevas lineas de aplicacidn de las infiltraciones de plasma rico

en plaquetas para la regeneracion dsea.

Palabras clave: Plasma, plaquetas, fractura, calcdneo, regeneracion.



INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha considerado como alternativa eficaz de tratamiento el uso de
factores de crecimiento autdlogos en procesos para la regeneracion celular'?. Estos
factores de crecimiento se pueden obtener facilmente de plaguetas de sangre
circulante periférica del propio paciente. Los buenos resultados que ofrecen los
estudios cientificos realizados sobre esta técnica hacen que cada vez mas se amplie el
campo de aplicacion a distintas disciplinas médicas. Su uso en busca de la regeneracion
celular se extiende desde su aplicacion en odontologia, cirugias maxilofaciales e
implantes dentales®*, en la regeneracién de tendones®, ligamentos®’ y cartilago
dentro del drea de la ortopedia®>®'?, hasta su aplicacion en las complicaciones
ulcerosas de la diabetes'34,

Las plaquetas surgen de la fragmentacidon citoplasmatica del megacariocito en la
médula 6sea. Entran en la circulacidon sanguinea como elementos anucleares y, por lo
tanto, tienen una vida limitada de 7-10 dias. El plasma rico en plaquetas (PRP) es un
volumen de plasma extraido del propio paciente, por tanto no es téxico ni
inmunorreactivo para el mismo. Este concentra un nimero de plaquetas de entre 2-3
hasta 5 veces mayor (1.000.000 plaguetas/ul en 5 ml) que los valores normales de
sangre (150.000-350.000 plaquetas/ul)!, siendo mas efectivas concentraciones de
entre 2 a 3 veces a concentracidon normal en sangre, ya que hay diversos factores de
crecimiento que, a concentraciones mayores, no actuan igual en diversos tejidos2.

El plasma rico en plaquetas (PRP) se puede obtener a partir de una extraccidon de
sangre periférica del propio paciente®. Las propiedades del mismo se basan en la
produccién y liberacién de multiples factores de crecimiento y diferenciacidn celular
cuando se activan las plaquetas. Las plaquetas comienzan a ser activamente secretoras
de estas proteinas a los diez minutos de la coagulacién. La accién de estos es compleja
y cada uno de los factores puede tener un efecto distinto en un tejido particular®. La
interaccion entre los factores de crecimiento y la superficie de las células diana activa
la induccion de proteinas necesaria para los procesos regenerativos. De esta manera se
activa la proliferacién celular, la formacion de matriz, la produccion osteoide y/o la

sintesis de colageno*.



La técnica mas comun para obtener la sangre del paciente es la extraccion periférica
de la region antecubital. Se recomienda utilizar una aguja de calibre 18 en un esfuerzo
por reducir la irritacion y el trauma a la plaqueta y de esa forma que permanezca en
estado inactivo®. La sangre recogida en un tubo con anticoagulante (acid-citrate-
dextrose-A or ACD-A) es transferida inmediatamente a la centrifugadora®. El protocolo
estandar establecido para preparar PRP de sangre autdloga se basa en dos pasos de
centrifugaciéon. El primer paso separa los glébulos rojos del plasma, que contiene
diversa concentracién de plaguetas con o sin globulos blancos. Posteriormente se
recoge la parte superior del tubo (plaquetas y plasma) y se somete a un segundo
proceso de centrifugacion donde se aglutinan las plaquetas, logrando asi la suspensién
de la concentracién de plaquetas deseada en el volumen de plasma apropiado?®. Para
activar las plaquetas y que estas liberen los factores de crecimiento es necesario afiadir
al preparado, cloruro de calcio (10 %)8.

El area de la lesién debe ser identificada previamente. La zona del dafio tisular
asociado (susceptible de reparacion con la técnica de la infiltracion de PRP) debe estar
claramente localizada mediante la exploracion clinica y los estudios de diagndstico por
imagen médicamente indicados®. La aplicacién del PRP se realiza mediante una
infiltracién local que deposita el preparado directamente en el lugar de la lesion. La
mayoria de los casos existe hipersensibilidad en la zona y/o sintomatologia dolorosa.
Por esta razén, en algunas ocasiones se recomienda el uso de un anestésico local
previo a la inoculacién del PRP>7211,

Algunos autores recomiendan el uso de la técnica de infiltracion ecoguiada
(ultrasound-guided injection), sobre todo en aquellos casos donde la visualizacion de la

aguja pueda evitar el depdsito del preparado de PRP en interior de un tendén®1%17,

CASO CLiNICO

Se presenta un caso clinico de una paciente de sexo femenino y 58 anos de edad, que
no presenta diabetes u otras patologias asociadas. La paciente sufrié un esguince por
inversion severo, que fue tratado por su médico con vendaje, analgésicos y corticoides.
La primera radiografia realizada no reveld fractura en la zona. La exploracion clinica

actual muestra un edema moderado en la regién anatémica del seno del tarso, asi



como dolor local (que el paciente trata con analgésicos), y que imposibilita la
deambulacién normal. Se realiza tomografia computarizada (TC) sin contraste
intravenoso del pie izquierdo que muestra multiples lineas de fractura en la porcién
anterior del calcaneo (Figura 1). Asi, la paciente es diagnosticada de fractura del
proceso anterior del calcdneo, que fue obviada 9 meses antes.

Se plantea tratamiento con PRP de sangre autdloga, mediante kit cerrado (Orthopras®,
Proteal, Barcelona, Spain). En jeringa con 2 ml de citrato sddico, se extraen 18 mililitros
(ml) de sangre de sangre de la regién antecubital del paciente, obteniendo un total de
20 ml de sangre anticoagulada. Esta se somete inmediatamente a proceso de
centrifugacién (1800 rpm, 8 minutos, con proceso de aceleracién y frenado suave
progresivo, que impide la hemdlisis). Se obtienen alrededor de 4 ml de PRP (sin
fraccion leucocitaria) al que se afade 0,20 ml de cloruro célcico para activar las
plaquetas y que estas liberen los factores de crecimiento. Estos parametros son los
establecidos por el laboratorio para una éptima obtencién del PRP.

Se inyecta al paciente mediante infiltracion local repartiendo el preparado (3 ml) en la
zona anterior del calcaneo y seno del tarso.

Se repite el proceso en dos ocasiones mas, separando cada infiltracion un mes. En
total, el tratamiento completo se compuso de tres infiltraciones locales de PRP
autologo y 48 horas de reposo relativo posterior a las inyecciones.

Tras la primera infiltracion, se recomienda un reposo relativo de 48 horas en las cuales
el paciente ya refiere una mejoria notable de la sintomatologia dolorosa en reposo y
una disminucién del edema en la zona. Al mes y tras la segunda inyeccién, desaparece
por completo la sintomatologia dolorosa y existe un aumento sustancial de la
deambulacidén sin limitaciones. Tras la tercera infiltracion diez dias mas tarde los signos
clinicos visibles son compatibles con la normalidad y ha desaparecido por completo la
sintomatologia dolorosa asociada y la incapacidad durante la marcha.

Tras la realizacion de TC sin contraste intravenoso al mes de haber iniciado el
tratamiento, la imagen que se observa es de completa resolucion de la fractura (Figura

2). La evolucion clinica de la paciente se resume en la Tabla I.

DISCUSION



La totalidad de estudios que utilizan el PRP en terapias que implican hueso coinciden
en que es una técnica que ofrece buenos resultados en la regeneracion del
hueso2810161819 " Sin embargo la mayoria de la literatura cientifica limita su uso
combinado con distintas técnicas de cirugia ortopédica con el fin de acelerar el proceso
de regeneracion 6sea®®'>' Algunos autores recomiendan la técnica en casos de no
union odsea satisfactoria, incluso combinandola con otros tipos de materiales de
osteosintesis?®?!, Existen referencias recientes que plasman su experiencia en el
tratamiento de fracturas en pacientes diabéticos, justificando su uso en un intento de
acelerar el proceso de resolucién de fractura'®. Sin embargo, no existe hasta la fecha
ninguna referencia cientifica que recomiende el tratamiento de fracturas conminutas
con PRP como primera opcién de tratamiento. Debido a los buenos resultados
obtenidos en el caso clinico plasmado anteriormente, consideramos que la utilizacion
de PRP en casos de fracturas con desprendimiento de pequefios fragmentos dseos
puede ser una buena opcién terapéutica. La rdpida regeneracion ésea, unida la rdpida
mejora sintomatoldgica del paciente, sin necesidad de inmovilizaciéon prolongada ni
cirugia, pueden considerarse una de las fortalezas de la utilizacién de esta técnica.
Todo esto supone un incremento en la calidad de vida del paciente, ya que no debe
renunciar a su actividad cotidiana al poder deambular. Ademas, la movilidad durante el
proceso de curacién ayuda a prevenir problemas de trombosis y amioatrofias
caracteristicas de inmovilizaciones prolongadas.

No debemos olvidar que el uso de esta técnica como tratamiento de eleccion en
fracturas conminutas debe estar respaldada por estudios cientificos con un nimero
mayor de muestra. Se entiende, por tanto, esta cuestiéon como limitaciéon del
planteamiento propuesto, proponiendo nuevas lineas de investigacion al respecto. No
obstante, y teniendo en cuenta que la resolucidn de la fractura conminuta de calcaneo
con PRP fue un éxito en nuestro caso, recomendamos el uso de la técnica en pacientes
de similares caracteristicas ya que, aunque varie el resultado, en el tiempo es una

técnica segura al no suponer riesgos toxicos ni inmunorreactivos al paciente.
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Figura 1. Imagen de TC previa al tratamiento con plasma rico en plaquetas (PRP).
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Figura 2. Imagen de TC posterior al tratamiento con plasma rico en plaquetas (PRP).




Tabla I. Evolucion clinica.

Afo

Condicion del paciente

Tratamiento

Febrero de 2015

Noviembre de 2015

Diciembre de 2015

Enero de 2016

Febrero de 2016

Esguince de tobillo. Visita médica,
donde los rayos X no visualizaron la
fractura

Visita al podélogo. Dolor localizado en
el seno del tarso. La TC revela la
fractura multiple del proceso anterior
del calcaneo

Notable mejoria en la sintomatologia
dolorosa en reposo y reduccion del
edema en la zona

Desaparicion del dolor y mejora en la
marcha

2.2 TC que revela la resolucién de la
fractura

Vendaje

1.2 Infiltracion de PRP

2.2 Infiltracion de PRP

3.2 Infiltracion de PRP



