Informacién Importante

La Universidad Santo Tomas, informa que el(los) autor(es) ha(n) autorizado a usuarios
internos y externos de la institucion a consultar el contenido de este documento a través del
Catélogo en linea del CRAI-Biblioteca y el Repositorio Institucional en la pagina Web de la
CRAI-Biblioteca, asi como en las redes de informacion del pais y del exterior con las cuales
tenga convenio la Universidad.

Se permite la consulta a los usuarios interesados en el contenido de este documento, para
todos los usos que tengan finalidad académica, nunca para usos comerciales, siempre y cuando
mediante la correspondiente cita bibliografica se le dé crédito al trabajo de grado y a su autor.

De conformidad con lo establecido en el Articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el articulo 11 de
la Decision Andina 351 de 1993, la Universidad Santo Tomads informa que “los derechos morales
sobre documento son propiedad de los autores, los cuales son irrenunciables, imprescriptibles,
inembargables e inalienables.”

Centro de Recursos para el Aprendizaje y la Investigacion, CRAI-Biblioteca
Universidad Santo Tomas, Bucaramanga



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP

Estandarizacion de una Técnica de Obtencidn de Plasma
Rico en Plaquetas (PRP) en las Clinicas Odontoldgicas
de la Universidad Santo Toméas De Bucaramanga

Olga Elena Fajardo Eraso
Rene Rodriguez Hernandez

Trabajo presentado como requisito para optar el titulo de Especialista en Periodoncia

Director:
Luz Elena Archila Antolinez
Especialista en Periodoncia

Codirectora:
Laura Viviana Herrera
Microbio6loga

Universidad Santo Tomas, Bucaramanga
Division de Ciencias de Salud
Facultad de Odontologia
Especializacion en Periodoncia
2018



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP 2

Tabla de contenido

1. Yoo L1 Tod o] To ] o ISP 8
1.1 Planteamiento del Problema...... ..o 8
1.2 JUSTIFICACION. ....eveee sttt bbbttt ettt bbbt nbenre s 10
IR TR O o] =1 1Yo 1SS 10
1.3.1. ODJELIVO GENEIAL. ......eeiieieee et ns 10
1.3.2. ODJetiVOS BSPECITICOS. ..viivieiiiiiiiieeie ittt et enbe e e sraenrs 11
2. 1Y F= T olo I (<o (oo TSRS 11
N 0] (<ol To [T (= SRS 11
2.2, ELNUBSO ...t bbbttt b r s 12
2.2.1. CaracteristiCas gENEIAIES. .........cciviiieiiecie ettt e e e 12
2.2.2. TIPOS U8 NUEBSO......eeiiteeie ettt ettt te et e st e et e s s e s te e e e s raesteentesneenrs 14
2.3. Reparacion y regeneracion tiSUIAN ............ccoeiiiiiiine s 14
2.3.1. Definicion de plasma rico en PIAQUELAS. ..........cooeeriirieieiieieese s 15
2.3.2. Fundamentos bioldgiCoS el PRP..........ccccoiiiiiiieeeese s 17
2.3.3. Aplicacion del Plasma Rico en Plaquetas sobre los tejidos mesenquimales. ................ 17
2.4. Técnicas de obtencion de plasma rico en plaquetas..........ccecveveieeriiieve e 21
2.4.1 Obtencion de plasma rico en plaquetas por técnica abierta (23)........cccooveveieeceeiesnenne. 22
3. Materiales Y MELOUOS.......ccviieieieieriee ettt ereans 23
R J0 I I oo I (=T (F o | o PSS 23
3.2, PODIACION ...t e e re s 23
2.1 IMIUBSEIAL ...ttt b et b et e e bt e et e et e e et e e b e e et e e nbe e nre e 24
3.3, Criterios e SEIECCION .....ccuiiviiiieiieiieieie ettt ettt ereens 24
3.3.1. Criterios de INCIUSION. ........coiiieiiieieie et ere s 24
3.3.2 Evaluacion de 1a evoluCion CHNICA. .........cccoeivieiieee e 24
3.3.3. Criterios d8 EXCIUSION. ........cciiieicieiese ettt ereens 25
BBV g T o] [ ST PR 25
3.4.1 Variables SOCIOdemMOgrafiCas. ........ooeieiriiiise et 25
R Y VAT o] (o1 O 1 g o= TSSOSO 25
3.4.3 Variables relacionadas con la eficiencia de obtencion de PRP. ..........ccccvceveiieicininnnne. 25
TR (01000 111 0111 (o USSR RPN 25
3.5.1. Evaluacion clinica (inflamacion e infecCion)..........ccccccovieiiiiiie i 25
3.5.2. Procedimiento para la OBtENCION. .........c.coveiiiiiciece e 25
3.5.3. Recoleccion y procesamiento de datos. .........cocvvveirierierenienenie s 27
3.6. CONSIAEIACIONES BLICAS ....veevveveerireriesieeieeiesiee e ereestee e sreesaeeseesreesteeseesreestaeneesreesseeneesneenes 27
3.6.1 Consentimiento iINTOrMAU0. .........ceiieriie et eas 28
3.7. Plan de analisis €StatiStICO .......evveierieieiie e et es 28

3.7.1 Plan de analiSisS UNIVariad. ........oeee oottt 28



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP 3

4. RESUITATOS. ...t bbbttt b et 30
4.1 Evaluacion y seleccion del protocolo de centrifugacion para la técnica sistema abierto... 30
4.2 Protocolo 1: propuesto por Anitua y Andia (2000)........cccceieeieiiieiieiicie e 32
4.3.1 ODBLENCION UEI PRP. .....ovieee ettt ne s e 33
4.3.2 AplICACION el PRP. ... 35
4.4 Evaluacion de 1a eVoluCiON CHNICA........c.eieieieieie s 36
4.5 Establecimiento del costo para la obtencion y aplicacion de PRP mediante el uso de la
técnica abierta acorde con el ProtoCoI0 L........ccoveiieiiiiiiic e 38
5. DT o1 ] o] o USSP 38
6. CONCIUSIONES ...ttt ettt bbbttt r et et st sbe s benbenne e 41
7. RECOMENUACIONES.......eiiieieieie ettt ettt et sreeraeereenreenne s 42
8. =] (] (=] o] =TSRSS USRS 43
9. A 0 1=] g o [ o0 SO S PSTUS 49
Apéndice A. Disefio de consentimientos informados. ...........ccccccevieiiiicne i 49
Apéndice B. Ficha clinica €n BIANCO. ..........cccooiiiiiiii i 55
APENAICE C. CrONOGIAMAL .. vttt sttt sttt e s sbe e et sbese e e ebesbe e e s e abesbe e eseabe e 59

ADPENAICE D.PTESUPUESLO ......oveiviieiieiieie ittt sttt sttt b e sbe e 60



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP

Lista de tablas
Tabla 1. Tamafio de muestra de diversos estudios CONSUltados. ..........ccccevererererenennnns 24
Tabla 2. Protocolos reportados en la literatura para obtencion de PRP. ..........cccccceevenee 27
Tabla 3.0Operacionalizacion de variables: Edad Y SEX0........cccvvviveierierieneieinsiesiesnanens 28
Tabla 4. Resultados implementacion de 10S protoColos. .........cccocerereiieiiiesieneeesee 30
Tabla 5. Volumen obtenido de PRP por protocolo. ...........cccoiiiiiiiiiiiieec e 31
Tabla 6. Comparacion volumen vs concentracion obtenida de PRP por protocolo.......... 32
Tabla 7. Resultado de la obtencion del PRP. ..o 33
Tabla 8. PRP obtenido por cada PaCIENTE. .......cc.ecveieerieiieieese et ie e se e 34
Tabla 9. Resultados control de inflamacion e infeccion a 8, 15y 30 dias. ..........cccevenee. 36

Tabla 10. Costo para la obtencion del PRP............cccooiiieiiciecccece e 38



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP

Lista de Figuras

Figura 1. SeparaCion CEIUIAr. ..........ccoiiiiiic e 26
FIQUIa 2. VENOPUNCION. ....c.vecviiiiieieee sttt te e staente et esnaenneaneenneenns 33
Figura 3. Pipeteado de la fraccidn correspondiente al plasma rico en plaquetas. ............ 34
Figura 4. ActivaCion del PRP..........cccoiiiiiieee e 35
Figura 5.AplIcacion del PRP. ... 36
FIQUIA 6. SULUIA. ..ot 36

Figura 7.Registro fotogréfico de la evolucion de inflamacion e infeccion en los contro-
1€S @8, 15 Y 30 AI8S. ..uveiveeiiciiiieie et ns 38



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP

Lista de Apéndices
Apéndice A. Disefio de consentimientos informados. ..........cccccccvviveieeie e v 49
Apéndice B. Ficha clinica en BIanCo. .........ccccooviiiiieii i 55
APENICE C. CrONOQIAMA. ....eevierreiriesteeieeiesiaeteeseestaestesseesseessesseesreesseaeesseesseessesseesseeseens 59

ADPENAICE D.PrESUPUESLO ......cueiiitiieiisiiite ettt et 60



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP

Resumen

Introduccion la regeneracion es un procedimiento, que se utiliza en tratamuentos donde se ha
perdido o dafiado tejidos de soporte en el periodonto; desde el afio 1980 muchos autores han
publicado evidencias sobre regeneracion Con el uso adecuado de membranas reabsorbibles v no
reabsorbibles 1as cuales actuan como barrera para el crecimiento de tejido epitelial en 12 zona del
defecto 0seo. Objetivo Evaluar el efecto de 1a regeneracion tisular guiada mediante el uso de
membranas de colageno v politetrafluoroetileno en el manejo de defectos oseos secundarios a
enfermedad periodontal Meétodos Se realizaron busquedas en Base de datos Scopus. Embase,
Pubmed v Science direct. Fueron seleccionados ensayos clinicos. Se incluyeron estudios en base
a los afios 2008 al 2018. Inicialmente se revisaron titulo v resumen de todos los estudios
resultantes de 1a bisqueda v posteriormente en texto completo. Resultados Cardalopoli reporta
la media de ganancia 0sea en defectos verticales adyacentes a implantes con el uso de membrana
de colageno fue de 40 a 90%. Jung en 2009 comparo una membrana reabsorbible sintética PEG
versus membrana de colageno estandar donde evidencio que la membrana de colageno estandar
tuvo mavor ganancia 0sea con un 96.4% vs PEG sintética 94.9%. Arbab, 2016, en su estudio
comparo la tasa de reabsorcion Osea en la utilizacion de la membrana de colageno versus
membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) vy un estudio histomorfometrico donde se observo
cambios a nivel honzontal v vertical. Conclusiones En cuanto al desenlace pnimano, ganancia
oOsea, las membranas reabsorbibles de tipo colageno en comparacion con las no reabsorbibles
(PTFE) no mostraron cambios significativos. Sin embargo, al revisar los desenlaces secundarios
podemos ver que las primeras tienen varias ventajas y sobresale que no requieren de una segunda
intervencion quirirgica para hacer el retiro de la membrana v presentan una mejor tasa de
cicatrizacion de los tejidos blandos.

Palabras clave: membrana. reabsorbible, colageno, tetrafluoretileno. defectos Oseos,
enfermedad periodontal
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1. Introduccién

El proceso de reparacion de los tejidos es una compleja cascada de eventos bioldgicos
controlados mediante diversas citoquinas y factores de crecimiento que proveen las sefiales
necesarias en el sitio de injuria. Justo después de que se produce una lesion en el tejido, se
activan varias vias de sefalizacion intercelulares e intracelulares buscando restablecer la
integridad del tejido y la homeostasis (1,2). Adicionalmente se activan componentes celulares y
humorales, vias de la inflamacion y la cascada de la coagulacion. A partir de ello un amplio
rango de células del tejido adyacente muestra marcados cambios en la expresion genética y
fenotipo, provocando la proliferacion, diferenciacion y migracion celular que inducen el
desarrollo de nueva microvasculatura y microcirculacion, critica para el restablecimiento de la
homeostasis y finalmente la correcta reparacién y regeneracion tisular (3,4).

Los diversos procesos patoldgicos de la cavidad oral pueden producir perdida de tejido 6seo
con consecuentes problemas estéticos y funcionales para el paciente. Dada la importancia del
proceso de cicatrizacion y reparacion celular en el campo de la cirugia oral se han estudiado y
desarrollado métodos que promueven el proceso de cicatrizacion. EI Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) ha sido descrito como una herramienta terapéutica que ofrece ventajas para la
cicatrizacion de tejidos blandos y regeneracion 6sea (5,6). EI PRP se obtiene a partir de la
centrifugacion de la sangre anticoagulada y contiene una abundante cantidad de plaquetas que
proveen una fuente de actividad mitdgena y diversos factores de crecimiento y otras proteinas
que estimulan la cicatrizacion. La estandarizacion de las técnicas para la obtencién de PRP
aporta significativamente a la eficacia en el uso clinico de esta herramienta que mejora la
recuperacion funcional y la estética de los pacientes. Los resultados muestran que la
centrifugacion a 1800 rpm por 8 minutos es el mejor protocolo en las condiciones de este estudio
para lograr la mayor concentracion de PRP (7-9).

Por todo lo anterior, el objetivo de la presente propuesta es estandarizar la técnica de
obtencion de PRP segln las caracteristicas e infraestructura de los laboratorios de la Universidad
Santo Toméas Bucaramanga, sede Floridablanca con el fin de proveer informacion que permita
generar una oportunidad de venta de servicios y el manejo integral a los usuarios de nuestras
clinicas odontoldgicas.

1.1 Planteamiento del problema

Segun el Estudio Nacional de Salud bucal, desarrollado por el Instituto Nacional de Salud
entre los afios 2013 y 2014, se reporta que las enfermedades periodontales se encuentran dentro
de las principales afecciones de la cavidad oral de los colombianos (1), de igual forma estas
patologias bucales se consideran de gran prevalencia dentro del ejercicio clinico diario de los
odontélogos en el ambito mundial (2). Se conoce que la distribucion y severidad de la
enfermedad periodontal depende de factores socioculturales y ambientales, y que el diagnostico
y tratamiento oportuno influyen directamente en la evolucién de la patologia hasta sus estadios
severos, en donde la pérdida de estructuras dentales afecta entre el 5 y el 15% de la poblacion
general (3).
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La enfermedad periodontal, considerada un proceso de tipo infeccioso-inflamatorio de la
cavidad oral (encia), que puede llevar a la perdida completa de los tejidos de soporte del diente,
requiere un adecuado diagnostico y tratamiento de acuerdo al grado de afectacion del tejido (4).
Su presentacion clinica esta directamente relacionada con la produccion de factores de virulencia
por parte de las bacterias que colonizan la cavidad oral, entrando en contacto con las células del
epitelio del surco y especialmente con las células del epitelio de union, a partir de alli se produce
la respuesta inflamatoria mediada por defensinas y citoquinas proinflamatorias, este proceso
puede generar desde una leve inflamacion gingival, hasta la pérdida del hueso de la cresta
alveolar (5,6), siendo este ultimo, un desenlace de gran importancia clinica, y que requiere
intervenciones terapéuticas desde diferentes enfoques en busca de la regeneracion del tejido 6seo
perdido.

La literatura reporta diferentes indicaciones y técnicas alternativas, asi como diferentes
agentes bioldgicamente activos y biomateriales, que pueden ser utilizados para aumentar el
crecimiento del tejido 6seo cuando este ha perdido su integridad dentro de la cavidad bucal. Cada
uno de estos tipos de materiales puede ser usado en combinacion con una gran variedad de
técnicas quirdrgicas, lo que permite una gran posibilidad de opciones terapéuticas con estas
combinaciones, sin embargo, ain no se encuentra establecido un consenso frente a la mejor
alternativa, en especial si se considera que la investigacion y el desarrollo biotecnoldgico
permiten la introduccion casi de forma continua de nuevos agentes bioactivos, de hecho han sido
probados injertos de hueso del mismo paciente, sustitutos éseos de tanto de origen animal (ej.
hueso bovino o porcino mineralizado) asi como sintéticos (ej. hidroxiapatita, sulfato calcico) (7),
se reportan diversos resultados de acuerdo a su modo de aplicacion y combinacion con técnicas
quirdrgicas diversas.

Por otra parte, recientemente se ha venido implementando otra alternativa terapéutica que
parece mostrar buenos resultados en el proceso de cicatrizacion de tejidos blandos y la
regeneracion del hueso, se conoce como Plasma Rico en Plaquetas (PRP). La accion que ejerce
este, se da gracias a que estas células de la sangre son la fuente primordial de actividad mitégena
en el plasma sanguineo y aportan una cantidad importante de factores de crecimiento y otras
proteinas (8-10). ElI PRP ha sido utilizado ampliamente como coadyuvante en la terapia de
reconstruccion ésea desde 1998 cuando fue propuesto por primera vez por el Dr. Robert E. Marx
(11), puede definirse como el volumen de plasma aut6logo que contiene una concentracion de
plaquetas superior al nivel basal (150.000-350.000/uL), correspondiendo a una porcion del
plasma que después de centrifugado contiene hasta 5 veces mas plaquetas que en su
concentracion normal. En los ultimos afios, el PRP ha sido una herramienta implementada en
muchos procedimientos debido a sus propiedades, y por ser una opcidn terapéutica que aporta
grandes beneficios en la evolucion de procesos patoldgicos que no han respondido de buena
manera a los tratamientos convencionales (8, 12,13).

La obtencion del plasma rico en plaquetas utiliza como fundamento un proceso basado en el
principio de la separacion celular por centrifugacion diferencial (8) este procedimiento puede
Ilevarse a cabo a partir de kits comerciales desechables “técnica cerrada” o manualmente técnica
conocida como “técnica abierta”. Las concentraciones de plaquetas, leucocitos, eritrocitos y
factores de crecimiento obtenidos pueden ser variables dependientes de la técnica de
procesamiento que sea utilizada (10, 12,14).
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Los numerosos trabajos de investigacion utilizando PRP que han sido publicados, muestran
resultados controversiales del tratamiento con PRP para la regeneracion 0sea y procesos de
reparacion de la cavidad oral, bien sea que el PRP haya sido “utilizado solo o mezclado con
material de injerto autélogo o heter6logo”(13), a pesar de ello, algunos estudios mas optimistas
han mostrado una buena eficiencia del PRP en el proceso de regeneracion 6sea de alveolos post
extraccion (15,16). No se tiene claro cuando se empez6 a usar la técnica del Plasma Rico en
Plaquetas en Colombia., sin embargo, pueden encontrarse algunos registros en la literatura en
forma de revision de literatura (17-19) asi como algunas investigaciones (20-22), lo que hace
suponer su uso, de igual forma es posible encontrar una variada oferta de kits comerciales para la
extraccion del PRP que se encuentran disponibles en el pais, ademas se tiene conocimiento de
que el tiempo, la velocidad de centrifugacion, la Re centrifugacion, asi como las caracteristicas
propias de la centrifuga pueden ejercer efecto sobre la cantidad de PRP obtenido (8,15,22).

Este proyecto de investigacion busca responder a la siguiente pregunta: ¢Cual es el protocolo
adecuado, que permita obtener la mayor concentracion de plaquetas en PRP y bajo las
condiciones de las clinicas odontoldgicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga?

1.2 Justificacién

El uso del PRP en el proceso de regeneracion de hueso, asi como los estudios en esta area,
busca obtener la formacion de tejido 6seo de mayor calidad y cantidad (23). Los conocimientos
sobre la fisiologia de la reparacion del hueso asi como las técnicas estandarizadas para la
obtencion del PRP aportan de manera significativa a la eficacia de la utilizacion clinica de esté,
permitiendo que los pacientes a los cuales se les incorporan estos procedimientos en su
intervencion clinica obtengan un mayor beneficio durante su recuperacion (15,16), sin embargo
los costos elevados de estos materiales y la complejidad de las técnicas limitan el uso frecuente,
de igual forma, estandarizar la obtencion del PRP de acuerdo a las caracteristicas propias del
equipamiento de cada laboratorio y las condiciones en termino de volumen de sangre, tiempo y
velocidad de centrifugacion juegan un papel fundamental en la posibilidad de utilizar esta
herramienta en la préactica clinica.

Por otra parte, la posibilidad de ofrecer o incorporar el PRP dentro de las clinicas
odontoldgicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga, permite mejorar las capacidades
profesionales de los estudiantes, al incluir en su formacién el uso de técnicas novedosas que
mejoran la calidad de los servicios que prestardn a sus pacientes, y de igual forma, traera
beneficios a los pacientes en los cuales sea aplicada esta técnica, por cuanto los beneficios
propios de PRP que pueden mejorar el pronoéstico, la evolucion y la recuperacion de algunas
lesiones de su cavidad oral, todo esto, finalmente beneficiard al programa académico de
odontologia, mejorando su reconocimiento tanto por pacientes como por comunidad académica
por estar a la vanguardia en la investigacion y utilizacion de técnicas novedosas.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general.

Estandarizar una técnica de obtencién de plasma rico en plaquetas (PRP) para los servicios de
las clinicas odontolégicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga.



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE OBTENCION DE PRP 11

1.3.2. Objetivos especificos.

Establecer un protocolo para la obtencion de plasma rico en plaquetas en las clinicas
odontologicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga, sede Floridablanca.

Implementar el protocolo de obtencidn y aplicacién del PRP en cuatro usuarios de las clinicas
odontoldgicas de la USTA.

Evaluar la evolucion clinica de la aplicacion de terapia con PRP en cuatro usuarios de las
clinicas odontoldgicas de la USTA bajo el protocolo propuesto.

Establecer el costo de obtencion y aplicacion de PRP mediante el uso de la técnica abierta
acorde con el protocolo propuesto en el presente trabajo.

2. Marco tebrico

2.1. Antecedentes

Disminuir la injuria causada por las intervenciones quirdrgicas es una de las prioridades de la
medicina actual, de modo que en la Ultima década los cientificos han prestado atencion al
desarrollo de nuevas técnicas a partir de areas de investigacion interdisciplinarias en las que se
enlazan los conocimientos de ingenieros, fisicos, bidlogos, veterinarios y profesionales de las
demas areas de la salud con el fin de impulsar el progreso de la medicina regenerativa y la
ingenieria de tejidos (24).

En los afios 80 la regeneracion del hueso se enfocaba principalmente en la oxigenacion del
tejido (25) y la capacidad bactericida y fagocitica de las células del sistema inmune, también de
los soportes de colageno y otros eventos asociados a la sintesis proteica. Este contintia siendo un
area de estudio fundamental en el campo quirtrgico. Sin embargo, con el paso de los afios y el
conocimiento cada vez mayor de las bondades de los factores de crecimiento y el plasma rico en
plaquetas, el horizonte ha cambiado, volcando la investigacién hacia el entendimiento de la
utilidad en la regeneracion del tejido 6seo. Durante esta transicion se ha podido establecer que la
movilidad del oxigeno en el tejido mejora a partir de la estimulacion de macréfagos que
produzcan factores de crecimiento antigénicos y otros que ayudan con la curacion y la resistencia
del tejido a las infecciones (26-28).

Diversas investigaciones han demostrado que a partir de varios factores de crecimiento
contenidos en las plaquetas, uno de ellos, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-P) y el factor de crecimiento semejante a
insulina (IGF), todos incluidos en concentrados de plasma rico en plaquetas (8,13,29), la
diferencia y el uso potencial de estos, viene dada principalmente en el uso de una sola via de
regeneracion, por lo cual su funcionalidad podria verse limitada.

Mediante el uso de técnicas radioldgicas y por comparacién de la dinamica de la reparacion
en diferentes momentos en pacientes con injertos de PRP y comparandolos con la evolucion de
pacientes sin el injerto de PRP, se pudo demostrar la estimulacion de la formacion 6sea que se da
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gracias al uso del plasma rico en plaquetas, estos estudios usaron como variable de cotejo un
indice de maduracion de injertos y la edad radiogréafica (28).

se demostro también, que la combinacidn de injertos con plasma rico en plaguetas muestran la
misma cantidad sostenida del factor de crecimiento que la que podria esperarse en un injerto
maduro, a partir de anticuerpos monoclonales obtenidos de biopsias de hueso obtenidos 4 y 6
meses posteriores a la aplicacion del injerto, donde se observd una alta poblacion de células con
receptores TGF-B y células que producian TGF-B dentro de estos, pudiendo interpretar esto
como un incremento significativo de la presencia de stem cell y células osteoprogenitoras (30).

Por su parte, otros estudios han sido desarrollados para evaluar la utilidad del plasma rico en
plaquetas en distintas especies animales, incluyendo primates no humanos, perros y roedores,
mostrando resultados maso menos satisfactorios que pueden variar a partir de la técnica utilizada
(28).

Desde los afios 90 el empleo de plasma rico en plaquetas se ha generalizado como mecanismo
para evitar la reabsorcion Osea de los alveolos dentarios de pacientes con exodoncias,
mostrandose como una gran alternativa al uso de injertos de hueso liofilizado, el cual actua solo
como agente osteoinductor, mientras que el plasma rico en plaquetas que ofrece la ventaja de
comportarse como osteogénico.

2.2. El hueso
2.2.1. Caracteristicas generales.

“El hueso es un tejido de origen mesenquimal mineralizado, que cuenta con una gran
vascularizacion e inervacion. Es rigido y tiene como funcién actuar como soporte de los tejidos
blandos del organismo, jugando un papel vital en la homeostasis del calcio. No es un tejido
permanente e inmutable, sino que esta cambiando continuamente, dependiente de las necesidades
del organismo y del estrés al que esté sometido™ (31).

El hueso estd formado por células y por una matriz.
La matriz es una mezcla de:

Sales inorganicas (60-70%): fosfato calcico y carbonato calcico.

Sustancias organicas (20-30%): colageno tipo | (90%), grasas, proteinas morfogenéticas o
BMPs (que suponen un gran interés en la ingenieria de tejidos), productos extravasados de la
sangre y factores de crecimiento.

Agua (20%)

El componente celular esta formado por:
Células osteoprogenitoras: existen dos tipos de estas células, los preosteoblastos y los

preosteoclastos. Los preosteoblastos provienen de celulas mesenquimales aun sin diferenciar
estan localizadas en el tejido conectivo que da lugar al periostio, el endostio y en el tejido
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conectivo que rodea la vasculatura. Estos permiten la formacién de los osteoblastos y a los
osteocitos donde de forma significativa se detecta la fosfatasa alcalina. Los preosteoclastos son
celulas derivadas de los monocitos 0 de sus precursores, y posteriormente se convertirdn en
osteoclastos.

Osteoblastos: estos son células con gran actividad metabolica que estan ubicadas en la
superficie 6sea para dar lugar a la formacién del hueso. En el proceso de formacion de hueso, o
cuando este se remodela o esta en reparacion, produciran factores de sefializacion solubles (como
BMPs) y el componente orgédnico de la matriz, denominada osteoide, que mas tarde se
mineralizara. En el proceso de remodelacion, alrededor de 2-3 um de osteoide se forma por dia,
alcanzando una densidad mé&xima de 20 um que se mineraliza a una velocidad de mas o menos
1-2 um por dia. Desde la superficie del osteoblasto que estd en contacto con la sustancia osteoide
germinan una gran cantidad de elongaciones del citoplasma que se implantan en esta sustancia
que esta aun sin mineralizar, acoplandose con las prolongaciones de los osteocitos mediante
uniones conocidas como comunicantes. Los osteoblastos circundantes establecen también estas
mismas conexiones entre si mediante de estas uniones intercelulares. La fosfatasa alcalina que se
forma a partir de los osteoblastos es un elemento muy importante en el proceso de
mineralizacion, dado que al parecer inactiva las moléculas inhibitorias de la misma. En los seres
humanos los osteoblastos tienen una vida media de 1 a 10 semanas, posteriormente estos,
mediante mecanismos de apoptosis desaparecen, salvo un 15% que se mantendran hasta llegar a
ser osteocitos.

Osteocitos: se denominan osteocitos a los osteoblastos que quedan incluidos en la matriz
después de la mineralizacién. La forma de estas células es estrellada y su cuerpo esta situado al
interior de unas depresiones conocidas como osteoceles, de alli se derivan radialmente una
cantidad grande de conductillos, dentro de los cuales se encuentran las prolongaciones
citoplasmaticas de los osteocitos que se conectaran con los osteocitos circundantes y con los
osteoblastos que se encuentran en la superficie. Por todo lo anterior, todas estas células estan
intercomunicadas por medio de la microcirculacion Gsea. Estas células son relativamente
inactivas, sin embargo, su actividad metabdlica es de vital importancia para mantener viable el
tejido 6seo y para conservar la homeostasis del cuerpo. Se ha establecido que su vida media es
larga pudiendo variar desde algunos afios, hasta décadas.

Osteoclastos: son células de gran tamafio (100 um) y con multiples nicleos. Los osteoclastos
tienen caracter fagico y pertenecen al sistema monocito-macréfago, se ubican en la superficie
donde participan de la reabsorcion ésea, jugando un papel fundamental en la remodelacion Gsea.
En el proceso de remodelacion, los osteoclastos y los osteoblastos interactian de forma
dindmica, mediados por factores de sefalizacion, entre estos la vitamina D, la hormona
paratiroidea (PTH) o las ILs. De esta forma acontece cuando la vitamina D hace que los
osteoblastos expresen un factor de diferenciacion de osteoclastos o en el caso en que los
osteoblastos desaparecen de la superficie dsea como respuesta a la PTH, quedando el tejido
osteoide mineralizado expuesto y de modo tal, que este puede ser atacado por los osteoclastos. El
cese del mecanismo de reabsorcion aun no se encuentra bien establecido.
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2.2.2. Tipos de hueso.

2.2.2.1. Hueso compacto. Esta dispuesto en de Idaminas que forman una masa sélida. Los
osteocitos o células dseas estan albergados alli en cavidades que se encuentran dispersas. Las
ldminas estan dispuestas en un orden concéntrico rodeando unos conductos que estan paralelos al
eje longitudinal del hueso y se conocen con el nombre de conductos de Havers en los cuales se
encuentra la inervacion y la vasculatura que provee de nutrientes a los huesos. Se encuentran
conectados entre si con las cavidades medulares, y hacia el exterior por los canales de Volkman.
El hueso compacto que se forma por un conducto central que se encuentra rodeado por laminillas
Oseas dispuestas de manera concéntrica es conocido como ostedn.

2.2.2.2. Hueso esponjoso. Este tipo de hueso no presenta canales de Havers. Su disposicion es
tridimensional y est4 conformado por un entramado de trabéculas o laminillas Gseas, que crean
cavidades que se comunican entre si, estas cavidades estan llenas de tejido conjuntivo que es
conocido como tejido medular o mieloide. Dentro de la médula 6sea pueden encontrarse dos
tipos de tejido: una es la médula 6sea amarilla (tejido adiposo) y el otro la medula 6sea roja, en la
cual se generan células rojas, blancas y plaquetas. La zona externa del hueso la constituye
principalmente hueso cortical y se encuentra cubierta por una membrana fibrosa de caracter
vascular y de color blanco que se conoce como periostio, este se forma principalmente de hueso
cortical.

2.3. Reparacion y regeneracion tisular

La agresion a los tejidos provoca una respuesta que activa un proceso de reparacion del tejido
que se ha afectado. Este proceso inicia siempre con la formacion de un coagulo sanguineo que
ocupa la zona afectada y aporta las proteinas necesarias para que se produzca un tejido fibroso
que posteriormente genera el tejido cicatrizal, que usualmente no corresponde ni con la
arguitectura ni con funciones originales. Este proceso es conocido como reparacién (32).

En ocasiones el proceso no corresponde a una reparacion sino a la génesis de un tejido con
caracteristicas similares al original que tiene una distribucién y funcién exactamente igual, es a
este proceso al que se le denomina regeneracion.

Desde la antigliedad el objetivo se ha centrado en aportar de forma natural los factores que
intervienen en la cicatrizacion, a través de la historia se han propuesto diferentes métodos,
algunos muy extravagantes, como son los descritos en antiguos trabajos en los que se usaban
gusanos buscando contribuir con la curacion de las heridas. En los tiempos de Napoledn incluso
estos eran utilizados para impedir la sobreinfeccién mediante la remocion del tejido necrosado,
promoviendo la cicatrizacion de las heridas que los soldados sufrian durante las batallas. El
primer estudio que reporta datos importantes acerca de la regeneracion tisular dsea se reporta en
1965, describiendo la importancia de las proteinas morfogenéticas Gseas en la regeneracion de
tejidos. En 1994 se publican importantes estudios sobre el papel fundamental de la fibrina
adhesiva autologa (AFA) como mecanismo intrinseco de la respuesta celular que podria aplicarse
a la regeneracion de los tejidos, alli se describi6 la adaptacion de la fibrina que forma parte del
suero para vehiculizar al injerto en cirugia (33). Luego de extraer sangre de los pacientes, se
afladian anticoagulantes, posteriormente se llevaba al proceso de centrifugado, con lo cual los
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elementos formes de la sangra terminaban depositandose en el fondo del recipiente, obteniendo
de esta manera el suero con la fibrina. Las plaquetas por ser las células de menor peso entre las
celulas sanguineas quedaban dispuestas por encima del resto de elementos formes de la sangre y
por tanto quedaban embebidas en dicha fibrina. Se encontrd que en cirugia la combinacion de
fibrina més plaquetas permitian obtener resultados 6ptimos.

Posteriormente en la década de los 90, Robert Marx (34) acufio un nuevo término a la
literatura cientifica, plasma rico en plaquetas (PRP). Su obtencion consiste en un procedimiento
similar al de la obtencién del compuesto de fibrina autéloga. El conocimiento del
comportamiento de las células sanguineas y de los fluidos, junto con algunos parametros del
proceso de centrifugado, permite decantar las células sanguineas con mayor peso en el fondo y
las de menor peso justo por encima. De este modo, es posible conseguir que los eritrocitos, que
son los de mayor peso, caigan al fondo del tubo, seguido de la serie leucocitaria, e
inmediatamente por arriba de ellos las plaquetas, que quedaran justo antes del suero que contiene
la fibrina (27,35).

En 1997, se propone la utilizacion del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF), y que
dichas proteinas tienen propiedades como, la migracion celular dirigida (quimiotaxis),
proliferacion y diferenciacion celular. Todos estos procesos claves en la reparacion y
regeneracion tisular (36).

2.3.1. Definicién de plasma rico en Plaguetas.

“El PRP se define como una fraccion de plasma obtenido de sangre aut6loga que tiene una
concentracion de plaquetas superior a la del plasma cuando se encuentra en sus condiciones
normales” (27, 32,35). En funcion del sistema utilizado para su obtencion puede variar la
concentracion de plaguetas, leucocitos y factores de crecimiento del preparado. En consecuencia,
la nomenclatura PRP engloba las diferentes fracciones que se pueden obtener en funcién del
método empleado: preparado rico en factores de crecimiento (PRGF), plasma rico en plaquetas y
factores de crecimiento (PRPGF), plasma rico en plaquetas (PRP), plasma pobre en plaquetas
(PPP), plasma rico en plaquetas Yy rico en leucocitos (LR-PRP), plasma rico en plaquetas y pobre
en leucocitos (LP-PRP).

“El PRP contiene no solo un alto nivel de plaquetas, sino también de los factores de
crecimiento que son secretados activamente por las plaquetas. Ademas, el PRP también es rico
en proteinas que acttian a nivel de la adhesion celular (fibrina, fibronectina, y vitronectina), por
lo que proporciona el soporte estructural necesario para la migracion celular, y para la
proliferacion y crecimiento tridimensional de los tejidos sobre los que actia. EI PRP tiene
efectos no solo directamente sobre las células diana para los factores de crecimiento, sino
también como matriz extracelular para la estimulacion de la reparacion y/o regeneracion del
tejido de un modo global” (35).

2.3.1.1. Activacion plaquetaria. “La activacion plaquetaria en respuesta al dafio tisular y
vascular provoca la formacion de un tapon plaguetario y un codgulo hematico cuyas funciones
son la consecucion de la hemostasia, y la secrecidn de proteinas bioldégicamente activas (factores
de crecimiento) involucradas en el proceso de curacion tisular” (32). Fisiologicamente las
plaquetas circulan inactivas, expresando en su superficie muchas de las moléculas que al
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momento de pasar a su estado activo facilitaran la interaccion con otras plaquetas y células
circundantes. De igual forma, en las plaquetas se encuentran diversos tipos de granulos que
liberan diferentes factores almacenados en ellos y que a su vez estimulan ain mas la actividad de
la propia plaquetas cuando estas se activan (37). Estos factores poseen ademas efectos bioldgicos
hacia otras células del entorno plaquetario. De esta forma puede mencionarse que en las
plaquetas se pueden encontrar 3 tipos de granulos: los granulos densos, los granulos o y los
lisosomas (12,13).

2.3.1.2. Los granulos a de las plaquetas. Los granulos a de las plaquetas tienen un efecto
importante en el proceso de cicatrizacion y regeneracion de los tejidos, dado que actian como
reservorios de proteinas, incluyendo factores de crecimiento y moléculas de adhesién o
receptores que son utilizados por las plaquetas para comunicarse e interactuar con otros tipos
celulares. Se incluyen alli las glucoproteinas (GP) Iba y IIbB3. La P-selectina es otra de las
moléculas de adhesion contenidas en estos granulos, su funcion esta relacionada con permitir la
interaccion de las plaquetas con las células endoteliales, los leucocitos y otras células
inmunitarias. La GPIba hace su efecto en la fase inicial, deteniendo las plaquetas sobre la pared
vascular. La GPIba e expresada de forma constitutiva en la superficie plaquetaria y comienza el
proceso de adhesion plaquetaria juntandose con el colageno y con el factor von Willebrand
(FvyW). La interaccion transitoria entre el FvW y la GPIb a permite que las plaquetas se
desplacen hacia la zona del vaso que ha de repararse (32).

“Como resultado, las proteinas contenidas en la pared vascular, fundamentalmente el
colageno, induciran la activacion de las plaquetas y su adhesion firme a la pared, de tal manera
que el colageno y el FvW forman una especie de unidad funcional para la formacién inicial del
trombo, en el que el FvW contribuye a la captura inicial de las plaquetas en la superficie del vaso
y el colageno permite que se establezca una union mas estable con las plaquetas.”

En la interaccion entre plaquetas y colageno se hacen participes dos receptores plaguetarios,
la GPVI y la integrina a2fB1. La degranulacion, hace que los granulos o se conjuguen con la
membrana celular plaquetaria, alli las proteinas secretoras, como el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) (que incluye los isomeros oa, BB y af), el factor de
crecimiento transformante (TGF)-B (que incluye los isomeros Bl y [2) se modifican y se
transforman a su estado activo mediante la adicién de histonas y cadenas laterales de
carbohidratos. De esta manera, las proteinas se secretan, dando lugar a que se enlacen a los
receptores de las células diana dentro de las cuales se encuentran, células madre mesenquimales,
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliales, o células epidérmicas. Después de la union a los
receptores que atraviesan la membrana, son activadas las proteinas que dan sefiales
intracelulares, permitiendo la expresién secuencial de genes (diferentes segun el tipo celular) que
coordinan la proliferacion celular, la formacion de la matriz, la produccion osteoide, la sintesis
de colageno, y otras acciones, de acuerdo al tipo de célula sobre la cual estén ejerciendo su
accion.

Las plaquetas comienzan la secrecion de estas proteinas activamente alrededor de los 10
minutos posteriores a la formacion del coagulo, alcanzando el 95% de secrecion de los factores
de crecimiento pre sintetizados al trascurrir cerca de 1 hora. Luego de la liberacion inicial de
proteinas, las plaquetas sintetizan y secretan proteinas adicionales durante toda su vida util
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(variando entre 5 y 10 dias). Posteriormente, los macrofagos que son traidos por el torrente
sanguineo gracias a la estimulacion o sefializacion de las plaquetas, asumen la responsabilidad de
regular el proceso de cicatrizacion, esta vez usando factores propios. Es asi como las plaquetas,
de gran manera establecer la orientacion en el lugar de reparacion de la injuria (8,38).

2.3.2. Fundamentos biologicos del PRP.

La formacion de un tapon plaquetario y un coagulo hematico obedecen a la activacion de las
plaquetas tras el dafio tisular, su funcion consiste en provocar la homeostasia y secretar proteinas
con actividad bioldgica relacionada con la reparacion del tejido. Las proteinas que se producen
son conocidas como factores de crecimiento, que provienen béasicamente de la estructura
plaquetaria, sin embargo no son exclusivos de estas células, ya que pueden secretarse también
por otros tipos celulares como los fibroblastos (13,35).

Segun la literatura, el plasma rico en plaquetas tiene numerosos usos clinicos, dentro de los
cuales se destaca la curacion de Ulceras, la cirugia maxilofacial y espinal. Los estudios
desarrollados hasta ahora proporcionan evidencia suficiente para alentar su uso; a pesar de ello,
pocas investigaciones incluyen controles que permitan cuantificar y determinar la magnitud de
los efectos derivados del uso de PRP. De igual forma, aun no se tiene un consenso sobre el
proceso de obtencién y caracterizacion del PRP, lo que ha impedido que pueda usarse bajo los
estandares necesarios y propios del rigor cientifico (39,40).

De acuerdo a los distintos métodos empleados pueden obtenerse diferentes fracciones de
plasma:

Preparado Rico en Factores de Crecimiento (PRGF)

Plasma Rico en Plaquetas y Factores de Crecimiento (PRPGF)
Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

Plasma Rico en Plaquetas y Rico en Leucocitos (LRPRP)
Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos (LPPRP)

2.3.3. Aplicacion del Plasma Rico en Plaquetas sobre los tejidos mesenquimales.

El funcionamiento bioldgico del plasma rico en factores de crecimiento he llevado a que este
sea utilizado en diversas ramas de la biologia, la medicina, la odontologia, la cirugia, entre otros.
Su accidn centrada especialmente en los receptores ubicados en el citoplasma de varios tipos de
celular, especialmente en aquellas células de estirpe mesenquimal, aungque también tienen
atributos proliferativos en otras células como las gliales y renales. Los andlisis de caracterizacion
celular han permitido identificar que las células mesenquimales expresan el mayor nimero de
receptores para factores de crecimiento que son secretados por los granulos de las plaquetas. El
tejido mesenquimal proviene del mesodermo (la lamina intermedia del disco embrionario
trilaminar) durante el desarrollo embrionario.

El mesénquima es el tejido primitivo mesodérmico del cual proceden gran parte de los tejidos
organicos. ElI mesénquima en conjunto es un tipo de tejido conectivo laxo, de consistencia
viscosa, rico en colageno y fibroblastos; este dara lugar, mediante el proceso de diferenciacion
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tisular, a vasos sanguineos y 6rganos cardiovasculares, muasculo liso, mesotelio, asi como al
sistema linfatico y al tejido conectivo propiamente dicho.

El tejido mesenquimal, esta conformado también por una sustancia fundamental (muy tenue,
con apenas fibras y fibroblastos activados). EI mesénquima se refiere a su vez a los tejidos de
sostén o de relleno que conforman los drganos, en contraposicion al parénquima o tejido
principal de un 6rgano.

Las principales funciones del tejido mesenquimal son:

Proveer soporte estructural.

Facilitar el intercambio de sustancias.

Contribuir con la defensa y proteccién del organismo
Formar un lugar para el depdésito de tejido graso.

El tejido mesenquimal se caracteriza por estar formado de células madre pluripotenciales, a
partir de su diferenciacién y especializacion da origen a diferentes tipos de tejidos: en general
todo el tejido conectivo y sus diversos tipos, musculatura, y algunos de los tejidos epiteliales. Se
encuentra también tejido mesenquimal no especializado, conocido en general como tejido
conectivo. El tejido conectivo se clasifica en 2 tipos, laxo y denso.

El tejido conectivo laxo: su funciona es basicamente proveer sostén a los 6rganos y mantener
el epitelio en su lugar, sus fibras estan conformadas por una diversidad grande de proteinas,
dentro de las cuales se encuentran el colageno y la elastina; este tipo de tejido conectivo forma el
estroma, sobre el cual esta el parénquima de cada uno de los tejidos.

El tejido conectivo denso: esta constituido por una gran cantidad de fibras colagenas, tiene
una menor flexibilidad que el tejido conectivo laxo, sin embargo, suele ser mas resistente a la
traccion. Este tejido conectivo presenta dos subtipos: el modelado o regular, y el no modelado o
irregular. El primero de estos, se caracteriza por que todas sus fibras colagenas se orientan en una
sola direccion; este se encuentra en estructuras como tendones y ligamentos, por su parte, el
irregular tiene sus fibras coladgenas en forma multidireccional, se encuentra en la dermis
profunda, el periostio y pericondrio. Puede encontrarse también tejidos mesenquimales altamente
especializados, por ejemplo, el tejido adiposo, tejido cartilaginoso, tejido 0seo, tejido
hematopoyético y muscular (35).

2.3.3.1. Concentracion de plaquetas necesaria. Pueden existir diversas variables que afecten
la accion del PRP sobre el proceso de cicatrizacién de una herida, entre estas pueden
mencionarse la concentracion de plaquetas, el volumen de PRP empleados, el tamafio, tipo y
origen de la injuria y la condicion general de salud del paciente.

Todas estas variables y la posible interaccién entre varias de ellas puede ser el motivo por el
cual no se establezca una unica recomendacion sobre el nivel de concentracion que debe dar
origen al PRP a partir de la linea base inicial para poder obtener los mejores efectos por su
utilizacion. Varios investigadores aseguran que deberia alcanzarse una concentracion de entre 3 a
5 veces superior a la normal, sin embargo, el nimero de plaquetas usadas y su beneficio clinico
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aun estan sin establecer. Los investigadores sugieren que pueden alcanzarse concentraciones
menores de 2 hasta 8,5 veces mayores que el nivel normal, y que puede ser posible que cada
paciente requiera concentraciones diferentes de plaquetas para obtener un mismo beneficio
clinico (23, 27,41).

Aunque es imposible predeterminar la magnitud del efecto estimulador del proceso de
curacion de las heridas mediante el empleo de PRP por la gran variabilidad interindividual y la
influencia de factores propios de cada caso y de cada herida en particular, lo que si esta
cientificamente demostrado es la correlacion estadisticamente positiva entre la aplicacion del
mismo y el acortamiento temporal del proceso, gracias a su riqueza en factores de crecimiento, y
a sus propiedades mitogénicas y quimiotécticas. EI PRP contiene una alta concentracion de
plaquetas, y consiguientemente es rico en factores de crecimiento y de la coagulacion (35).

2.3.4. Utilidad clinica del PRP en odontologia y cirugia maxilofacial.

En el contexto de investigaciones bioquimicas para contrarrestar los procesos celulares del
envejecimiento, se empez0 a estudiar y a utilizar el plasma rico en plaguetas (y rico a su vez en
factores de crecimiento derivados de las plaquetas) por sus propiedades moduladoras y
estimuladoras de la proliferacion de las células derivadas de células madre de origen
mesenquimal (fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, células epiteliales, adipoblastos,
miocitos, y condrocitos, principalmente), y como un util elemento auxiliar para mejorar la
regeneracion tisular (36,42). EI PRP se usé inicialmente en algunas especialidades quirdrgicas
buscando sanar heridas iatrogénicas o lesiones de evolucion recalcitrante. Actualmente su
aplicacion va mucho més alla de la reparacion de las heridas quirargicas y la regeneracion de los
tejidos lesionados, dado que existen muchas razones para que el PRP se haya popularizado y sea
utilizado en otras ramas del &rea médica (35). Los tejidos tanto duros como blandos se regeneran
a partir de una compleja serie de procesos tanto a nivel celular como molecular, que se regulan
en gran parte por proteinas de sefializacion, este proceso aln no esta totalmente dilucidado, sin
embargo, se conoce que las plaquetas desempefian un papel fundamental (35).

En la ocupacion diaria del odont6logo existen tratamientos que producen la pérdida del tejido
6seo, lo que provoca problemas desde el punto de vista estético y funcional, todo ello conlleva a
la reduccion del soporte, lo que hace dificil la rehabilitacion usando implantes detales bien sean
osteointegrados o protesis convencionales. Seguido de los procedimientos de exodoncia se inicia
una respuesta reparadora caracterizada por una reabsorcion en la superficie alveolar y depdsito
de tejido nuevo en los alveolos que quedaron vacios, todo este proceso de regeneracion se da a lo
largo de un periodo que usualmente oscila entre 4 y 6 meses (1,5,6,43).

A partir de lo anterior, es importante evaluar la utilizacion de biomateriales que favorezcan a
la rapida recuperacion de los tejidos, mejorando el proceso de regeneraciéon del hueso en las
zonas de extraccion, para ello se ha recurrido al uso de sustitutos e injertos de hueso en el area
que debe ser reparada, a pesar de ello, los altos costos de los materiales y la necesidad de
técnicas complejas limitan su inclusion en la practica clinica diaria. Todo ello ha llevado a que se
busquen alternativas de biomateriales de bajo coste, que no tengan efecto toxico y que sean
facilmente manipulables con un marcado efecto de mejoria en la regeneracion de los tejidos
duros en menor tiempo, con buena cantidad y calidad. El plasma rico en plaquetas es un
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preparado autdlogo, caracterizado por contener una gran cantidad de proteinas, conocidas como
factores de crecimiento, que influyen en el proceso de cicatrizacion 6sea y que poseen accién
sobre la proliferacion celular, quimiotaxis, diferenciacion y sintesis de matriz extracelular. Al
PRP se le reconocen funciones de acelerar el ritmo y grado de formacion 6sea (28). También
inhibe la formacién de osteoclastos, los cuales son el principal determinante de la tasa de
reabsorcion. Los factores de crecimiento que son liberados por las plaguetas, juegan un papel
importante en la cicatrizacion de la lesion, provocando una cascada de eventos celulares y
moleculares regulados y coordinados; in vitro se han podido obtener resultados prometedores
que han sido la base para posteriores investigaciones en humanos. El uso de PRP busca mejorar
la evolucion quirurgica, reforzando y potenciando el proceso de reparacion fisiologica, ademas
de permitir una regeneracion mas rapida y de mayor calidad en los tejidos dafiados.

Los efectos estimulantes del PRP sobre los fibroblastos de la estructura periodontal y la
mucosa oral, y sobre los osteoblastos del hueso alveolar han sido la pieza fundamental para la
gran popularidad alcanzada por este preparado autélogo que fue iniciada en la cirugia oral y
odontoldgica.(7, 36,42). Ademas, La evidencia obtenida a partir de estudios clinicos respecto a la
mejoria en la cicatrizacién de los alveolos permite ver que cuando se usa PRP, tanto a nivel de la
regeneracion 0sea subyacente como del recubrimiento de partes blandas es mucho mejor. Anitua
et al (26) se consideran como unos de los mayores impulsores del preparado de PRP, y
establecieron la técnica méas sencilla y més utilizada actualmente para la preparacion del mismo.
Anitua et al publican un gran nimero de estudios, la mayoria de ellos en el campo de la
implantologia dental, en los que demuestra mejores resultados de regeneracion &sea,
osteointegracion y ganancia de partes blandas cuando se usa el preparado de PRP de manera
aislada y/o combinado con otras sustancias como los sustitutos 6seos (35). Sus efectos pro
regeneradores del tejido éseo también se han usado ampliamente en el campo de la cirugia
maxilofacial.

Matras (23) en el inicio de la década de los 80, relatd las caracteristicas y aplicaciones del gel
rico en plaguetas en la cirugia maxilofacial como sellante de tejidos, alto potencial hemostético
en alteraciones de tejidos blandos, y adyuvante de la consolidacién fracturaria y de la fijacion de
injertos cutaneos.

Posteriormente Fennis et al (44), en estudios desarrollados utilizando cabras y luego en
humanos evaluaron el efecto del PRP en cirugia maxilofacial y lo describen como una
herramienta importante en este tipo de cirugias, siendo los principales aportantes de evidencia
cientifica dentro de la literatura sobre el papel del PRP en la regeneracion ésea (35).

Estos trabajos “evidencian, a nivel histomorfométrico, una menor encapsulacion fibrosa de los
injertos 0seos de codrtico-esponjosa particulados usados en la reconstruccion de defectos 6seos
mandibulares, y un recuento mas elevado del numero de capilares neoformados; y, a nivel
clinico-radiolégico, observan una mejor union dsea de los injertos 6seos al hueso mandibular,
una mayor formacién de callo 6seo, y una mayor densidad 6sea” (35).

Asimismo, este grupo “ha presentado estudios en los que se han demostrado los efectos
regeneradores del PRP sobre el hueso en situaciones tan adversas para la adecuada regeneracion
6sea como son: usando cortico-esponjosa de cresta inguinal anterior previamente irradiada, o
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usando injertos de acido polilactico, y demostrando en ambos casos una regeneracion 0sea
mandibular lo suficientemente aceptable como para conseguir el soporte estructural suficiente
para sustentar el emplazamiento de implantes dentales”.

Finalmente es importante mencionar las investigaciones de Kim, quien llevé a cabo un ensayo
controlado utilizando implantes dentales de titanio en caninos aplicando polvo de hueso
desmineralizado asociado o no a PRP, posteriormente observé a nivel histolégico una
osteointegracion significativamente superior de los implantes dentales cuando el polvo 6seo se
combinaba con PRP cuando era comparado con el grupo control (35).

2.4. Técnicas de obtencidn de plasma rico en plaquetas

Diversos protocolos para la obtencion de PRP han sido empleados desde que fueron descritas
sus aplicaciones clinicas, usualmente en funcion de las necesidades de su uso (40). Inicialmente
el PRP se obtenia mediante la técnica de aféresis, luego, al ampliarse las indicaciones de uso del
PRP en cirugia maxilofacial, la técnica fue simplificada, requiriendo cantidades menores de
sangre que era extraida por venopuncion (39,40).

A pesar de que los métodos son diferentes, el proceso secuencial es el siguiente:

Puncidn venosa
Extraccion de la sangre
Separacion celular (centrifugacion)

Antes de iniciar el procedimiento quirdrgico se realiza la puncién venosa en la region
antecubital para la obtencion de la sangre, la cantidad de sangre que se extrae puede variar de
acuerdo al tamafio y el tipo de lesion a tratar, seguidamente la sangre se introduce en tubos de
ensayo estériles con citrato sodico al 3,8% como anticoagulante (evita que el calcio se ionice y
active la cascada de la coagulacion). La utilizacion de este anticoagulante ofrece ventajas frente a
otros, por ejemplo el uso de EDTA puede inducir modificaciones en la conformacion
morfoldgica de las plaquetas, tendiendo fragmentarlas, por su parte el ACD por su pH inferior a
6.5 obstaculiza la agregacién plaquetaria (13, 32,35).

Para la separacion o centrifugacion, se describen distintos métodos, clasificados tres grandes
grupos. El primero es la aféresis plasmatica que requiere de la utilizacion de equipos con mayor
tecnologia, este por consistir en un proceso totalmente cerrado y automatizado que se realiza
necesariamente en ambientes hospitalarios, es mas aceptado por la comunidad cientifica.

El segundo grupo utiliza maquinarias especificas de centrifugacion y utiliza una cantidad de
sangre menor (50 ml en su mayoria), considerandose sistemas cerrados como:

» Curasan system ®.

»  Friadent-Schitzer ®.

+ PDGF 90-1.

 PRGF System II. BTI ®.

*  Vivostat PRF preparation Kit ®.
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«  PCCS plateler concéntrate collection system ®.
» Haverst ® Smart Prep 2APC 60 Process

Las concentraciones de trombocitos, células blancas y factores de crecimiento contenidos en
el PRP obtenido pueden variar de acuerdo al sistema de centrifugacion que sea utilizado (16, 25,
39,45).

Finalmente, el tercer grupo estd conformado por los denominados sistemas abiertos, en los
cuales son utilizados tubos de ensayo y una menor cantidad de sangre, el volumen de sangre
requerido en estos depende principalmente de la cantidad de PRP que se desee obtener. Su
principal desventaja radica en que el entrenamiento del personal que realiza el procedimiento
puede afectar el resultado final, ademas de la posibilidad de contaminacion del preparado (13,
40,46).

2.4.1 Obtencion de plasma rico en plaquetas por técnica abierta (23).

La sangre debe ser recepcionada en tubos estériles con citrato sodico al 3,8% como
anticoagulante. Se centrifuga a 3.200 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 min. El resultado
son aproximadamente 2-3 ml de plasma enriquecido en plaquetas, el cual usualmente contiene
concentraciones variables de plaquetas. Dicho plasma se centrifuga de nuevo durante 8 minutos a
1.800 rpm, a temperatura ambiente. Posteriormente, las fracciones obtenidas del plasma se
separan mediante pipeteado muy meticuloso para no crear turbulencias. Se comienza a pipetear
desde arriba, pero la fraccion méas importante es la ultima:

Fraccion 1 (PPGF): Los primeros 500 microlitros (0,5 ml.) es un plasma pobre en plaquetas
y, por lo tanto, pobre en factores de crecimiento.

Fraccion 2 (PGF): Los siguientes 500 microlitros corresponderan a un plasma con un nimero
de plaquetas similar al que tiene la sangre periférica.

Fraccion 3 (PRGF): La fraccidon de plasma mas rico en plaquetas y factores de crecimiento
son los 500 microlitros que se encuentran encima de la serie blanca.

Las fracciones con mayor contenido de plaquetas son las que se encuentran inmediatamente
por encima de la serie blanca (0,1 mL por encima de los hematies). Esta fraccion contiene un
plasma hasta 5 veces mas concentrado en plaquetas que la sangre periférica. La siguiente
fraccion contiene un plasma 4 veces mas concentrado (12).

A partir de menores volimenes de sangre y un equipamiento sencillo, se logra obtener una
mayor concentracion de Factores de Crecimiento. Con una pipeta de 500 microlitros se aspira la
fraccion 1y se traslada a un tubo estéril, previamente etiquetado, donde se reunira todo el PRGF,
repitiendose el proceso con todos los tubos procedentes de la centrifugacion. Con la misma
pipeta (diferente punta estéril), se aspira la fraccion 2 de todos los tubos y al igual que con la
fraccion 1, se lleva a otro tubo estéril etiquetado, que contendra entonces, un plasma con una
concentracion de plaquetas similar a la de la sangre periférica (PGF).
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Para la fraccién 3 se realiza un pipeteado mas cuidadoso, con una pipeta de 100 microlitros,
para evitar las eventuales turbulencias que se puedan producir, y de este modo no aspirar los
hematies ni la serie blanca. Se repite este proceso 5 veces, colectdndose lo obtenido en un tercer
tubo esteril y etiquetado, el cual contendra el PRGF. El volumen de plasma que se obtiene tras la
centrifugacion varia ligeramente de un individuo a otro, obteniéndose volumenes diferentes de
cada fraccion. Por lo tanto, se debe contar siempre desde la serie blanca hacia arriba, y de
obtenerse méas plasma, éste serd& PPGF, cuyo volumen puede variar entre 1 y 2 ml. Asi, si
tenemos 4,5 ml de sangre, 1 ml de PRGF, 1 ml de PGF y el resto PPGF.

Todo el proceso se realiza con técnica estéril, aséptica, ya que el PRP se introduce en el
organismo humano. Dada la falta de estudios bien disefiados sobre la estabilidad de los distintos
componentes del PRP se considera que entre la extraccion de la sangre y la administracion del
PRP (ya preparado) no pasen méas de 45 minutos. Cuando el PRP se destina a tratar lesiones de
partes blandas, no se considera necesaria la activacion previa, debido a que esta se produce in
situ al contacto con el colageno tendinoso o con el propio coagulo de la rotura fibrilar. Cuando el
PRP se utiliza para facilitar osteointegracion de implantes suele preferirse cierta activacion (con
trombina o cloruro calcico) que, ademas, le confiere una consistencia gelatinosa que facilita su
uso quirargico (12).

3. Materiales y métodos

3.1. Tipo de estudio

Es un estudio cuasi- experimental dado que este estudio no cuenta con un grupo control para
Ilevar a cabo la comparacion de la aplicacion de PRP. A todos los participantes se les realizara el
mismo protocolo de aplicacion del plasma rico en plaquetas.

3.2. Poblacién

Para la primera parte de estudio en la que se realizd la estandarizacion de la técnica de
obtencion del PRP, se incluyeron 9 voluntarios clinicamente sanos, a los cuales se les tomo una
muestra sanguinea para llevar a cabo cada uno de los 4 protocolos de obtencion de PRP
propuestos. Con base en los resultados de estos protocolos, se determind el protocolo 6ptimo
para ser implementado en las Clinicas Odontoldgicas de la USTA.

Una vez definido el protocolo, se selecciond 4 pacientes que acuden a la consulta en las
clinicas odontologicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga, a los cuales se les
realizo procedimiento de exodoncia simple de terceros molares, que estaban indicadas
previamente dentro del plan de tratamiento odontoldgico, a los cuales se les aplico terapia con
PRP y posteriormente se observo su evolucién clinica a 8 ,15 y 30 dias, con el fin de asegurar el
procedimiento, para su posterior implementacion en la Clinicas de Periodoncia de la USTA.
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3.2.1. Muestra

Los estudios experimentales que utilizan de plasma rico en plaquetas manejan un amplio
rango de tamafio de muestra, que va desde 6 (47) hasta 88 pacientes (34) (44 controles) o un
numero especifico de alveolos (15 alveolos) (16), en este ultimo caso el nUmero de pacientes no
fue descrito. En general, los trabajos que han sido desarrollados en pacientes que acuden a la
consulta en clinicas odontologicas, el tamafio de muestra es bajo y utilizan un muestreo por
conveniencia. Para el desarrollo de este proyecto de investigacion, se incluirdan 9 individuos
sanos para la fase de determinacién de la calidad de la obtencion del Plasma Rico en Plaguetas
utilizando 4 protocolos recomendados en la literatura como lo describe Garcia (47),
adicionalmente, para la evaluar la evolucion clinica se incluirdn 4 pacientes a los cuales se les
aplicara PRP en alveolos postexodoncia.

Tabla 1. Tamafo de muestra de diversos estudios consultados.

Autor Numero de pacientes o alveolos
Marx y col (34) 88 (44 controles)
Oyama y col (48) 23

Anitua (15) 20

Anitua (26) 10

Kassolis (49) 15

Tugba y col (10) 20

Garay y col (50) 8

Garcia (47) 6

Khairy y col (14) 10

Manoochehri y col (16) 15

3.2.1.1. Tipo de muestreo. Muestro no probabilistico, por conveniencia.
3.3. Criterios de seleccion

3.3.1. Criterios de inclusion.

Estandarizacion de la técnica de obtencion de PRP
«  Sujetos clinicamente sanos.

»  Mayores de 18 afios.

e Firma del consentimiento informado

3.3.2 Evaluacién de la evolucion clinica.

« Pacientes que acuden a la consulta para exodoncia que estaban indicadas previamente
dentro del plan de tratamiento odontoldgico.

« Alvéolos de pacientes mayores de 18 afios

« Alvéolos sanos y libres de infeccion.

« Pacientes que acepten participar y firmen el consentimiento informado
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3.3.3. Criterios de exclusion.

« Pacientes con alteraciones sistémicas que afecten regeneracion 0sea como diabetes
mellitus, hipertension, alteraciones hematoldgicas y trastornos de coagulacion.

»  Pacientes con alveolos pos extraccion infectados.

«  Pacientes que reciban medicacién inmunosupresora y anticoagulantes, AINES

« Pacientes que no se presenten a los controles.

3.4. Variables
3.4.1 Variables Sociodemograficas.

»  Sexo: Masculino, femenino
» Edad: Afios cumplidos

3.4.2 Variables Clinicas.

»  Motivo de exodoncia: caries, por ortodoncia, u otros

»  Tamafio del alveolo: diametro del alveolo

« Pieza dentaria extraida: incisivos, premolares, molares

« Inflamacién: ninguna - leve — moderada - intensa

« Infeccion: Abscesos -Celulitis-Supuracién (de suero con inflamacion, hemopurulenta,
seropurulento, pus -Decoloracién- olor anormal-Descomposicion de la herida.

3.4.3 Variables relacionadas con la eficiencia de obtencion de PRP.

«  Numero de muestras procesadas/ Numero de PRP obtenidos
+  Recuento plaquetario Nimero de plaquetas x 10 /uL

« Volumen de sangre extraido: ml

*  Volumen de PRP obtenido: pL

«  Concentracion de PRP obtenida: Numero de plaquetas x 103

3.5. Procedimiento
3.5.1. Evaluacidn clinica (inflamacion e infeccion).

Inmediatamente después de la realizacion de la exodoncia de las piezas dentales indicadas y
aplicado el PRP previamente activado, se procede a realizar el primer control clinico, dejando
registro fotografico del procedimiento realizado, todos los pacientes seran medicados de acuerdo
a criterio del tratante con analgésico antinflamatorio, posteriormente, todos los pacientes seran
evaluados para las variables inflamacion e infeccion de acuerdo con la escala descrita y en los
intervalos de tiempo de 8, 15 y 30 dias con registro fotografico de cada uno.

3.5.2. Procedimiento para la obtencion.

3.5.2.1. Extraccion u obtencidén de las muestras. La sangre debe ser extraida del paciente
siempre de la misma forma, en todos los casos, de la vena cefalica a la altura de la flexura del
codo, debe recolectarse la sangre en tubo vacutainer (tubo azul con citrato trisodico), este
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procedimiento se hace importante ya que minimiza el sufrimiento y la activacion de los
elementos formes de la sangre, el vacutainer autoaspira la sangre a una velocidad constante. Se
deber& obtener entre 20 y 30 cc de cada paciente. Es ideal la utilizacion de agujas con calibre
mayor a 22G.

3.5.2.2. Centrifugacion. La centrifugacion de la sangre es un proceso que debe llevarse a
cabo con suma rigurosidad y debe estar protocolizado dada su importancia y los diversos factores
que pueden intervenir. La centrifugacion permite la separacion de las diferentes fracciones de la
sangre, los globulos rojos se concentraran en el fondo del tubo, las plaquetas por encima de
estos, en abundante plasma y los leucocitos se concentraran en la zona intermedia. La literatura
reporta la utilizacion de centrifuga de rotor fijo a 45°, centrifugando a 580 g x 8 minutos. En caso
de no estar estandarizado el proceso y no conocer los pardmetros de la centrifuga debe
determinarse a que gravedad real se centrifuga la sangre utilizando la siguiente formula de la
fuerza centrifuga relativa (FCR):

Aceleracion= v?/R

Fuerza centrifuga relativa= 1,118 x 10° R (RPM/1000)?

V=0 X R=27/T xR

A=R x 4 n?/T?= R X 41X v?>= R X 4n’x [(RPM) %/ (60)?

FCR=al/g

FCR= (4n%/9, 8 x 3600) X R X (RPM) 2=1,118x10-°R (RPM/1000)?

3.5.2.3. Separacion. Si el procedimiento ha sido llevado a cabo con el suficiente cuidado y
siguiendo las recomendaciones, podrd observarse ahora claramente tres fases, globulos rojos,
glébulos blancos y plasma (Ver figura 1). Vale la pena resaltar que en ocasiones la técnica de
obtencion de la sangre puede interferir en la separacion de los elementos formes sanguineos,
principalmente cuando se ha causado hemolisis. Cuidadosamente se procede a utilizar una pipeta
para la extraccion del plasma rico en plaquetas (0,5 — 1 ml), es ideal realizar recuento plagquetario
en el momento de la toma de sangre, asi como después de la centrifugacién para determinar el
rendimiento y la concentracion de las plaquetas.

Dr. Pedro Bernaldez

Figura 1. Separacion celular.
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3.5.2.4. Activacion. Dado que la sangre fue obtenida en tubo con anticoagulante que impiden
la coagulacién quelando los iones calcio, debe revertirse el proceso, para ello se utiliza cloruro
calcico al 10% (0,05 ml/ ml de PRP). Dependiendo del uso que se vaya a dar al PRP puede
manejarse en forma liquida, gelatinosa o cuando las plaquetas hayan formado una maya de
fibrina, esto ocurre alrededor de los 10 minutos después de la activacion.

3.5.2.5. Determinacion de la eficiencia de la obtencion del Plasma Rico en Plaquetas. Los
diversos estudios publicados describen diferentes caracteristicas de velocidad y tiempo de
centrifugacion para la obtencion de plasma rico en plaquetas por la técnica abierta (14-17,38,47),
sin embargo para cada laboratorio es esencial la estandarizacion de su propia técnica que permita
la mayor eficiencia bajo sus posibilidades de equipamiento, ya que las caracteristicas propias de
cada centrifuga pueden provocar una variacion en la cantidad y concentracion de PRP obtenido.
A continuacion, en la tabla 2 se puede apreciar las caracteristicas de velocidad y tiempo
establecidas en 4 protocolos de centrifugacion.

Tabla 2. Protocolos reportados en la literatura para obtencion de PRP.

Protocolo Cen'_[rifugado Re centrifugado de Autores
rpm/min plasma
1 1800 rpm 8 min No Anitua y Andia
(2000)
2 5600 rpm 6 min No DeObarrio y col
(2000)
Camargo y col (2002)
3 2400 rpm 10 min 3600 rpm 15 min Okuda y col (2003)
Kawase y col (2003)
4 1800 rpm 8 min 1800 rpm 8 min Garcia y col (2005)

Tomado de: Garcia R LA. Estudio comparativo de 4 protocolos para la obtencion de Plasma
Rico en Plaquetas (PRP).

3.5.2.6. Aplicacion del PRP. Una vez obtenido el PRP, para provocar la formacién del
coagulo se afiaden 50 microlitros de cloruro calcico al 10% por cada mililitro de PRP. Luego de
5 a 8 minutos se obtendréa el coadgulo, tiempo que variard en relacion inversa al nimero de
plaquetas. El coagulo tendrd una consistencia gelatinosa y debera ser implantando antes de 10
minutos después de su activacion. Posteriormente se debe tomar la cantidad de PRP activado
necesaria para rellenar el alveolo aplicandolo directamente dentro de este.

3.5.3. Recoleccidn y procesamiento de datos.

Los datos se recolectardn por medio de entrevista a cada personal, medicion y evaluacion
clinica a cada paciente. La informacidn obtenida se consignara en hojas de calculo de Excel para
posterior analisis de las variables de acuerdo a su Operacionalizacion.

3.6. Consideraciones éticas

De acuerdo con la Resolucion 8430 de 1993, este estudio se considera investigacion “con
riesgo mayor al minimo”. La participacion de sujetos de investigacion y voluntarios participantes
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en este estudio estara determinada por la aceptacion a participar en el estudio a través del
consentimiento informado.

Los aspectos éticos de este proyecto de investigacion seran supervisados y aceptados por el
comité de ética para la investigacion de la Universidad Santo Tomas de Aquino sede
Bucaramanga, todo lo anterior basados y pautas éticas internacionales para la investigacion
biomédica en seres humanos (CIOMS). Se respetaran los principios éticos de autonomia,
beneficencia, no maleficencia y justicia.

3.6.1 Consentimiento informado.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se disefiaron dos consentimientos
informados, el primero de ellos para los individuos sanos a los cuales se les tomard muestra de
sangre para la fase de estandarizacion de la obtencién del PRP y el segundo para aquellos
pacientes a los cuales se les aplicara PRP en sus alveolos o se incluirdn como grupo control en la
evaluacion de la evolucidn clinica (ver apéndice A).

3.7. Plan de andlisis estadistico

3.7.1 Plan de analisis Univariado.

Se realizard el analisis de la informacion mediante estadistica descriptiva, para las variables
cuantitativas se calculardn medidas de tendencia central (media/mediana) y dispersion
(desviacion estandar) de acuerdo con la distribucion de los datos. En el caso de las variables
cualitativas se realizaran tablas de frecuencia.

La base de datos se elaborara por duplicado en programa Microsoft Office Excel y sera
analizada en el software STATA 14.0.

Tabla 3.Operacionalizacién de variables: Edad y sexo.

Variables Definicion conceptual Definicion operacional Naturaleza Escala Indicadores
Edad Tiempo de vida en Afios cumplidos Cuantitativa Continua Numero de
aflos de cada paciente referidos por el afos

teniendo en cuenta la participante.
fecha de nacimiento
Sexo Conjunto de Hombre (1) Cualitativa Nominal 0 Mujer
caracteristicas  fisicas, Mujer (2) 1 Hombre
bioldgicas, anatémicas y
fisioldgicas de los seres
humanos, que los
definen como hombre o

mujer.
Motivo  de Razon que deriva en Revision de la Cualitativa Ordinal (1) Caries
exodoncia la necesidad de la historia clinica del 2
extraccion de una paciente para la Ortodoncia
estructura dental en un determinar el motivo por (3)Fractura
paciente. el cual se ordend el dental
procedimiento de (4) Otros
exodoncia.
Tamafio del Es el espacio Medida comprendida Cuantitativa Continua (H)>5<10

alveolo resultante de la entre la tabla vestibular mm Horizontal,
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Posicion del
diente

Recuento
plaguetario

Volumen de
PRP
obtenido

Concentraci
on de PRP
obtenido
(13,39)

Inflamacion
(21)

Infeccion
(51)

extraccién de una pieza
dental, que se encontraba
ocupado por la raiz.

Es la referencia en
términos anatémicos del
lugar donde esta ubicado
el diente dentro del
maxilar ~ superior e
inferior.

Es la cantidad de
plaquetas que hay en la
sangre en un momento
determinado.

Se refiere al volumen
de plasma rico en
plaquetas recuperado a

partir de la
centrifugaciéon de la
sangre.

Es la cantidad de
plaquetas que se
concentran en el plasma
rico en plaquetas.

Segln Robbins una

reaccion 0  proceso
defensivo natural del
sistema  inmunoldgico
del organismo como
respuesta al dafio

causado a sus células y
tejidos  vascularizados
por agentes lesivos como
ser microorganismos,
necrosis, agentes
quimicos o fisicos, o

reacciones inmunitarias
entre otros.
Segin  Robbins el

efecto de una lucha en la
cual el microorganismo
infectante trata de
utilizar los recursos del

y palatina o lingual en
sentido horizontal, y en
profundidad la medida

entre la cresta y la
porcion  apical  del
alveolo.

Observacion del

lugar del cual fue
extraida la pieza dental.

Conteo y célculo del
namero de plaquetas por
mm3 mediante la
utilizacién de camara de
Neubauer o equipo de
andlisis automatizado.

Cantidad en pl de
plasma rico en plaquetas
obtenidos mediante
pipeteado después de la
centrifugacion.

El ndmero de
plaquetas por 103/ul
contadas mediante la
utilizacién de camara de
Neubauer o equipo de
analisis automatizado.

Se tomara en
consideracion la
aparicion de los 4 signos
de inflamacion:

Rubor

Calor

Edema

Dolor

Presencia de proceso
inflamatorio 8, 15 y 30
dias después del
procedimiento.

Se realizara la
observacion de las
heridas para la
evaluacion de la
presencia de Abscesos.

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Nominal

Discreta

Continua

Continua

Ordinal

Nominal
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Profundidad
<10mm
() >10 <

18 mm

Horizontal, (3)

Profundidad

>10 mm
(1)Zona

Incisivos
(2)Zona

Premolares
(3)Zona

molares
Nlmero de

plaquetas/ mm3

pL

Ndmero de
plaguetas x 103
/uL

1) Nula:
ausencia de
inflamacién

2) Leve:
inflamacién
intraoral en
zona de la
intervencion.
3) Moderada:
inflamacidn
extraoral en
zona de
intervencion

4) Intensa:
inflamacion
extraoral que se
extiende  mas
allad de la zona
de la
intervencion.

0. Ausencia de
infeccion.
1.Abscesos
2.Celulitis

3. Supuracion
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anfitrion para Celulitis, Supuracion (de

multiplicarse a su costa.  suero con inflamacidn,
hemopurulenta,seropuru
lento,pus, Decoloracion,
olor anormal,
Descomposicion de la
herida en el lugar de
aplicacion de PRP 8, 15
y 30 dias después del
procedimiento
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(de suero con
inflamacién,
hemopurulenta,
seropurulento,
pus.
4.Decolorac
ion
5.0lor anormal
6.
escomposicién
de la herida.

4. Resultados

4.1 Evaluacion y seleccion del protocolo de centrifugacion para la técnica sistema abierto

El objetivo de este punto es determinar el nimero de plaquetas contenidas en el PRP obtenido
mediante cada uno de los cuatro protocolos de centrifugacion escogidos, los cuales difieren en el
namero de revoluciones y en el tiempo de centrifugado entre si (ver Tabla No.2), para conocer de

esta forma cual de ellos ofrece la mayor eficiencia en la concentracion de plaquetas.

Para el establecimiento del protocolo méas adecuado e idoneo para el laboratorio de la
universidad se tomaron cinco (5) muestras de sangre provenientes de 9 pacientes sistémicamente
sanos (los 9 pacientes seleccionados se entrevistaron y se les abrié una ficha clinica para cada
uno y en base a la informacién suministrada por ellos se determind la ausencia de compromisos
sistémicos “Ver Apéndice B”), cuatro se sometieron al centrifugado segun cada protocolo: el
primero propuesto por Anitua y Andia (2000) a 1800 rpm por 8 minutos; el segundo de De
Obarrio y col (2000) y Camargo y col (2002) a 5600 rpm por 6 min; el tercero de Okuda y col
(2003) y Kawasey col (2003) con un centrifugado inicial de 2400 rpm durante 10 minutos,
seguido de otro centrifugado de 3600 rpm por 15 minutos; y el cuarto y Gltimo protocolo
propuesto por Garcia y col (2005) con un centrifugado inicial de 1800 rpm por 8 minutos
seguido por un segundo centrifugado a 1800 rpm por 8 minutos. La quinta muestra se dejé sin
centrifugar para determinar el nimero de plaguetas en condiciones normales. Se realiz6 el
contaje por medio del sistema de camara de Neubauer o equipo de analisis automatizado para

analisis hematoldgico (ver Tabla No.4).
Tabla 4. Resultados implementacion de los protocolos.

Recuento

. Protocolo Protocolo Protocolo
Plaguetario 1 5 3
. inicial
Paciente ST - Plaguetas/m ” Plaquetas/m - Plaguetas/m
3
1 265000 387000 26000 13000
146,04% 9,81% 4,91%
2 372000 366000 58000 13000
138,11% 21,89% 4,91%

3 263000 295000 23000 10000

Protocolo

Plagquetas/m

78000
29,43%
289000
109,06%
209000
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111,32% 8,68% 3,77% 78,87%
4 191000 197000 51000 52000 181000
74,34% 19,25% 19,62% 68,30%
5 225000 179000 48000 10000 3000
67,55% 18,11% 3,77% 1,13%
6 315000 470000 31000 35000 182000
177,36% 11,70% 13,21% 68,68%
7 222000 503000 36000 17000 152000
189,81% 13,58% 6,42% 57,36%
8 322000 537000 25000 12000 237000
202,64% 9,43% 4,53% 89,43%
9 304000 261000 58000 33000 92000
98,49% 21,89% 12,45% 34,72%
Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo
% Volumen 1 2 3 4
Promedio 133,96% 14,93% 8,18% 59,66%
Desviacion 16,51 1,80 1,87 11,07

El mayor nimero de plaquetas obtenido equivalente a un promedio de 133,96% del contaje
promedio inicial fue contado en el PRP obtenido segun el protocolo nimero 1 propuesto por
Anitua y Andia (2000), seguido por el nimero 4 de Garcia y col (2005) con 59,66% y De
Obarrio y col (2000) Camargo y col (2002) con un promedio del 14,93% y por ultimo, el nimero
3 de la técnica de Okuda y col (2003) Kawase y col (2003) con un contaje promedio de 8,18%.

En cuanto al volumen obtenido de PRP por cada protocolo arrojo los siguientes resultados
promedios para los 9 pacientes: el de mayor volumen fue el protocolo 2 con 633,33 L, seguido
por el protocolo 3 con 611,11 uL, en tercer lugar, el protocolo 4 con 494,44 uL y finalmente el
de menor volumen 477,78 del protocolo 1 (ver tabla 5).

Tabla 5. Volumen obtenido de PRP por protocolo.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
_ Numero de  Numero de  Numero de  Numero de
Paciente Plaquetas x 10° /uL Plaquetas x 10° /uL Plaquetas x 10° /uL Plaquetas x 10° /uL
1 300 600 700 600
2 550 800 900 750
3 550 600 900 550
4 500 500 200 300
5 500 600 500 400
6 500 800 800 500
7 400 600 600 500
8 500 800 600 500
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9 500 400 300 350
Promedio 477,78 633,33 611,11 494,44
Desviacion

estandar 26,50 47,14 82,40 45,22

Teniendo en cuenta el grafico 1, donde se muestra la concentracion de PRP obtenido en cada
protocolo en comparacion con los resultados arrojados por la tabla 8, se puede deducir a simple
vista que a medida que disminuye el volumen obtenido de PRP su concentracion aumenta, aqui
se puede evidenciar una relacion de proporcionalidad inversa la cual se puede apreciar en la tabla
6.

Tabla 6. Comparacion volumen vs concentracion obtenida de PRP por protocolo.

Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo

Promedio 1 2 3 4
133,96
% Concentracion % 14,93% 8,18% 59,66%
Volumen obtenido PRP
Plaquetas x 103 /uL 477,78 633,33 611,11 494 .44

4.2 Protocolo 1: propuesto por Anitua y Andia (2000)

A continuacidn, se describe el proceso paso a paso para la obtencion del PRP segun el
procolol propuesto por Anitua y Andia (2000):

Realizar asepsia de la zona de puncion de la vena cefalica con alcohol isopropilico.

Hacer la puncién venosa en la region ante cubital para la obtencién de la sangre, Se debera
obtener 5cc. Es ideal la utilizacion de agujas con calibre mayor a 22G.

Tomar la sangre e introducirla en un tubo vacutainer (tubo tapa azul con citrato trisddico al
3,8% como anticoagulante) y rotular con los datos del paciente.

Utilizando la centrifuga de sobremesa Thermo Scientific™ Heracus™ Megafuge™ 8R
Aplicar velocidad de centrifugacion de 1800 rpm, 1 ciclo de centrifugado de 8 minutos a la
muestra de sangre extraida del paciente.

Con una pipeta de 500 microlitros se aspira la fraccion 1 y se traslada a un tubo eppendorf
estéril, repitiéndose el proceso se aspira la fraccion 2 estos 500 microlitros, se lleva a otro tubo
eppendorf estéril etiquetado. Para la fraccidn 3 se realiza un pipeteado mas cuidadoso, para evitar
las eventuales turbulencias que se puedan producir, y de este modo no aspirar los hematies ni la
serie blanca ya que esta fraccion de plasma mas rico en plaquetas y factores de crecimiento son
los 500 microlitros que se encuentran encima de la serie blanca, se colecta lo obtenido en este
pipeteado en un tubo eppendorf estéril y es etiquetado.

Teniendo listo el PRP, en la unidad odontologica, se procede a su activacion utilizar cloruro
calcico al 10% en una proporcién de (0,05 ml/ ml de PRP) y cuando se observe que las plaquetas
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hayan formado una maya de fibrina, esto ocurre alrededor de los 10 minutos después de la
activacion se procede aplicar el PRP.

Obtencion del PRP bajo el Protocolo 1 y aplicacion en los pacientes seleccionados

4.3.1 Obtencion del PRP.

La poblacion de estudio fueron pacientes de la ciudad de Bucaramanga que acudieron las
clinicas odontoldgicas de la USTA, en el periodo de mayo-junio del 2018, realizando un estudio
experimental, longitudinal, prospectivo, clinico no contralado, abierto y seleccionado 4 pacientes
que con indicacion de exodoncia por tratamiento de ortodoncia. En base a los criterios
establecidos en la Tabla 3 Operacionalizacion de variables, se seleccionaron pacientes que
cumplieran con los criterios establecidos, en donde quedaron incluidos 3 pacientes femeninos y 1
masculino, en edades comprendidas entre 20 y 24 afios, los cuales comparten el mismo motivo
pacientes con orden de exodoncia por tratamiento de exodoncia. (Ver tabla 7). Del total de
pacientes seleccionados se llevo el proceso a buen término y no se incurrié en aplicacion de
criterios de exclusion.

Tabla 7. Resultado de la obtencion del PRP.

Paciente Edad Sexo MO . e
exodoncia

1 24 Mujer Ortodoncia

2 24 Nombre Ortodoncia

3 20 Mujer Ortodoncia

4 24 Mujer Ortodoncia

En referencia la obtencion del PRP se llevd a cabo en un periodo de tiempo de 30 minutos,
donde se extrajo a cada paciente 5 cm?® de una via periférica que por su sencillez fue de la vena
cefalica de la flexura del codo (figura 2). Se desinfectd la zona con alcohol de 96 grados y se
realizd la venopuncion mediante el uso de una aguja vacutainer eclipse® en la cual se ensamblo
un tubo vacutainer tapa azul de 5ml que contenia de citrato sédico como anticoagulante). De
esta forma se consiguio una muestra de sangre en ambiente estéril y sin manipulacion.

Figura 2. Venopuncion.
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Teniendo los tubos de ensayos listos con la muestra de sangre y el anticoagulante, se lleva
este a la centrifuga para la obtencién del PRP.

Se usO una centrifuga de sobremesa Thermo Scientific™ Heraeus™ Megafuge™ 8R el cual
centrifugo las muestras a 1800 rpm por 8 min, se obtiene la serie roja, blanca y el plasma, en la
cual mediante un pipeteado se separan las tres fracciones del plasma siendo las siguientes F1: un
plasma pobre en plaquetas y en factores de crecimiento. F2 un nimero de plaquetas similar a la
de la sangre periférica. F3: proximos a la serie blanca, es donde se encuentra el PRP y los
factores de crecimiento (ver figura 4).

Figura 3.Pipeteado de la fraccién correspondiente al plasma rico en plaquetas.

A continuacion en la tabla 8, se puede apreciar los resultados para los 4 pacientes donde arroja
que se obtiene el mismo volumen de 500 pL PRP en las mujeres y superado en 100 pL por el
paciente masculino con 600 pL. En cuanto a la Concentracion del PRP mas alta se obtiene del
paciente 3 con 537000/ pL y la menor del paciente 1 con 470000 / pL.

Tabla 8. PRP obtenido por cada paciente.

Recuento

F3: volumen del plaquetario Concentracion del PRP
Paciente  PRP obtenido Inicial obtenido

pL NUmero de Nudmero de plaquetas x 10° /uL

Plaquetas / mm?®

1 500 298000 470000
2 600 276000 503000
3 500 352000 537000
4 500 255000 503000

La concentracion promedio del PRP obtenida fue de 503250/uL que es 1,7 veces mas del
recuento plaquetario promedio 295250, lo que indica segun los autores en donde Se han
publicado niveles de concentracion que van desde menos de 2 hasta 8,5 veces el nivel normal,
que el PRP contiene una alta concentracion de plaquetas, y consiguientemente es rico en factores
de crecimiento y de la coagulacion (35).
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4.3.2 Aplicacion del PRP.

El procedimiento se llevé a cabo en las instalaciones de las clinicas odontoldgicas de la
universidad, previo a la cirugia se procedio a diligenciar la historia clinica de cada paciente, se
solicitaron hemogramas recientes, junto con los consentimientos informados tanto de toma de
muestra como para la aplicacion del PRP.

Antes de iniciar con el procedimiento quirdrgico se obtuvo la tension arterial de cada
paciente, se le realiz6 asepsia de la zona de puncién de la vena cefélica con alcohol isopropilico.
Luego se obtuvo una muestra sanguinea de 5ml con un sistema vacutainer y esta se deposito
directamente en un tubo estéril tapa azul que contiene citrato sédico como anticoagulante y se
rotul6 con los datos del paciente.

Esta muestra se someti6 al protocolo 1 de obtencion de PRP previamente establecido, como se
describen a continuacion: se aplicaron 1800 rpm, 1 ciclo de centrifugado de 8 minutos, utilizando
la centrifuga de sobremesa Thermo Scientific™ Heraeus™ Megafuge™ 8R.

Posteriormente, las fracciones obtenidas del plasma se separan mediante pipeteado muy
meticuloso para no crear turbulencias. Este proceso va a tardar un tiempo de 5 minutos. Se
comienza a pipetear desde arriba, pero la fraccion mas importante es la tltima: Con una pipeta de
500 microlitros se aspira la fraccion 1 y se traslada a un tubo eppendorf estéril, siendo esta
fraccion un plasma pobre en plaquetas y, por lo tanto, pobre en PRP, repitiéndose el proceso se
aspira la fraccién 2 estos 500 microlitros corresponderdn a un plasma con un numero de
plaquetas similar al que tiene la sangre periférica y al igual que con la fraccion 1, se lleva a otro
tubo eppendorf estéril etiquetado, Para la fraccion 3 se realiza un pipeteado mas cuidadoso, para
evitar las eventuales turbulencias que se puedan producir, y de este modo no aspirar los hematies
ni la serie blanca ya que esta fraccion de plasma maés rico en plaquetas y factores de crecimiento
son los 500 microlitros que se encuentran encima de la serie blanca, se colecta lo obtenido en
este pipeteado en un tubo eppendorf estéril y es etiquetado.

Continuando con el protocolo la unidad odontoldgica donde se realizard el procedimiento
debe estar con todas las medidas de bioseguridad, asepsia, antisepsia y campo quirurgico estéril.

Se anestesia de la zona donde se realizara la exodoncia indicada.

Se realiza la exodoncia.

Ya teniendo listo el PRP, en la unidad odontoldgica, se procede a su activacion para ello se
utiliza cloruro célcico al 10% en una proporcion de (0,05 ml/ ml de PRP) y cuando observamos
que las plaguetas hayan formado una maya de fibrina, esto ocurre alrededor de los 10 minutos
después de la activacion lo aplicamos en el alveolo.

Figura 4. Activacion del PRP.
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Figura 6. Sutura con AssuCryl® (PGA) 5-0
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Se cita el paciente a control a los 8, 15 y 30 dias para hacer el seguimiento.

4.4 Evaluacion de la evolucion clinica

Para la presente investigacion en cuanto lo que refiere a la evolucién clinica de los pacientes a
los cuales se les aplico el PRP se analizaron tres variales de operacionalizacion las cuales son;

inflamacion e infeccion.

Los controles y revisiéon de la evolucidn de cada paciente se hicieron a los 8, 15 y 30 dias
después de realizado el procedimiento de exodoncia y aplicacion del PRP, a continuacién, en la
tabla 9 se puede apreciar los resultados arrojados para los 4 pacientes:

Tabla 9. Resultados control de inflamacion e infeccién a 8, 15 y 30 dias.

15 Dias
Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Control Inflamacién Control Infeccion

Paciente 8 Dias 15 Dias 30 Dias 8 Dias
Ausencia de

1 Leve Nula Nula infeccion
Ausencia de

2 Leve Nula Nula infeccién
Ausencia de

3 Leve Nula Nula infeccion
Ausencia de

4 Leve Nula Nula infeccion

30 Dias
Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Ausencia de infeccion

Como se puede observar la inflamacion en todos los pacientes en la primera consulta de
seguimiento a los 8 dias muestran un nivel 2 lo cual representa una leve inflamacion intra oral en
zona de la intervencion ademas se observo heridas quirdrgicas afrontadas con punto de sutura

algunos de los cuales presentaron dehiscencia.
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En el control a los 15 dias se observa &reas intervenidas con afrontamiento parcial de los
tejidos, en proceso de cicatrizacién sin signos infecciosos ni inflamatorios, lo cual permite
concluir que con la aplicacion del PRP ayuda a la disminucién y eliminacion de la inflacion en
un periodo igual o inferior a 15 dias.

En el ultimo control a los 30 dias se observa area quirurgica con afrontamiento total de los
tejidos manteniéndose sin signos inflamatorios ni infecciosos, en donde la variable de control de
la infeccidn se resalta que en ninguna de los controles realizado a los 4 pacientes se manifesto,
siendo esto un resultado muy satisfactorio para la implementacion del PRP. A continuacion, en la
figura 9 se puede ver el registro fotogréafico de la evolucion del control de la inflacion e infeccion
de los pacientes a 8,15 y 30 dias.

Paciente 8 Dias 15 Dias 30 Dias
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Figura 7. Registro fotogréafico de la evolucion de inflamacién e infeccion en los controles a 8,
15y 30 dias.

4.5 Establecimiento del costo para la obtencion y aplicacion de PRP mediante el uso de la

técnica abierta acorde con el protocolo 1

Se establecio el costo para obtencion y aplicacion del PRP mediante el paso a paso del

protocolo implementado a continuacion en la tabla 10 se puede ver en detalle su valor:

Tabla 10. Costo para la obtencion del PRP.

Paso

8

Procedimiento protocolo 1

Toma de tension arterial.

Asepsia de la zona de puncion de la
vena cefalica con alcohol isopropilico.

Toma de 5ml muestra sanguinea.
Deposito de la muestra en un tubo
estéril tapa azul que contiene citrato
sodico como anticoagulante.

Centrifugacion de la muestra segin
protocolo.

Extraccion de las fracciones obtenidas
del plasma mediante pipeteado.

Uso de cabina de bioseguridad clase |1

Activacion el PRP

Mano de obra del bacteriélogo

Sub total

Total

Materiales y equipos requeridos

1 tensiometro *

1 copo de algodén
1 cmd alcohol isopropilico.

1 anguja maltiple vacutainer 21G
11/2*

1 tubo estéril tapa azul con citrato
sodico

1 camisa Holder Venojet

1 centrifuga de sobremesa Thermo
Scientific™ Heraeus™
Megafuge™ 8R.*

1 Micropipeta Brand de 1002 1000
pL *

3 punta de micropipeta azul
estandar

3 tubo eppendorf esteriles

Telstar bio Il Advance

(0,05 ml/ ml de PRP) cloruro de
calcio al 10%

Costo
unitario

$500

$20
$50

$380

$600
$400

$5000

$500
$140

$280
$5000

$200

$25.000
$38.070

Costo
Total

$500

$20
$50

$380

$600
$400

$5000

$500
$420

$840
$5000

$200

$25.000
$38.910

Nota: Se estima el costo de uso de los equipos la clinica de la universidad, mas no se tiene su valor de compra a
causa de que estos equipos ya fueron adquiridos por la clinica de la universidad.

5. Discusion

En el organismo el Unico tejido capaz de regenerarse es el hueso, despues de la injuria la
generacion Osea debe permitirse de modo que el paciente regrese a la normalidad estructural y
funcional del accidente 6seo afectado. En odontologia y en especial en implantologia oral es
importante la osteointegracion y la utilizacién de mecanismos como el plasma rico en plaquetas

que contribuyan a mejorar la recuperacion funcional y estética del paciente (12, 19, 35).
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El plasma rico en plaguetas ha sido utilizado con buenos resultados en terapia osteoinductora
(12, 28) sin embargo, la literatura reporta una amplia gama de factores que pueden afectar la
eficiencia de su obtencion y por ende su utilizacion (20, 30, 47). El desarrollo de las técnicas de
obtencion de plasma rico en plaquetas se encuentra ampliamente descrito, esta investigacion tuvo
como objetivo estandarizar la técnica de obtencidn de plasma rico en plaguetas (PRP) para las
clinicas odontoldgicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga.

Se pudo determinar que el protocolo méas adecuado de acuerdo a la condiciones y equipos
disponibles en el laboratorio de la clinica fue el propuesto por Anitua y Andia en el afio 2000
(47), el cual consiste en la aplicacion de una velocidad de centrifugacién de 1800 rpm en 1 ciclo
de centrifugado de 8 minutos a la muestra de sangre extraida del paciente, obteniendo
concentracion promedio de 133,96% =+ 16,51 plaquetas/mm?® datos que difieren
significativamente de los obtenidos por Garcia y Cols (47) quienes utilizando el mismo protocolo
alcanzaron una concentracion de 90,31%. Por su parte otra investigacion (38) con el mismo
protocolo, incluyendo 5 paciente encontré concentracion de PRP de 160,63%. La observacion de
los datos mostrados por los investigadores permite evidenciar que la variacién de gran magnitud
en al menos 1 de los individuos incluidos en el estudio permitié bajar el promedio de forma
importante, ademas en uno de los estudios se recolectd PRP a partir de 10 ml de sangre, luego
todo esto apoya la hipotesis que el protocolo podria variar por diferencias individuales, ademas
de las provocadas por el equipo utilizado y otros factores. Este estudio encontré que mediante la
implementacién del protocolo de Anitua y Andia se pudo obtener mayor concentracion de PRP
con menor cantidad de plasma respecto al de otros autores como DeObarrio y col (2000)
Camargo y col (2002), Okuda y col (2003) Kawase y col (2003) y finalmente el de Garcia y col
(2005).

Algunos investigadores sugieren que el plasma rico en plaquetas deberia concentrar de tres a
cuatro veces la concentracion normal, sin embargo, ain no se ha establecido la relacion directa
entre este pardmetro y el beneficio clinico. Las publicaciones varian respecto al conteo celular
obtenido luego de la obtencion del plasma rico en plaquetas, esto podria estar influenciado por la
utilizacion de kits comerciales, las diferencias entre los equipos que son utilizados, la cantidad de
factores de crecimiento y citocinas contenidos en la sangre. Comparar la concentracion de
plaquetas obtenidas por distintos dispositivos y usando varios protocolos es sumamente
relevante, ya que se demuestra la diversidad de resultados que pueden ser obtenidos dependiendo
del equipamiento que sea usado, lo que significa que, si la concentracion de plaquetas cambia de
un concentrado a otro, podria esperarse que los resultados en la aplicacion del paciente puedan
diferir. De modo tal que se hace indispensable estandarizar la técnica que permita garantizar una
mayor eficiencia en la obtencion del PRP, puesto que indudablemente la 6ptima obtencion podra
ofrecer mejores resultados clinicos.

La limitacion principal estuvo en la no implementacion la técnica de aféresis plasmatica para
la obtencion de la muestra de sangre ya que esta requiere de la utilizacién de equipos con mayor
tecnologia no disponible por la clinica de la universidad en comparacion del sistema abierto, que
no es un proceso totalmente cerrado y automatizado. El hallazgo positivo en cuanto a la
Aplicacion del PRP mediante el protocolo de Anitua y Andia para los pacientes con exodoncias
ordenadas por tratamientos de ortodoncia, se aprecid ausencia total de infeccion en la zona
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tratada y una leve inflamacion que desaparece a los 15 dias de aplicado el PRP. Con los
resultados favorables obtenidos con la aplicacion del PRP en pacientes con exodoncias se pudo
verificar el papel del PRP en la regeneracion 0sea investigacion anteriormente por Fennis et al
(44), el cual describe al PRP como una herramienta importante en la recuperacion de las cirugias
maxilofaciales.
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6. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados de diferentes estudios cientificos y los equipos de
centrifugacion disponibles en la clinica odontoldgica de la universidad la metodologia idonea
para la obtencion del plasma rico en plaquetas es abierta, ya que esta permite usar equipso
sencillos como la centrifuga de sobremesa Thermo Scientific™ Heracus™ Megafuge™ 8R
ademas de necesitar menores volumenes de sangre.

El protocolol propuesto por Anitua y Andia (2000) logro obtener el mayor nimero de
plaquetas por tanto fue el seleccionado para establecerlo como el indicado para la obtencion de
plasma rico en plaquetas en las clinicas odontoldgicas de la Universidad Santo Tomas de
Bucaramanga.

Se evidencid una relacién de proporcionalidad inversa en la obtencion de PRP en los 4
protocolos, ya que a medida que disminuye el volumen obtenido de PRP su concentracion
aumenta.

La concentracion promedio del PRP obtenida de los 4 pacientes a los cuales se les aplico el
PRP fue de 503250/pL que es 1,7 veces mas del recuento plaquetario promedio 295250,
cumpliendo esta en requerimiento de concentracion idoneo para la implementacion de la técnica.

Se logré verificar la seguridad de la aplicacion del PRP en los alveolos post exodoncias,
puesto que en ninguno de los pacientes se presentd infeccion y la inflacién desaparecié en un
tiempo menor e igual a 15 dias.

El costo de la obtencién del PRP en la clinica odontolégica de la universidad es muy
asequible, el cual permitira que aumente el nimero de pacientes interesados en aprovechar los
beneficios de la aplicacidn del plasma rico en plaquetas.
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7. Recomendaciones

Sugerimos que futuras investigaciones se pueda determinar la influencia de la aplicacion del
PRP al observar una disminucién de la reabsorcion del tamafio del alveolo en su proceso de
cicatrizacion.

Realizar investigaciones a la luz de disefios experimentales tipo ensayo clinico controlado
aleatorizado que incluyan periodos de seguimiento a largo plazo (a 4, 6 y mas meses) y en
combinacion con otros materiales de regeneracion para verificar la evidencia y constancia de los
beneficios de este a través del tiempo.
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9. Apéndices
Apéndice A. Disefio de consentimientos informados.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION AL ESTUDIO
ESTANDARIZACION DE UNA DE OBTENCION DE PLASMA RICO EN
PLAQUETAS (PRP) EN LAS CLINICAS ODONTOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
SANTO TOMAS DE FLORIDABLANCA.

Patrocinador del estudio: Universidad Santo Tomas
Investigador responsable: Rene Rodriguez
Elena Fajardo

Directora de la investigacion: Dra. Luz Elena Achila

El proposito de esta informacién es ayudarle a tomar la decision de participar (o permitir
participar a su hijo/hija, familiar o representado), -0 no-, en la investigacion odontolégica de
estandarizaciéon de una de obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) en las clinicas
odontoldgicas de la universidad santo tomas de Floridablanca.

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hagale las
preguntas que desee al médico o al personal del estudio.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio ya que cumple con nuestros criterios de
inclusién los cuales son: personas mayores de 18 afios, sisttmicamente sanos y libres de procesos
infecciosos. El objetivo general de esta investigacion es estandarizar de una de obtencién de
plasma rico en plaquetas (PRP) para los servicios de las clinicas odontoldgicas de la Universidad
Santo Toméas de Bucaramanga. Y los objetivos especificos son implementar el protocolo de
obtencion y aplicacion del PRP en cinco usuarios de las clinicas odontoldgicas de la USTA,
evaluar la evolucidn clinica de la aplicacion de terapia con PRP en cinco usuarios de las clinicas
odontoldgicas de la USTA bajo el protocolo propuesto, establecer el costo de obtencién vy
aplicacion de PRP mediante el uso de la técnica abierta acorde con el protocolo propuesto en el
presente trabajo.

En el desarrollo de esta investigacion se realizara la recoleccion de algunos datos en la ficha
clinica, adicionalmente la colecta de sangre para que sea analizada en el laboratorio para la
obtencion del plasma rico en plaquetas, posteriormente la exodoncia del diente propuesto en su
plan de tratamiento odontoldgico y colocacion del plasma rico en plaquetas obtenido de su
propia sangre. Se realizaran controles clinicos a los 8, 15, y 30 dias posteriores a la exodoncia.

La toma de la muestra sanguinea se realizara con agujas nuevas y estériles que garantizan
seguridad al paciente. Durante o después de la toma puede sentir un dolor leve. En algunas
personas en el lugar de la toma de la muestra pueden desarrollar un hematoma o morado, que
generalmente desaparece luego de una semana. De la muestra de sangre se obtendra el plasma
rico en plaqueta el cual serd aplicado en el alveolo y el sobrante de la muestra serd desechada.
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Los datos recolectados y los resultados seran confidenciales y solo se usaran en el estudio. Bajo
ninguna circunstancia los pacientes seran identificados de manera individual. De acuerdo con el
articulo 11 de la resolucion No.008430 del Ministerio de Salud, este estudio es de riesgo minimo.

Los resultados obtenidos le seran informados, al igual que a su odontologo tratante, el que le
indicara el curso de accion odontologica mas adecuado para usted (o su hijo/hija, familiar o
representado).

El beneficio que obtiene usted (o su hijo/hija, familiar o representado) al participar en esta
investigacion es mejorar la cicatrizacion del alveolo en la cual se le realizo la exodoncia.

Los riesgos que se pueden presentar son infeccién, inflamacion.

A cada paciente una vez realizada la intervencion se le prescribira tratamiento
antiinflamatorio (diclofenaco sédico 50 mg cada 8 horas durante 4 dias) y analgésico como
medida de rescate (acetaminofén 500mg cada 6 horas en caso de dolor).

En los casos en los que se documente proceso infeccioso del area quirtrgica sera tratado por
el Doctor Rene Rodriguez o la Doctora Elena Fajardo; como se ha indicado la investigacion es
de bajo riesgo pero en caso que se presente este proceso se iniciara de manejo antibiético con
cubrimiento para gérmenes comunes en infecciones odontogénicas y controles periddicos para
observacion clinica para evaluar evolucion. El costo del manejo seré cubierto por el estudio.

El costo del procedimiento de la exodoncia no es asumido por el estudio. Los costos del
procedimiento de la obtencion y aplicacion del plasma rico en plaquetas seran cubiertos por el
estudio.

La informacion obtenida se mantendra en forma confidencial. Es posible que los resultados
obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo, su nombre (o el de
su hijo/hija o familiar) no sera conocido.

Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted tiene el derecho a
no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse (o retirar a su hijo/hija, familiar o
representado) de esta investigacion en el momento que lo estime conveniente. Al hacerlo, usted
(o su hijo/hija, familiar o representado) no pierde ningun derecho que le asiste como paciente de
esta institucion y no se vera afectada la calidad de la atencién odontologica que merece.

Si usted retira su consentimiento, su muestra (de sangre) seran eliminadas y la informacion
obtenida no sera utilizada.

Con base en todo lo anterior, confirmo y entiendo a cabalidad que mi consentimiento es
voluntario y que al firmarlo no estoy liberando al personal de salud de Cualquier responsabilidad
legal por dafios causados.

Si usted tiene alguna pregunta con respecto a este estudio puede contactar al Dr.Rene
Rodriguez Hernandez. Correo electronico rene.rodriguez@ustabuca.edu.com; teléfono
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3115361177 o a la Dra Elena Fajardo Eraso. Correo electrénico olga.fajardo@ustabuca.edu.com;
teléfono 3183121507.

Después de haber leido y entendido completamente lo que dice el documento firmo libre y
voluntariamente, y me quedaré con una copia.

¢Acepta usted participar en el estudio? Si No

Nombres y apellidos del participante:

Firma:
Documento de identidad

Nombre del encuestador

Firma
Fecha

En caso de tener alguna inquietud o pregunta con relacion a la investigacion contactar al Dr.
Rene Rodriguez. Correo electrénico rene.rodriguez@ustabuca.edu.com o al Telf. 3115361177 o
a la Dra. Elena Fajardo Eraso. Correo eléctrico olga.fajardo@ustabuca.edu.com o al telf.
3183121507
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CONSENTIMIENTO INFORMADO- TOMA DE MUESTRA

Estandarizacion de una Obtencion De Plasma Rico En Plaquetas (PRP) En Las Clinicas
Odontologicas De La Universidad Santo Tomas De Floridablanca.

Patrocinador del estudio: Universidad Santo Tomas
Directora del proyecto: Dar. Luz Elena Archila
Investigador responsable: Rene Rodriguez

Elena Fajardo

Nombre del donante:

El proyecto se llevard a cabo en el municipio de Floridablanca, departamento de Santander
Sefior(a):

La presente investigacion tiene como objetivo obtener plasma rico en
plaquetas para su utilizacion en los procedimientos odontologicos. Esta investigacion se
considera de riesgo minimo para usted, ya que el estudio se hard la toma de una muestra de
sangre obtenida durante la flebotomia, por tanto, la investigacion se llevara a cabo en las clinicas
odontolégicas de la USTA, bajo las normas de bioseguridad para garantizar que no se presente
ningun riesgo para usted. La muestra de sangre se utilizara para hacer la obtencién del PRP. El
investigador principal y los coinvestigadores en el presente estudio garantizan que su nombre,
apellidos y nudmero de identificacion serdn mantenidos en total confidencialidad. Yo,
, mayor de edad (___ afos),

identificado(a) con c.c.# de
y con domicilio en Declaro: Que el
profesional: Me explicd que

realizara los estudios arriba mencionados en la MUESTRA DE SANGRE obtenida durante la
flebotomia y como parte del proceso de donacion de sangre. El profesional hizo aclaracion en lo
siguiente:

» La muestra de sangre se utilizara para obtener el plasma rico en plaquetas.

* Usted no tiene ninguna obligacion con los investigadores, la participacion es voluntaria y en
cualquier momento y sin necesidad alguna de explicacién, puede retirarse del estudio y revocar
el consentimiento que ahora presta. El investigador est4d obligado a guardar reserva con los
resultados obtenidos.

* La participacion en esta investigacion no incluye retribucion econdmica, tampoco representa
costos adicionales para usted y no presenta ningun riesgo que comprometa el estado de su salud
actual.

* La responsabilidad de la persona que desea participar en la investigacion queda limitada a
otorgar el consentimiento informado para el uso de la muestra de sangre. El tiempo de su
participacién en la investigacién comprende solo el de la toma de muestra y la firma de este
consentimiento. Sin embargo, el uso de las muestras obtenidas de usted sera hasta el momento en
que decida cancelar el consentimiento informado.

» Las muestras y los datos del paciente obtenidos en esta investigacion Se conservaran de
forma privada en los archivos del grupo; si por algin motivo se presentara el caso en que se
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requieran utilizarlos en otros estudios, solo se podra hacer con la aprobacion del Comité de Etica
de la Facultad de Salud para la utilizacion de las muestras y de los datos previo andlisis del
estudio a realizar.

» La informacion obtenida de este estudio en todo momento serd confidencial, su nombre
nunca aparecerd como tal y se le asignard un numero el cual sera su identificacion en la
investigacion. Los resultados obtenidos sélo apareceran en publicaciones cientificas o solo
podrian ser divulgados a las autoridades de salud en los casos que la ley estipule para ello.

* Para obtener este consentimiento informado previamente se le explicara en un lenguaje claro
y sencillo lo relacionado con la investigacion, en forma personal y sin presion externa por medio
de una entrevista persona a persona. Usted puede realizar todas las observaciones y se le
aclarardn todas las dudas que plantee, ademas usted recibird una copia de este consentimiento
Manifiesto que estoy satisfecho(a) con la informacion recibida, que comprendo el alcance y los
riesgos de la investigacion y que no recibi ningun tipo de presién por parte del personal para
participar en el estudio. Y en tales condiciones CONSIENTO Que se utilice la MUESTRA DE
SANGRE obtenida durante mi flebotomia como parte del proceso de donacién de sangre, para
realizar en ella los estudios pertinentes para este proyecto, ademas que recibo una copia de este
consentimiento.

Riesgos y complicaciones de la extraccion de sangre.

1. Formacion de hematoma: es la complicacion mas comun de la venopuncion. EI hematoma
se origina por el desbordamiento de la sangre en el tejido, durante o después de la puncion,
siendo visualizado en forma de protuberancia. Si la formacion del hematoma se identifica
durante la puncién, se debe retirar inmediatamente el torniquete y la aguja, y después, realizar
una compresion local durante al menos dos minutos. El uso de compresas frias puede ayudar a
atenuar el dolor local.

Las situaciones que pueden precipitar la formacién de un hematoma son:

* Existencia de vena fragil o muy pequefia en relacion con el calibre de la aguja.

* Cuando una aguja traspasa la pared posterior de la vena punzada.

« Cuando la aguja perfora parcialmente la vena, no penetrandola por completo.

* Realizacion de diversos intentos de puncion sin éxito.

* La aguja se extrae sin retirar previamente el torniquete.

* Aplicacion de presion inadecuada en la zona de la puncion.

2. Puncion accidental de una arteria: La probabilidad de punzar accidentalmente una arteria es
relativamente rara, recordandose que la eleccion adecuada de la zona de puncién es primordial
para evitar este tipo de accidente. Siempre que tenga lugar estd asociado al intento de una
puncion venosa profunda. Se produce con mas frecuencia, cuando se intenta punzar la vena
basilica, que se encuentra muy proxima a la arteria braquial. La puncion accidental de una arteria
se puede identificar por el «rojo vivo» de la sangre y por el drenaje de la sangre a chorro, o por el
ritmo pulsatil de la sangre hacia el interior del tubo. Si tiene lugar una puncién inadvertida de
una arteria, es importante realizar una presion local, durante, al menos, 5 minutos, ademas de una
oclusion més eficaz de la zona de la puncion.

3. Anemia yatrégena: EI volumen de sangre extraido normalmente de pacientes sanos, para la
realizacion de anélisis de laboratorio, no produce ningun tipo de perjuicio al organismo.

4. Infeccion: La posibilidad de desarrollar un proceso infeccioso en la zona de la
venopuncion, aunque rara, no se debe descartar. La antisepsia del punto de puncion debe ser bien
ejecutada y la zona preparada para la puncién no se debe tocar después de este proceso. Entre
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las medidas recomendadas se encuentran: el uso de algodén hidréfilo mojado en alcohol etilico
comercial, alcohol yodado o antisépticos basados en yodo, disponibles comercialmente. El
intervalo entre la retirada del protector de la aguja y la venopuncion debe ser el minimo posible.
El parche adhesivo debe ser abierto Unicamente en el momento de la aplicacion en la piel del
paciente y mantenido por lo menos 15 minutos después de la extraccion.

5. Lesion nerviosa: Para prevenir la lesion de algin nervio, se recomienda evitar la insercion
muy répida o profunda de la aguja. No se debe realizar la puncion de una vena por medio de
multiples intentos de redireccionamiento de la aguja insertada de forma aleatoria. Si no se tiene
éxito en el primer intento de puncion, se retirard la aguja y se realizard una segunda puncion,
preferiblemente en otra zona. Se debe indicar al paciente que no realice movimientos bruscos
durante la extraccion.

6. Dolor: después de la puncién es de baja intensidad y soportable, aunque tranquilizar al
paciente antes de la extraccién ayuda sobremanera en su relajacion, haciendo el procedimiento
menos doloroso. La zona de puncion debe estar seca, si se ha utilizado alcohol para la antisepsia,
lo que disminuye la sensacion dolorosa.

El dolor intenso, parestesias, irradiacion del dolor por el brazo, presentadas durante o después
de la venopuncién, indican que se ha visto afectado un nervio y requieren de medidas como
tranquilizara el paciente informandole de que el 96% de las lesiones nerviosas relacionadas con
la venopuncion generalmente se resolvian en 1, 3 y 6 meses. Y Se establecerd un seguimiento
durante 4 semanas en el postoperatorio para la evaluar la evolucién, resoluciéon o presencia de
déficit neuroldgico residual.

En Constancia firma Participante:
Ciudad y Fecha Cédula ciudadania #:
Teléfono #:

Nombre investigador:
Firma: Fecha:

En caso de tener alguna inquietud o pregunta con relacion a la investigacion contactar

Dr. Rene Rodriguez Hernandez. Correo electronico rene.rodriguez@ustabuca.edu.com;
teléfono 3115361177 o a la Dra. Elena Fajardo Eraso. Correo electronico
olga.fajardo@ustabuca.edu.com; teléfono 3183121507.
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Apéndice B. Ficha clinica en Blanco.

Clinicas Odontoldgicas de la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga.

FICHA CLINICA
Proyecto de investigacion
Estandarizacion de una técnica para la obtencion de plasma rico en plaguetas (PRP) en las
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Odontograma
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Periodontograma
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Analisis Periodontal

Diagnostico odontologico

Anadlisis de exdmenes de laboratorio(Hemograma)

Resultados de prueba de PRP

Recuento plaquetario

Volumen obtenido de
PRP

Concentracion de PRP
obtenido

Firma de paciente
N° de CC.

Firma de estudiante que llena la ficha clinica
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Apéndice C. Cronograma.
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Apéndice D.Presupuesto

60

CONCEPTO CANTIDAD VALOR VALOR
UNITARIO TOTAL
Utilizacion de sala de 6 intervenciones $95.000 $570.000
procedimientos
Evaluacién clinica 6 $19.400 $116.400
(historias clinicas)
Laboratorio 6 veces $50.000 $300.000
Materiales de $300.000
laboratorio
Bacteriologa 10 horas $70.000 $700.000
Estudiantes 150 horas $40.000 $6.000.000
Papeleria $100.000
Transporte $350.000
Base de datos $2.000.000
TOTAL $10.436.000




