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INTRODUCCION

Desde la aparicion de los primeros estudios cientificos sobre el plasma rico en plaquetas
0o, como se le llama actualmente, plasma rico en factores de crecimiento tisular, se ha
desarrollado una vertiginosa carrera por la utilizacion de esta sustancia, que se describe con
maravillosas cualidades, variedad de usos y su potencia para participar en la regeneracion de
tejidos.

Sin embargo, es muy importante analizar detalladamente los antecedentes aportados por la
literatura y la forma en que se han desarrollado estos estudios. Para nosotros es fundamental
mostrar que a la vista de estos antecedentes, actualmente no podemos decir con la rigurosidad
deseada que todas las cualidades nombradas para el plasma rico en factores de crecimiento tisular
sean tan aplicables como se ha descrito.

Tanto la literatura reciente como la encontrada desde los afos ochenta, no nos permite
aseverar que, clinicamente, el aporte de plasma rico en factores de crecimiento en un injerto 6seo
sea un factor que mejore la calidad o cantidad de los tejidos a regenerar. Creemos que el
analisis critico de esta literatura y, fundamentalmente, de la metodologia para realizar los
estudios, nos permite plantear dudas que aparecen al revisar estos trabajos. Hemos estudiado
acuciosamente la forma en que se produce la regeneracion désea en un injerto y como participan
las plaquetas en un proceso normal de reparacidon, pero aun no podemos decir que el aumento de
la cantidad de factores de crecimiento liberados por las plaquetas, al aportar un concentrado
durante este periodo regenerativo, permita una mejoria significativa en la respuesta tisular.

Queremos plantear una discusion alrededor de la utilizacion de esta sustancia con el fin
de poder aclarar si realmente estamos frente a una sustancia maravillosamente activa en la
regeneracion tisular o solamente se trata de un aglutinante de particulas y muy buen hemostatico
en la practica clinica.

Es de gran importancia para nosotros poder describir con certeza si la utilizacién de un
concentrado plaquetario es un aporte real a nuestro resultado clinico en nuestros pacientes,
estamos absolutamente convencidos y lo hemos ratificado en la literatura que el plasma rico en
factores de crecimiento actia como un muy buen hemostatico gracias a su alto contenido de
plaquetas y que con gran habilidad es capaz de formar una malla de fibrina que se puede utilizar
de diferentes maneras en las actividades clinicas, hemos visto como con sofisticados estudios
inmunohistoquimicos se ha encontrado la presencia de altos contenidos de factores de
crecimiento que pueden regular la regeneracion tisular, sin embargo, cuando profundizamos en
la quimica y la biologia de la respuesta tisular a la reparacion, nos encontramos con situaciones
que no tienen hasta la fecha respuesta en los planteamientos de la literatura cientifica.

La complejidad de las reacciones quimicas y la forma en que se desarrolla la respuesta
bioldgica entre la matriz extracelular y las células es un punto fundamental para plantear en estos
momentos una duda en la efectividad de las reacciones que se espera de estos concentrados



plaquetarios y su accion en la regeneracion de los tejidos, sobre todo del tiempo que pueden estas
sustancias ser bioldgicamente activas frente a tan complejas reacciones, como es la regeneracion
oOsea.

Creemos que mediante la utilizacion de estudios clinicos controlados de regeneracion
Osea, es la unica forma de poder afirmar si realmente las cualidades descritas para estos
concentrados plaquetarios son capaces de expresarse en una mejoria real de la calidad o cantidad
de tejidos regenerados; la biologia y la quimica de la regeneracion estd descrita en este estudio
para enmarcar nuestra discusion, creemos en los estudios inmunohistoquimicos que describen la
presencia de factores de crecimiento tisular en las plaquetas y sabemos las cualidades de éstos en
la reparaciéon y regeneracion tisular, sin embargo, queremos comprobar si esta aplicacion
concentrada de sustancias bioactivas es capaz de estimular a tal magnitud como para acelerar o
mejorar la formacion de estructuras dseas.



MARCO TEORICO

El plasma rico en plaquetas (P. R. P.) es el componente basico del gel de plaquetas. El
P.R.P. se define como aquel hemoderivado que posee un recuento de plaquetas que varia entre
500.000 y 1.000.000 por mL (Whitman y cols., 1997; Sanchez y cols., 2003) y que se obtiene
mediante la centrifugacion y separacion de los componentes basicos de la sangre. Este P. R. P.,
en combinacion con trombina y cloruro de calcio, da origen al gel de plaquetas.

El gel de plaquetas es una modificacion del sellante de fibrina (“fibrin glue”), realizado a
partir de sangre autdloga y que es utilizado para entregar factores de crecimiento en altas
concentraciones a sitios que recibiran injertos 6seos (Sanchez y cols., 2003).

El sellante de fibrina es un biomaterial que fue desarrollado en respuesta a la necesidad
de proveer un agente con propiedades hemostaticas y de adhesion quirargica (Whitman y cols.,
1997; Sanchez y cols., 2003). Esta descrito clasicamente, como una mezcla de componentes en la
que el fibrindgeno, factor XIII (factor estabilizante de la fibrina) y fibronectina son afiadidas a la
unién de trombina, cloruro de calcio y un inhibidor de la fibrinolisis formando, de este modo, un
tapon de fibrina. La trombina, en presencia de calcio, transforma el fibrin6geno en fibrina (en la
via comun de la cascada de la coagulacion); adicionalmente, la trombina activa al factor XIII,
transformando la fibrina en un codgulo organizado. El fibrinogeno utilizado es obtenido desde
una variedad de fuentes, las que incluyen a donantes aleatorios, donantes Unicos, o fuentes
antdlogas (Whitman y cols., 1997).

La diferencia critica entre el sellante de fibrina y el gel de plaquetas es la alta
concentracion de plaquetas y concentracion nativa de fibrindgeno en el gel de plaquetas. Las
plaquetas, una vez que son activadas en presencia de trombina, liberan una gran cantidad de
factores de crecimiento, los que comienzan la formacion de un andamiaje para el desarrollo del
tapon de fibrina (Séanchez y cols., 2003).

La gran cantidad de potenciales usos del sellante de fibrina en el campo de la cirugia oral
y maxilofacial, fue introducida en la literatura de habla inglesa por Matras en 1982. Ella describid
el sellante de fibrina como poseedor de cualidades de sellado de tejidos, hemostasia, y promocion
de la curacion de heridas. En su articulo de 1982 y en una actualizacién de 1985, Matras presentod
reportes de casos de su uso para anastomosis microvasculares y microneurales, como agente
hemostatico de tejidos blandos dafiados, como reemplazo de materiales de sutura, en pequefas
heridas de la piel y en injertos de piel, en reduccion de fracturas conminutas y en cierres durales.
El sellante de fibrina desarrollado por Matras y sus colaboradores es actualmente comercializado
en Europa bajo la marca de Tisseel, sin embargo, nunca ha sido aprobado por la F. D. A. debido a
la posibilidad de riesgo de transmision viral asociada a su uso, reportandose al menos un caso
documentado de transmision de VIH por usar una base crioprecipitada homodloga de sellante de
fibrina. (Whitman y cols., 1997).



En 1994, Tayapongsak y cols. introdujeron la idea de afiadir adhesivo de fibrina autdloga
(A. F. A.) al hueso medular durante los procedimientos de reconstruccion mandibular. Ellos
identificaron una consolidacion radiografica temprana de hueso en 33 casos; lo que fue atribuido
al mejoramiento en la osteoconduccion producido por células osteogénicas del injerto en virtud
de la malla de fibrina desarrollada por el A. F. A. También reportaron una destacable adhesion al
ligar las particulas porosas de hueso medular, durante la colocacion del injerto. Tayapongsak y
cols. produjeron su A. F. A. en un banco de sangre, separando una unidad sanguinea en los
componentes de células rojas y fraccion plasmatica, para ser usada dentro de las siguientes dos a
tres semanas como crioprecipitado. Esto fue descongelado por un periodo de 24 horas,
obteniendo un concentrado rico en fibrindgeno, de 10 a 15 mL (Marx y cols., 1998).

Desde principios de los 90's se ha explorado la obtencion y concentracion de plaquetas
autologas en el plasma (plasma rico en plaquetas o P. R. P.) y estudiado los factores de
crecimiento contenidos en estas plaquetas, en relacion al mejoramiento biologico en la
continuidad del injerto 6seo (Marx y cols., 1998).

En el afio 1998, Marx y cols. propusieron un modelo de regeneracion dsea a partir de
injertos, basado en la accion del gel de plaquetas. En este modelo se puede ejemplificar como los
factores de crecimiento PDGF y TGF-f, pueden influenciar la regeneracion 6sea normal, y coémo
el incremento de las cantidades de cada factor, afiadiendo P. R. P., produce una mas rapida tasa
de hueso formado y una mayor cantidad de éste (Marx y cols., 1998).

En el afio 2003, Lacoste y cols. enunciaron lo siguiente: ... El proceso osteogénico no
ocurre antes de la segunda semana después del trauma, y algunos factores de crecimiento
administrados durante la cirugia son degradados antes de que ellos sean necesarios. Este
problema fue solucionado con el uso de factores de crecimiento de liberacion controlada,
reforzando la importancia de la obtencion de concentraciones Optimas de factores de crecimiento
a través del tiempo...”.

En el afio 2003, Zechner y cols. realizaron un estudio histolégico e histomorfométrico en
cerdos, en el cual aplicaron P. R. P. en la superficie de implantes dentarios con superficies
tratadas de diferente manera, que posteriormente fueron colocados en la zona de premolares
mandibulares. El porcentaje de falla durante el proceso de oseointegracion no fue
significativamente diferente para los implantes con P. R. P que para aquéllos sin éste. El analisis
de los datos histomorfométricos no pudo mostrar una interrelacion entre el factor P. R. P. y el
factor disefio del implante.

Para el afio 2003 so6lo seis estudios basados en humanos han sido hallados en la literatura
de implantologia, y cinco de ellos fueron series o reportes de casos; otros dos reportes de casos
fueron encontrados en la literatura médica general, lo que manifiesta una clara carencia de
evidencia cientifica que avale la utilizaciéon de P. R. P. durante los procedimientos de aumento
0seo. Esta brillante y potencialmente promisoria técnica requiere de estudios bien disefiados y
controlados para proveer evidencia de su eficacia (Sanchez y cols., 2003).



Debido a lo anterior, se hace necesario realizar una revision de la bibliografia existente
para comprobar la escasa evidencia con la que son obtenidos los datos y las conclusiones de las
diversas investigaciones. Esta comparacion se detalla en la tabla I:

Tabla I: Analisis Critico de la Literatura

ESTUDIO

Platelet Rich
Plasma

Comparison of
Platelet-rich
plasma, Bovine
porous bone
mineral, and
guided tissue

regeneration versus
platelet-rich
plasma and bovine

porous bone
mineral in  the
treatment of
intrabony defects: a
reentry study.
Platelet-rich
plasma derived
fibrin clot
formation
stimulates collagen
sintesis in
periodontal
ligament and

osteoblastic cells in
vitro

Platelet rich plasma
contains high levels
of platelet-derived
growth factor and
transforming
growth factor-p
and modulates the
proliferation of
periodontal related
cells in vitro.

AUTOR

Marx y cols.,
1998

Lekovic y
cols., 2002

Kawase y
cols., 2003

Okuda y cols.,
2003

TIPO
ESTUDIO
Casos y
controles

DE

Comparativo
de reentrada
A doble ciego

Descriptivo
experimental

Descriptivo
experimental

GRUPO
ESTUDIADO
Humanos

Humanos

Celulas in
vitro

Células in
vitro

EVIDENCIA

Radiografica
Histologica

Examen
clinico  para
determinar
profundidad
de sondaje.

Inmuno-
histoquimica

Inmuno-
citoquimica

APORTE

La evidencia
histologica no esta
explicada de forma
clara y detallada.
Conclusiones
basadas en
inferencias tedricas.
La medicion de
sondaje carece
totalmente de rigor
cientifico y no puede
ser reproducido al

ser altamente
subjetiva.
No realizado en
humanos
No realizado en
humanos



Platelet
concetrates: effects
of calcium and
trombin on
endothelial cell
proliferation  and
growth factor
release

Alveolar ridge and
sinus augmentation
utilizing platelet
rich plasma in
combination with
freeze dried bone
allograft: case
series.

Plasma rich in
growth factors:
preliminary results

of wuse in the
preparation of
future sites for
implants

Is platelet rich

plasma the perfect
enhancement
factor? A current
review
Platelet
autologous
alternative to fibrin
glue with
applications in oral
and Maxillofacial
surgery.

Influence of platelet
rich plasma on
osseous healing of
dental implants: a

gel: an

histologi and
histomorphometric
study in minipigs
Stimulation of
repair in chronic,
nonhealing,
cutaneous  ulcers
using platelet
derived wound

healing formula

Lacoste
cols., 2003

Kassolis
cols., 2000

Anitua, 1999

Sanchez
cols., 2003

Whitman
y cols., 1997

Zechner
cols., 2003

Knighton
cols., 1990

y

y

y

y

y

Descriptivo Células
experimental vitro
Reporte de Humanos
casos

Casos y Humanos
controles

Revision =~ ----m-m--
bibliografica

Descriptivo Humanos
Experimental ~ Cerdos
Casos y Humanos
controles

in Recuento de
factores de
crecimiento

Evaluacion
histologica

Histologica

No registrada

Histomorfométr
i-
ca

Clinica

No realizado en
humanos

Reporte de casos que
no entregan
evidencia confiable.

Descripcion  clinica
adecuada, pero
confusa metodologia
cientifica y falta de
claridad en los
resultados.

Extenso y relevante
estudio
bibliografico.

Al no  registrar
evidencia, no puede
realizar aportes.

No realizada en
humanos.

Aporta evidencia
solo en el campo de
regeneracion de
tejidos blandos.
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Autologous fibrin Tayapongsak  Reporte de Humanos Radiografica La evidencia
adhesive in ycols., 1994 casos (panordmicas) radiografica no es
mandibular concluyente y carece
reconstruccion with de rigor cientifico
particulate

cancellous bone

and marrow

Autologous fibrin Mehmet y Reporte de un Humanos Clinica. La evidencia de un
glue from cols., 1992 caso caso clinico no
intraoperatively puede ser
collected platelet- considerada

rich plasma concluyente.

CONSTITUYENTES DEL P. R. P.

El P. R. P. es activado por la adicion de clorhidrato de calcio y trombina, lo que resulta en
la liberacion de una cascada de factores de crecimiento desde los granulos alfa contenidos en las
plaquetas. Estos factores son un grupo de polipéptidos, que tienen importantes roles en la
regulacion del crecimiento y desarrollo de muchos tejidos (Sanchez y cols., 2003).

Los factores contenidos en el P. R. P. son:

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Factor transformante beta (TGF-f)

Factor de crecimiento insulinico 1 (IGF 1)

Factor de crecimiento epidermal derivado de plaquetas (PDEGF)
Factor angiogénico derivado de plaquetas (PDAF), y

Factor 4 plaquetario (PF4)

Los siguientes factores de crecimiento descritos son los que juegan un rol mas importante
en el proceso de regeneracion Osea.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas: Existen dos genes responsables de la
codificacion del PDGF: la cadena A, ubicada en el cromosoma 7, y la cadena B, ubicada en el
cromosoma 22. Debido a lo anterior, existen dos isoformas de PDGF (A y B), que actuan en dos
estructuras diferentes a nivel de las células blanco, receptores o y receptores 3, para la isoforma A
y la isoforma B, respectivamente. La union a receptores a y 3 inducen la respuesta mitogénica;
mientras que los receptores B, pero no los o, median la estimulacion de la quimiotaxis (Marx y
cols., 1998; Anitua, 1999). El PDGF es almacenado en los granulos alfa de las plaquetas y
liberado durante la cascada de la coagulacion, se encuentra también en monocitos, macrofagos,
c¢lulas musculares lisas y células endoteliales (Sanchez y cols., 2003; Anitua, 1999). La accion
del PDGF es estimular la sintesis de ADN y proteinas en hueso, como también la reabsorcion
Osea. Actia también, como un potente mitdgeno en el suero para células mesenquimaticas,
incluyendo fibroblastos y células musculares lisas. El efecto del PDGF esta basado en la
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presencia de otros factores de crecimiento y también sirve como un poderoso quimioatrayente
para células musculares lisas, fibroblastos, macréfagos y leucocitos. En adicion a sus propiedades
angiogénicas, estimula la formacion de coldgeno y matriz in vivo (Sanchez y cols., 2003).
Ademas, la aplicacion topica de PDGF ha demostrado acelerar la curacion de heridas en tejido
blando, asi como la administracion de PDGF exo6geno ha mejorado la diferenciacion osteogénica
y la reparacion dsea en fracturas. Estudios recientes concluyeron que este factor puede mejorar la
reparacion y regeneracion del ligamento periodontal (Kassolis y cols., 2000).

Factor de crecimiento transformante p: Existen tres tipos diferentes de TGF-$, TGF-f
1, TGF-B 2 y TGF-B 3. El TGF-B 1 se encuentra en altas concentraciones en hueso y plaquetas
(Sanchez y cols., 2003; Anitua, 1999). El TGF-J es liberado por las plaquetas o secretado por los
macrofagos, ejerciendo su accidon sobre las células adyacentes, dentro de las cuales se incluyen
fibroblastos, células medulares, células endoteliales y preosteoblastos. El TGF-f estimula la
angiogénesis y la produccion de fibronectina, glicosaminoglicanos y colageno en el tejido
conectivo. Una de las mas importantes funciones del TGF-f3 es de ser un agente mitogénico y
quimiotéctico de precursores osteoblasticos (Sanchez y cols., 2003). Ademas, inhibe la formacion
de osteoclastos y la reabsorcion, favoreciendo la formacion dsea (Sanchez y cols., 2003; Anitua,
1999). Un mecanismo catabolico fundamental en la acciéon del TGF-f es su habilidad para ser
antagonista de los efectos mitogénicos de otros factores de crecimiento, como PDEGF y PDGF.
Incluso, en una célula tipo la accion de los factores de crecimiento puede depender de la
presencia de otras sustancias, por ejemplo, TGF-f in vitro estimula la accion de PDGF sobre los
fibroblastos, pero inhibe la accion del PDEGF; en tanto que in vivo TGF-B aumenta la
proliferacion y migracion de macrofagos, fibroblastos y células endoteliales, mientras que in
vitro, inhibe la proliferacion de células vasculares endoteliales (Sanchez y cols., 2003).

Factor de crecimiento insulinico 1: El IGF 1 estimula el crecimiento de cartilago, la
formacion de matriz 6sea y la replicacion de preosteoblastos y osteoblastos. El IGF 1 posee
funcion autocrina mediante el aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina en las células
osteoblasticas. El IGF 1 ha sido aislado desde los macrdéfagos en heridas, lo que sugiere que este
factor de crecimiento puede actuar como un mensajero local (funcion paracrina). El IGF 1 en
combinacion con PDGF puede mejorar el porcentaje y la calidad de la curacion de la herida
(Sanchez y cols. 2003).

Factor angiogénico derivado de plaquetas: El PDAF tiene la capacidad de inducir la
vascularizacion in vivo. Estimula a las células vasculares endoteliales por accion directa e
indirecta y estd involucrado en los procesos mediante los cuales nuevos vasos sanguineos
invaden los tejidos no vascularizados. Variadas citoquinas y factores de crecimiento regulan al
PDAF, incluyendo a IGF 1, TGF o y B, PDGF, bFGF (factor de crecimiento bésico de
fibroblastos), PDEGF e interleuquina 1 . Este factor es ampliamente expresado por la induccion
de hipoxia (Sanchez y cols., 2003).
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Los siguientes factores de crecimiento también estan asociados al proceso de regeneracion
Osea, pero su rol es de menor importancia que el de los anteriormente descritos.

Factor epidermal derivado de plaquetas: Estimula la regeneracion epidermal,
promueve la curacion de la herida por estimulacion de la proliferacion de queratinocitos y
fibroblastos dermales, y aumenta los efectos y la produccién de otros factores de crecimiento
(Sanchez y cols., 2003).

Factor plaquetario 4: El PF-4 es un quimioatrayente para neutrofilos, es liberado desde
los granulos o de las plaquetas, siendo probablemente responsable del flujo inicial de los
neutr6filos hacia la herida. También actia como atrayente para fibroblastos y es un potente
agente antiheparinico (Sanchez y cols., 2003).

Los factores de crecimiento anteriormente descritos participan en el proceso normal de
regeneracion Osea, ya sea a partir de una fractura o de un injerto 6seo medular. Por tanto, es
necesario conocer los mecanismos por los cuales se verifican estos procesos.

REPARACION TISULAR OSEA NORMAL

El organismo regenera principalmente sobre la base de dos grandes mecanismos,
dependiendo del o6rgano afectado y del tipo de lesion:

1) Regeneracion: La reparacion se efectiia por proliferacion de elementos del parénquima,
pudiendo resultar una reconstitucion casi perfecta de la estructura (Jurlow, 1996).

2) Cicatrizacion: Es la reparacion propiamente tal, en la cual el aporte principal viene del
estroma del tejido conectivo y los elementos parenquimatosos son sustituidos por tejido
fibroso permanente, no especializado (Jurlow, 1996).

El tejido 6seo es el unico tejido que cicatriza logrando un tejido homologo al original en
un proceso denominado consolidacion 6sea. La cicatriz, en un comienzo fibrosa, evoluciona
hacia la osificacion. En sujetos jovenes incluso puede recuperar su forma primaria a través del
proceso de remodelacion (Jurlow, 1996).

Desde antes de 1960, se conocian las cinco primeras etapas de la secuencia basica de la
consolidacion osea (Jurlow, 1996):

1) Injuria

2) Granulacion
3) Callo

4) Remodelacion
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5) Modelacion

Actualmente, se incluye, ademas, el concepto de “regional accleratory phenommenom”

(RAP).

1)

2)

3)

4)

Injuria: Dafia el hueso, el periostio, la médula dsea, y los tejidos blandos adyacentes.
Al producirse esta injuria, ocurren dos fendmenos basicos para iniciar la consolidacion
Osea, que corresponden a las fases de un proceso inflamatorio y en las cuales participan
una serie de células. Estos procesos son: a) liberacion de mensajeros biofisicos y
bioquimicos que determinan respuestas de las células que sobreviven a la injuria, b) se
sensibilizan las células sobrevivientes para responder a estos mensajeros locales y
sistémicos. Esta etapa dura alrededor de siete dias (Jurlow, 1996).

Granulacion: O etapa de tejido blando temporal, donde las células precursoras,
sensibilizadas y estimuladas por los factores mediadores locales, comienzan a producir
células que se diferencian, dando origen a vasos sanguineos, fibroblastos, células de
sostén y otras. Asi, se forma un tejido blando de granulacion que puentea el defecto.
Junto a esto, los osteoclastos remueven el coagulo inicial. Esta etapa puede durar
aproximadamente dos semanas (Jurlow, 1996).

Callo: O tejido duro temporal, en el tejido de granulacion comienzan a aparecer
condroblastos y osteoblastos derivados de la diferenciacion de las células presentes en
el tejido de granulacion. Esta diferenciacion estd mediada por diversos factores locales,
dentro de los cuales los mas importantes son proteinas no coldgenas (osteocalcina,
osteonectina y BMP), factor activador de osteoclastos, prostaglandinas y factores de
crecimiento (como IGF-1 y PDGF). Estas células sintetizan la matriz organica
extracelular de cartilago y hueso esponjoso (Jurlow, 1996).

Alrededor de una semana después, la matriz comienza a mineralizarse. Este
proceso de mineralizacion finaliza después de algunas semanas. Entonces, en las
radiografias se evidencia el callo fracturario y, por lo general, ya hay suficiente
resistencia como para una actividad progresiva y cuidadosa del hueso afectado. En
una fractura, el callo 6seo crece principalmente desde el periostio (callo periostal) y el
endosito (callo endostal). La formacion de callo es mas rapida en el hueso esponjoso,
depende de la edad y es mas rapida en nifios. El adulto puede requerir de 4 a 16
semanas para completar el proceso de formacion del callo (Jurlow, 1996).

Remodelacién: Dentro del callo comienza el proceso de remodelacion, reemplazandolo
por hueso nuevo, siendo el hecho aislado mas importante en este proceso la formacion
de colageno tipo I a partir de colageno tipo III por parte de los osteoblastos. Al parecer,
la formacién del callo estimularia a las RBMU (remodelling bone multicellular units)
(Jurlow, 1996).

Dentro de la remodelacion ocurren 4 fenomenos, 1) reemplazo de cartilago
remineralizado por hueso no laminillar, 2) reemplazo del hueso no laminillar por
hueso laminillar, 3) reemplazo del callo entre los fragmentos fracturados con osteones
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secundarios de acuerdo con requerimientos biomecanicos, 4) remocion del callo que
ocupa la cavidad medular (Jurlow, 1996).

Este proceso en total demora de 1 a 4 anos (Jurlow, 1996).

5) Modelacion: Consiste en reabsorcion de hueso y modelacion de la superficie cortical
endostal y periostal, restituyendo al hueso su forma normal. Este proceso se completa
solo en nifios y adolescentes, nunca en adultos (Jurlow, 1996).

La modelacion es paralela al proceso de remodelacion y el principal factor que lo
modela son las fuerzas musculares. Asi, aumenta la masa 6sea en un hueso sometido a
fuerzas compresivas y de tension, y disminuye en huesos no sometidos a carga
(Jurlow, 1996).

6) Proceso aceleratorio regional (RAP): Descrito en 1983, consiste basicamente en que
la injuria origina la aceleracion de los procesos locales normales entre 2 a 10 veces su
velocidad basal. Sin ello, los osteoblastos de un fémur necesitarian de 200 a 1.000 afios
para consolidar una fractura (Jurlow, 1996).

El RAP comienza a producirse a los pocos dias de producida la fractura en un
maximo de 2 a 10 meses, decreciendo paulatinamente entre los 6 a 24 meses. El RAP
es un fendbmeno que ocurre siempre y su existencia se hace evidente cuando no se
produce, habiendo, por lo tanto, patologia (Jurlow, 1996).

REGENERACION OSEA DESDE INJERTOS

La regeneracion Osea a partir de un injerto se verifica en distinto grado a través de los
procesos de osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion (Ribbans y Chinchanwala, 1999).

La osteogénesis se refiere a la formacion de hueso desde un origen no celular. Esto puede
ser injerto u otro material. El hueso medular, con su porcion de células que lo cubren y
osteoblastos activos, tiene gran potencial para formar nuevo hueso, tanto medular como cortical.
Simplemente, la osteogénesis se refiere al aumento de la formacién de hueso (Ribbans y
Chinchanwala, 1999).

La osteoinduccion se refiere al suministro de células troncales desde los alrededores del
injerto, las cuales se diferencian en células que formaran hueso y cartilago. La osteoinduccion es
mediada por factores de crecimiento derivados del injerto. La matriz dsea desmineralizada es
osteoinductiva. Los agentes responsables de esta osteoinduccion son (Ribbans y Chinchanwala,
1999):

e Proteina morfogenética de hueso (BMP)
e Factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f3)
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Factores de crecimiento similares a insulina 1 y 2
Factores de crecimiento, acidico y basico, de fibroblastos
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
Interleuquinas

La BMP merece una especial mencion, ya que es el principal factor relacionado con la
osteoinduccion. La BMP es una proteina de bajo peso molecular que inicia la formacion de hueso
endocondral, presumiblemente por estimulaciéon local de células osteoblasticas y por un
mejoramiento en la sintesis de colageno. Trece BMP’s, nombradas del uno al trece, han sido
identificadas. Puede ser que exista una BMP catorce que esté clasificada dentro de la stper
familia TGF (Ribbans y Chinchanwala, 1999).

La osteoconduccion se refiere al proceso tridimensional de crecimiento desde el lecho
hacia el interior del injerto, de capilares, tejido perivascular y células osteoprogenitoras. Esto
puede ser un proceso activo o pasivo. Simplificadamente, el injerto funciona como un enrejado o
un andamio para el crecimiento de nuevo hueso (Ribbans y Chinchanwala, 1999).

INJERTO DE HUESO MEDULAR AUTOGENO

La ventaja del hueso medular autégeno radica en ser altamente osteogénico, facilmente
revascularizable y generar rapidamente hueso nuevo. La hidroxiapatita y el coldgeno, otros
materiales utilizados como injerto, presentan, en cambio, s6lo propiedades osteoconductivas y no
osteoinductivas. Estos materiales no proveen un soporte estructural para la regeneracion del
nuevo hueso formado, pero contribuyen a la estabilidad de la estructura ya establecida (Ribbans y
Chinchanwala, 1999).

El mayor sitio donante para hueso medular autdégeno es la cresta iliaca, sin embargo, su
obtencion se asocia con una morbilidad significativa, una limitada cantidad disponible y un
incremento del tiempo anestésico intraoperatorio (Ribbans y Chinchanwala, 1999).

La actividad biologica del injerto resulta de su histocompatibilidad, de la amplia
superficie cubierta por osteoblastos y sus precursores, y de la arquitectura trabecular (Ribbans y
Chinchanwala, 1999).

El hueso cortical autégeno molido y fragmentado no es tan biolégicamente activo, pero
cuando se mezcla con hueso medular colabora aumentando el volumen del material a injertar
(Ribbans y Chinchanwala, 1999).
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La respuesta del hospedero al injerto se verifica en cinco etapas (Ribbans y Chinchanwala,
1999):

e Hemorragia e inflamacion.

e Infiltracion de vasos sanguineos al interior del injerto, osteoblastos y precursores de
osteoblastos (dos dias del posoperatorio).

e Actividad osteoblastica y formacion osteoide.

e Remodelacion.

e Integracion del injerto.

Esto se da a través de una lenta sustitucion, que se refiere al proceso por medio del cual el
hueso necrotico es reabsorbido y reemplazado por nuevo tejido a lo largo de los canales creados
por la invasion de vasos sanguineos. Esto es analogo a la reparacion de una fractura. El proceso
es adecuado luego de seis meses, y completo luego de un afo (Ribbans y Chinchanwala, 1999).

Marx y cols. propusieron un modelo de regeneracion para injertos 6seos medulares que
mantiene el esquema del modelo anterior, pero que ademas considera la participacion de niveles
aumentados de factores de crecimiento aportados por medio del gel de plaquetas, lo que conlleva
una mas rapida tasa de hueso formado y una mayor cantidad de éste.

Este modelo se describe a continuacion:

“Un injerto 6seo medular, ya sea para corregir un defecto en la continuidad mandibular,
una fisura mandibular, o utilizado en una cirugia de levantamiento de seno maxilar, es ubicado
dentro del defecto llenado con sangre coagulada. La lesion o el defecto es hipdxico (pO2 5 - 10
mg. Hg) y aciddtico (pH 4 - 6), y contiene plaquetas, leucocitos, eritrocitos y fibrina en un
coagulo adyacente a la transferencia de osteocitos, osteoblastos endostales y células medulares
troncales. Las células medulares troncales, las que son las primeras células del hueso en
regeneracion, normalmente existen en un nimero muy pequefio (aproximadamente 1 por 400.000
células estructurales en un ser humano de 50 afios). Justo por fuera del nivel de cierre quirargico
del periostio, el tejido es fisiologicamente normal. El tejido es normoéxico (pOz2 45 - 55 mm Hg) y
con pH fisiologico (7,42), y contiene una poblacion de células estructurales, células troncales
viables (también en pequeilo numero) y capilares cortados con coagulos y células endoteliales
expuestas. Este ambiente complejo, simplificado en el modelo, comienza, mantiene, y promueve
la reparacion de hueso maduro relacionado con la injuria y puede ser aprovechado actualmente
por cirujanos para promover una regeneracion de hueso a partir de un injerto (Marx y cols.,
1998).

La regeneracion Osea comienza con la liberacion de PDGF y TGF-B luego de la
degranulacion de las plaquetas en el injerto. El1 PDGF estimula la mitogénesis de las células
troncales medulares y los osteoblastos endostales transferidos en el injerto para incrementar su
numero en gran magnitud. Esto también comienza una angiogénesis de capilares en el injerto por
induccion de la mitosis de las células endoteliales. El TGF-f, inicialmente, activa a los
fibroblastos y a los preosteoblastos a dividirse e incrementar su numero, asi como promueve su
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diferenciacion hacia osteoblastos funcionalmente maduros. La continua secrecion de TGF-B
influencia a los osteoblastos a entregar matriz 6sea y a los fibroblastos a entregar matriz colagena
para darle soporte a los capilares en crecimiento. Estas actividades comienzan inmediatamente
después de que la herida es cerrada. Al tercer dia, los capilares pueden comenzar a penetrar en el
injerto. La completa penetracion de los capilares al injerto se observa durante los dias 14 a 17
(Marx y cols., 1998).

El proceso de evolucion de los mamiferos mantiene s6lo un pequefio numero de células
troncales viables; los factores de crecimiento incrementan rapidamente el nimero de estas células
y promueven su actividad durante el tiempo de la injuria. La actividad celular inicial, es pensada
como el resultado de algunos factores de crecimiento, principalmente de la accion directa de
PDGF y TGF-. El periodo de influencia directa de los factores de crecimiento es menor a 5 dias,
debido a la vida media de las plaquetas en una herida. La regeneracion 6sea es completada por 2
mecanismos. El primero es el incremento y la activacion de la células troncales medulares a
osteoblastos, los cuales secretan TGF-f. El segundo, y méas dominante mecanismo, parece ser la
quimiotaxis y activacion de macrofagos que reemplazan a las plaquetas como la fuente primaria
de factores decrecimiento después del tercer dia. El macrdofago es atraido al injerto por la accion
de PDGF y por una gradiente de oxigeno entre el injerto y el tejido normal adyacente que es
mayor a 20 mm Hg. En efecto, la hipoxia inherente del injerto de 5 a 10 mm Hg establece una
gradiente de O2 de 30 a 40 mm Hg con el tejido normosdémico adyacente, el cual tiene una
presion de 45 a 55 mm Hg (Marx y cols., 1998).

A medida que el PDGF ejerce su influencia gradualmente, los factores de crecimiento
derivado de macrofagos y angiogénico desaparecen. Sin embargo, el factor de crecimiento
derivado de macrofagos y el factor angiogénico, sélo sintetizados por macréfagos, pueden ser
idénticos al PDGF. Las células troncales medulares secretaran TGF-B para continuar una
autoestimulacion de formacion o6sea a modo de respuesta autocrina. Por 4 semanas la
revascularizacion del injerto elimina la gradiente de O: necesaria para mantener la actividad
macrofagica. Asi, el macrofago deja el area, no siendo mas requerido por el injerto, que es ahora
autosustentable atn inmaduro, constituido por tejido osteoide mas que por hueso laminillar
maduro (Marx y cols., 1998).

La actual maduracion del injerto desde un hueso desorganizado a un hueso laminillar
maduro con sistemas haversianos involucra al tercer y final grupo de agentes, los cuales no
fueron parte de este estudio y no estan contenidos en el P. R. P. Estos corresponden a la familia
de la proteina morfogenética de hueso (BMP). Esta proteina 4cido insoluble es liberada por la
reabsorcion osteoclastica del hueso normal en remodelacion, la cual progresa a una proporcion de
0,7% por dia en un hueso normal, pero puede ocurrir tan rapido como 5% a 8% por dia en el
injerto de hueso maduro. La liberacién de BMP une la reabsorcion dsea a una nueva formacion
Osea por accion de células troncales adyacentes que incrementan su numero y se diferencian a
osteoblastos funcionales que secretan activamente matriz 6sea. Asi, al ciclo del injerto desde un
trasplante celular, que es colocado dentro de un complejo ambiente bioquimico, progresa a hueso
funcional maduro que es autosustentado a través de el ciclo normal de reabsorcion -
remodelacion.” (Marx y cols., 1998).
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ROL DEL PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN EL PROCESO DE CURACION DE LA
HERIDA

El proceso de reparacion de la herida puede ser dividido en tres diferentes etapas:
activacion bioquimica, activacion celular y respuesta celular (Sanchez y cols., 2003).

La activacion bioquimica involucra la transduccion de la injuria mecanica a una seal
bioquimica que pueda ser entendida por el organismo. El gatillo que activa la cascada es el factor
Hagemann encontrado en el suero. Cuando la injuria causa ruptura de la microcirculacion, el
plasma entra en contacto con las proteinas tisulares y la membrana basal. Esto activa al factor
Hagemann y a las plaquetas circulantes. El factor Hagemann activado, a su vez, comienza
diferentes cascadas que amplifican la respuesta inicial y resultan en activacion celular. La
activacion de la cascada de la coagulacion produce fibrina, que ayuda en la hemostasia, y
trombina que causa la maxima liberacion de granulos alfa desde las plaquetas. La cascada del
complemento produce muchas moléculas biolégicamente activas, incluyendo la C5a, un poderoso
quimioatrayante para neutrofilos y monocitos que son también importantes en la curacion de la
herida. La cascada de las cininas resulta en la formacion de bradicinina, que causa dilatacion
microvascular en la periferia de la herida, y la activacion de plasmindgeno, que produce
plasmina, la cual degrada a la fibrina. Los productos de degradacion de la fibrina que resultan del
quiebre enzimatico de €sta son, asimismo, moléculas bioldgicamente activas que pueden causar
migracion de monocitos y vasodilatacion (Sanchez y cols., 2003).

La etapa de activacion celular resulta en el flujo de células hacia la herida. La primera
respuesta celular involucra neutréfilos, monocitos y plaquetas. Las plaquetas se acumulan en la
herida como respuesta a la injuria inicial; en respuesta a la trombina, las plaquetas liberan
granulos alfa, que contienen factores de crecimiento de accion local. Estos factores indican a las
células mesenquimaticas y epidermales locales a migrar, dividirse y aumentar su sintesis de
colageno y glicosaminoglicanos. Esta liberacion inicial esta pensada para acentuar la respuesta
reparativa (Sanchez y cols., 2003).

Los monocitos transformados en macrofagos estan involucrados en la respuesta celular
final. Estas células asisten a los neutréfilos en su rol defensivo y producen una variedad de
factores de crecimiento, los que dirigen la reparacion hasta que la herida es sanada (Sanchez y
cols., 2003).
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RESPUESTA BIOLOGICA AL GEL DE P. R. P.

El P. R. P. entrega un recuento plaquetario de un 338% superior al obtenido en la sangre
normal. Al ser un preparado autélogo, minimiza el riesgo de transmision de enfermedades, asi
como la posibilidad de reaccion inmunologica (Sanchez y cols., 2003).

Las propiedades del P. R. P. estan basadas en la produccion y liberacion de multiples
factores de crecimiento y diferenciacion luego de la activacion plaquetaria. Estos factores son
criticos en la regulacion y estimulacion de curacion de heridas, y juegan un importante rol en
procesos celulares como mitogénesis, quimiotaxis, diferenciacion y metabolismo (Sénchez y
cols., 2003).

Por esta razon, los factores de crecimiento contenidos y liberados desde el P. R. P.
mejorarian y acelerarian la curacion de tejidos blandos y el proceso de regeneracion Osea.
Estudios con aplicacién de factores de crecimiento unicos o combinados, usando PDGF o
PDGF/IGF-1 han sido propuestos para mejorar las cascada de reparacion de tejidos, tanto in vitro
como in vivo (Sanchez y cols., 2003).

Reportes recientes han sugerido, que una epitelizacion mas rapida, hueso mas denso y
maduro con trabeculado mejor organizado y una mejor regeneracion osea tienen lugar cuando el
gel de plaquetas es afiadido a los injertos de hueso alogenos y autégenos. La mayor parte de estos
estudios también sugieren que el gel de plaquetas mejora las propiedades de manipulacion del
material a injertar, facilitando la colocacion y estabilidad del injerto. E1 P. R. P. entrega una dosis
altamente concentrada de plaquetas autdlogas, las que contienen una variedad de mediadores
bioldgicos que pueden ser aplicados directamente al sitio de la herida. (Sanchez y cols., 2003).

OBTENCION DEL P. R. P.

Existen tres técnicas basicas para obtener P. R. P. descritas en la literatura. La primera
considera la obtencion de éste a partir una elevada cantidad de sangre (entre 450 mL y 2.500 mL)
(Whitman y cols., 1997; Sanchez y cols., 2003; Marx y cols., 1998;Kassolis y cols., 2000.) y
requiere de doble centrifugacion. La segunda considera una cantidad de sangre menor (entre 10
mL y 20 mL), realizdndose una sola centrifugacion (Anitua, 1999; Lekovic y cols., 2002; Kawase
y cols., 2003; Okuda y cols, 2003). La tercera considera una cantidad de sangre intermedia, de
150 mL, y requiere doble centrifugacion (Lacoste y cols., 2003).

La primera técnica de obtencion de P. R. P. auto6logo requiere el uso de una separacion
mediante ultracentrifugacion y gradiente de densidad. Aproximadamente, desde 450 mL a 2.500
mL de sangre son extraidos del paciente y directamente depositados en una bolsa para coleccion
sanguinea que contiene citrato — fosfato — dextrosa como anticoagulantes. El uso de EDTA como
anticoagulante no es recomendado durante los procedimientos de obtencion de P. R. P. porque
causa fragmentacion de las plaquetas, aunque da un gran campo de plaquetas. Primero, la sangre
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es centrifugada a 5.600 revoluciones por minuto (rpm) para separar el plasma pobre en plaquetas
(P. P. P.) de las células rojas y de un componente llamado “buffy coat”, que corresponde a una
mezcla de plaquetas y leucocitos. Luego se centrifuga el “buffy coat” a 2.400 rpm para obtener
por separado 30 mL de P. R. P. desde la bolsa que contenia las células rojas sanguineas. La
obtencion de P. R. P. mediante esta técnica se completa en 30 minutos. Esta técnica considera la
reincorporacion de las células rojas al paciente, mediante un proceso de autotransfusion
(Whitmany cols., 1997; Sanchez y cols., 2003; Marx y cols., 1998; Kassolis y cols., 2000.).

La segunda técnica de obtencion de P. R. P. utiliza de 10 mL a 20 mL de sangre
colectados en un tubo de vidrio que contiene 10% de citrato trisddico como anticoagulante. Se
someten los tubos a una sola centrifugacion, pudiendo ser a 5.600 rpm (Lekovic y cols.,
2002; Kawase y cols., 2003; Okuda y cols., 2003) o a 160 G (Anitua, 1999), ambas por un
periodo de seis minutos a temperatura ambiente. Cualquiera sea el procedimiento de separacion
efectuado, se obtiene las células rojas en el fondo del tubo, el P. R. P. en la parte media y el P. P.
P. en la parte superior. Con esto se obtiene 1 mL a 2 mL de P. R. P.

La tercera técnica considera la extraccion de 150 mL de sangre, de los cuales 54 mL son
mezclados con 6 mL de citrato dextrosa como anticoagulante y centrifugados a 850 G por 225
segundos. Después de la eliminacion de la fraccion de células rojas, el remanente es sometido a
una nueva centrifugacion a 850 G por 13 minutos, obteniéndose por separado P. P. P.y P. R. P. A
partir de esta técnica, comunmente se obtienen 7 mL de P. R. P (Lacoste y cols., 2003).

APLICACIONES CLINICAS DEL P. R. P.

Injertos 6seos para implantes dentales, procedimientos de levantamiento de senos
maxilares, lateralizacion del nervio alveolar, injertos onlay, reparacion de fisuras palatinas,
reparacion de fistulas oro/nasales y oro/antrales, hemostasia postoperatoria de sitios donantes de
hueso, pacientes hemofilicos sometidos a cirugia, reparacion de heridas cronicas y ulceras
cutaneas (Keenan, 2000).



HIPOTESIS

El aporte de Plasma Rico en Plaquetas no acelera la velocidad de formacion oOsea, asi
como tampoco entrega una mejor calidad del hueso regenerado.



OBJETIVO GENERAL

Determinar, histolégicamente, si la aplicacion de plasma rico en plaquetas (P. R. P.) al
tejido 6seo influye en su velocidad de regeneracion y en la calidad de éste.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar una revision critica a la bibliografia existente.
- Conocer el aporte del P. R. P. a la regeneracion dsea.

- Sugerir aplicaciones clinicas para el uso del P. R. P.
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MATERIALES Y METODOS

El universo de este estudio correspondid a los pacientes que consultaron al servicio de
Cirugia Maxilofacial del Hospital Naval Almirante Neff, para extraccion de terceros molares
durante el periodo comprendido entre enero y junio de 2004. De éste, se extrajo una muestra de 9
pacientes.

Fueron incluidos en el estudio pacientes de ambos sexos, entre 15 y 23 afios de edad,
sanos, sin antecedentes morbidos, con indicaciones de extraccion de los 4 terceros molares, con
los dos inferiores incluidos simétricamente (6seo y/o submucoso).

A los pacientes se les proporcion6 informacion en forma verbal y escrita sobre el estudio,
y una vez que aceptaron formar parte de éste, se les solicitdo la firma de un consentimiento
informado (ver anexos), el que fue previamente analizado y aprobado para su uso por parte del
comité de ética del Hospital Naval Almirante Neff.

Luego de ingresados al estudio, los pacientes fueron sometidos a una serie de examenes
hematologicos para luego extraérseles una unidad sanguinea (450 mL), la cual fue sometida a un
proceso de doble centrifugacion para obtener aproximadamente 50 mL de P. R. P.

Cada paciente fue sometido a dos procedimientos quirurgicos, el primero de ellos
consistié en la extraccion de los dos terceros molares inferiores y la confeccion de una cavidad
oOsea, por distal del alvéolo de cada tercer molar extraido. En una de estas cavidades se condenso
una mezcla de hueso autdogeno mas gel de P. R. P. (caso), en tanto que en el lado contrario sélo
se condens6 hueso autdgeno (control). Intraoperatoriamente, el paciente fue autotransfundido con
los globulos rojos obtenidos de la centrifugacion, segun protocolo quirargico del banco de sangre
del Hospital Naval Almirante Neff.

Durante el segundo acto quirurgico, que fue realizado luego de 12 a 14 semanas del
primero, se extrajeron los terceros molares superiores y se tomo una biopsia del tejido 6seo de las
cavidades confeccionadas durante la primera cirugia. La muestra extraida fue sometida a estudio
histolégico.

Inicialmente el estudio contempl6 un total de 20 pacientes, de éstos 3 fueron descartados
del estudio debido a que fueron sometidos a la primera cirugia sin la administracion endovenosa
de corticoides, que si fueron aplicados a los restantes 17 pacientes, de estos ultimos, 7 pacientes
decidieron no someterse a la segunda cirugia, haciendo uso de la posibilidad de abandonar el
estudio en cualquier momento sin expresion de causa, la cual estaba contemplada en el
consentimiento informado firmado por cada paciente, y 1 paciente fue descartado ya que resultd
ser positivo para la prueba de laboratorio del HTLV1.

Por otra parte, cabe destacar que, a pesar de lo reducida de la muestra, ésta fue bastante
homogénea ya que fue realizada, en su mayoria, a marineros alumnos, los cuales presentaban
optimas condiciones de salud y eran sometidos a un mismo régimen de vida y habitos.
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COLECCION SANGUINEA

A cada paciente se le extrajo una unidad sanguinea (450 mL), a partir de la cual se obtuvo
P. R. P. y glébulos rojos, estos ultimos fueron autotransfundidos durante la primera cirugia. Dado
lo anterior, y cumpliendo con el protocolo para transfusiones sanguineas, el paciente fue
sometido inicialmente a la siguiente bateria de examenes:

1. Inmunohematologia: grupo sanguineo, Rh, Anticuerpos irregulares (test de coombs
indirecto).

2. Infectologia: anticuerpos anti VIH., antigenos de superficie hepatitis B, anticuerpos
antihepatitis C, test coombs directo (enfermedad de Chagas), anticuerpos anti HTLV 1.

3. Laboratorio: VDRL, hemograma.

OBTENCION DEL P. R. P.

Una vez aprobados los examenes hematologicos y con un tiempo maximo de dos dias
previos a la cirugia, cada paciente fue citado al laboratorio de banco de sangre del Hospital Naval
Almirante Neff, para la obtencion de una unidad sanguinea (450 mL). Esta unidad fue sometida a
una doble centrifugacion; inicialmente a 5.600 rpm (Whitman y cols., 1997), desde donde se
obtuvo plasma pobre en plaquetas (P. P. P.) y eritrocitos con buffy coat. Esto ultimo fue
sometido a 2.400 rpm (Whitman y cols., 1997), obteniendo P. R. P. y globulos rojos. Ambos
hemoderivados fueron enviados a pabellon para su utilizacion. El concentrado plaquetario, asi
obtenido, entreg6 un promedio de 730.000 plaquetas/ mL.

PROTOCOLO QUIRURGICO

Previo a la cirugia se instalé una via venosa al paciente, a través de la cual se realizo la
autotransfusion de los globulos rojos obtenidos de la muestra sanguinea. Ademas, se administro,
por la misma via, 8 mg de betametasona preoperatorios. Fue requisito realizar un control de
ciclos vitales cada 30 minutos hasta que se completara la autotransfusion.

Los pacientes fueron anestesiados bilateralmente con anestesia de lidocaina al 2%
mediante técnica de spix directa y bloqueo al nervio bucal.

Una vez extraido el primero de los terceros molares inferiores, se procedi6 a realizar una
cavidad osea por distal del alvéolo, cuyas dimensiones fueron, aproximadamente, de 4 mm de
diametro y 6 mm de profundidad. Para su posterior localizacion (segunda cirugia), se tomaron
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medidas de referencia desde la linea oblicua externa, el surco vestibular central del segundo
molar y la parte mas distal del alvéolo del tercer molar.

Para la confeccion de esta cavidad, se utilizaron las fresas y la pieza de mano del sistema
de implantes Branemark®, a una velocidad de 1.500 rpm, con refrigeracion de suero fisiologico,
usando, ademads, aspiracion central con un sistema de filtro para atrapar las limallas dseas
provenientes de la cavidad.

Para realizar la mezcla que fue condensada en esta primera cavidad se utilizé 6 mL de P.
R. P, 1 mL de gluconato de calcio, que evita coagulacion de la mezcla en la jeringa, 2 mL de
sangre fresca del paciente (aporte de trombina), 1 mL de aire para facilitar la mezcla (Marx y
cols., 1998); ImL de esta mezcla fue combinado con el hueso obtenido desde el filtro de la
aspiracion. Esta mezcla final fue condensada en la cavidad preparada en el hueso; para efectos
del estudio esta zona fue designada con la letra A y correspondi6 al lado derecho del paciente.

Una vez suturado el sitio de la primera extraccion, se procedio a la extraccion del tercer
molar contralateral y la realizacion de una cavidad 6sea de similares caracteristicas que la
anterior, en esta cavidad no se utilizo P. R. P. y s6lo se rellend con el hueso obtenido desde el
filtro; esta zona fue designada con la letra B y correspondi¢ al lado izquierdo del paciente.

Luego de la cirugia, el paciente fue informado de manera verbal y escrita acerca de las
indicaciones posoperatorias y se le prescribieron los siguientes medicamentos: Amoval
(amoxicilina) 1 g. 1 comprimido cada 12 horas por 7 dias, Syndol (Ketorolaco) 10 mg. 1
comprimido cada 6 horas en caso de dolor, Eurogesic (Naproxeno soédico) 550 mg. 1
comprimido cada 12 horas por 5 dias.

El paciente fue citado a los siguientes controles: a las 48 horas, y a los 7 dias para el
retiro de suturas.

Luego de 12 a 14 semanas, el paciente fue citado para ser sometido al segundo
procedimiento quirurgico.

Durante el segundo acto quirdrgico, el paciente fue sometido a la extraccion de los
terceros molares superiores y a la toma de muestra del tejido 6seo en el lugar donde fue realizada
la cavidad 6sea. Esta biopsia fue realizada mediante el uso de una trefina de 6 mm de diametro
por 6 mm de longitud, lo que entreg6 un margen de seguridad, es decir, de hueso propio del
paciente, de 2 mm aproximadamente. El trozo 6seo obtenido fue transportado en un frasco estéril
que contenia formol neutralizado con carbonato de calcio.
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ESTUDIO IMAGENOLOGICO

Las técnicas imagenologicas fueron descartadas en este estudio, dado que tras realizar
dentascan de prueba fue imposible obtener certeramente la ubicacion de la zona injertada, debido
al pequeiio tamafio de la cavidad realizada. Por otra parte, la radiografia panoramica fue
desechada, debido a que la ubicacion del injerto impedia una correcta y fiel obtencion de la
imagen, ademas que el grado de subjetividad generado en su andlisis hace que éste carezca
absolutamente de rigor cientifico.

ESTUDIO HISTOLOGICO

De cada cilindro 6seo pertenecientes a los lados A y B, se obtuvieron 5 zonas de
observacion, tres de las cuales fueron estudiadas con Hematoxilina Eosina y dos, con tincidon de
Van Gieson; de ambas zonas se obtuvo un nimero de entre dos a cuatro cortes dependiendo de la
calidad de la muestra biopsiada. Los cortes fueron numerados como HE 1 hasta HE 9 (A o B), I,
IT o IIT segtin 1a 1d&mina histologica a la que correspondiese; y como VG 1 hasta VG 9 (Ao B)Io
IT segun la lamina histologica a la que correspondiese. Cada corte fue, a su vez, divido en 4
campos de observacion diferentes nombrados con letras p, g, I, S, siendo p y g hueso propio del
paciente, y r y s hueso injertado tratado con P. R. P. (lado A) y no tratado (lado B).

La observacion fue realizada por un histopatdlogo experto, quien cumplid la condicion de
ciego para el estudio, y asigné un valor para cada una de las mediciones, el que fue registrado
numéricamente como:

0: AUSENCIA

1: LEVE

2: MODERADO
3: ABUNDANTE

Para efectos de este estudio, se considerd como tejido 6seo maduro aquél que tuviese una
estructura laminillar de valor 3, cantidad de osteoblastos 0 a 1, capilares 0 a 1, tanto para cantidad
como para tamafio, grado de compactacion 3, cantidad de osteocitos 3, cantidad de colageno 0 a
1, y cantidad de fibroblastos 0 a 1.

Este valor fue asignado por el propio patdlogo, basado en un referente ideal de
maduracion 6sea bajo el cual se comparé los campos p y g de cada lado, para luego comparar los
niveles de maduracion 6sea de r y S con las cifras obtenidas desde p y g. Los datos asi obtenidos
fueron registrados en una tabla para su posterior analisis.

Los parametros histologicos a examinar fueron: tipo de tejido 6seo o grado de
compactacion, estructura laminillar, presencia de osteoblastos, osteocitos, colagenizacion,
fibroblastos, capilares (nimero y tamao).
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Las muestras obtenidas desde los lados A y B fueron sometidas a observacion bajo
microscopio Optico, previa tincion con dos técnicas diferentes: Hematoxilina Eosina para la
deteccion del tipo de tejido Oseo, estructura laminillar, presencia de osteoblastos, osteocitos,
fibroblastos, capilares (nimero y tamafio); en tanto que para observar colageno se utilizé tincion
de Van Gieson por la especificidad de esta tincion para dicha estructura.

De este modo, la técnica utilizada para tratar las muestras tefiiddas con hematoxilina eosina
fue:

1) Descalcificacion con acido nitrico al 5% durante tres dias.

2) Procesamiento en autotécnico para deshidratacion con alcohol de 70° durante una hora,
alcohol de 96° durante dos tiempos de una hora cada uno, alcohol de 100° durante tres
tiempos de una hora cada uno, y xilol durante tres tiempos de una hora cada uno.

3) Molde de inclusion.

4) Corte en micrétomo rotatorio.

5) Secado de muestras en estufa a 60° C durante dos horas.

6) Desparafinizacion en xilol e hidratacion, mediante técnica de alcoholes descendentes. Bafar
la muestra en xilol durante tres tiempos de diez minutos cada uno, luego en alcohol de 100°
durante dos tiempos de cinco minutos cada uno, alcohol de 96° durante un tiempo de cinco
minutos, y finalmente, en alcohol de 70° durante un tiempo de cinco minutos.

7) Lavado en agua corriente.

8) Teiiir en hematoxilina de Harris durante ocho minutos.

9) Lavado en agua corriente.

10) Diferenciacion en mezcla de alcohol de 70° y &cido clorhidrico durante treinta segundos. Esto
se realiza para extraer el colorante de las estructuras citologicas que no sean del nucleo.

11) Lavado en agua corriente.

12) Azulamiento en agua corriente con gotas de amoniaco puro.
13) Lavado en agua corriente.

14) Tincion en eosina durante tres minutos para tefiir citoplasma.

15) Lavado en agua corriente.
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16) Deshidratacion en alcoholes ascendentes. Bafar la muestra en alcohol de 70° durante un
tiempo de dos minutos, luego en alcohol de 96° durante dos tiempos de cinco minutos cada
uno, alcohol de 100° durante dos tiempos de cinco minutos cada uno, y finalmente, en xilol
durante tres tiempos de cinco minutos cada uno.

17) Montaje en resina sintética Flotexx.

Las muestras que fueron sometidas a tincion de Van Gieson se trataron de la siguiente
manera:

1) Descalcificacion con acido nitrico al 5% durante tres dias.

2) Procesamiento en autotécnico para deshidratacion con alcohol de 70° durante una hora,
alcohol de 96° durante dos tiempos de una hora cada uno, alcohol de 100° durante tres
tiempos de una hora cada uno, y xilol durante tres tiempos de una hora cada uno.

3) Molde de inclusion.

4) Corte en micrétomo rotatorio.

5) Secado de muestras en estufa a 60° C durante dos horas.

6) Desparafinizacion en xilol e hidratacion, mediante técnica de alcoholes descendentes. Bafar
la muestra en xilol durante tres tiempos de diez minutos cada uno, luego en alcohol de 100°
durante dos tiempos de cinco minutos cada uno, alcohol de 96° durante un tiempo de cinco
minutos, y finalmente, en alcohol de 70° durante un tiempo de cinco minutos.

7) Lavado en agua corriente.

8) Teifiir en hematoxilina férrica de Weigert durante cinco minutos.

9) Lavado en agua corriente.

10) Teiiir en Picro — ponceau durante dos minutos.

11) Lavar en alcohol de 96°.

12) Baiar la muestra en alcohol de 100° durante dos tiempos de cinco minutos cada uno, y en
xilol durante tres tiempos de cinco minutos cada uno.

13) Montaje en resina sintética Flotexx.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico, se debio unificar el nimero de cortes de las muestras,
dado que algunas de ellas solo presentaban dos cortes y otras, cuatro. Esto debido a que la calidad
de algunas muestras solo permitia realizar dos cortes. Por esto, s6lo fueron considerados para el
analisis los primeros dos cortes de cada muestra, correspondientes a las zonas mas coronales y
representativas del tejido biopsiado.

Todos los datos fueron agrupados en una misma tabla, sin considerar si provenian desde
el estudio con tincion de hematoxilina eosina o con tinciéon de Van Gieson, esto debido a que la
tincion de hematoxilina eosina no es especifica para detectar colageno, por lo que los datos de la
variable colagenizacion obtenidos desde los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina, fueron
descartados.

Los datos obtenidos fueron sometidos al test estadistico no paramétrico de Kruskal-
Wallis. Este test fue elegido porque no eran conocidos los parametros del universo y por el
reducido tamafio de la muestra. Este test prueba la hipotesis nula de que los efectos de los
tratamientos son los mismos o que las muestras son idénticas.
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RESULTADOS

El analisis de los datos fue dividido en tres items:

Comparacion de hueso propio del paciente del lado A con hueso propio del lado B, con esto
buscamos confirmar la homogeneidad de la muestra (p<0,01).

Comparacion entre hueso propio e injertado para cada lado, con esto se busca demostrar el
grado de maduracion del injerto comparado con el hueso propio del paciente (p<0,05).

Comparacion entre hueso injertado del lado A y hueso injertado del lado B (p<0,01).
Se deben considerar las siguientes premisas:
- Se utiliz6 una muestra de 9 pacientes.

- Cada paciente present6 la letra A, que correspondi6 al lado que poseia la sustancia a
investigar, y la letra B, para el lado que no la poseia.

- Analisis de 8 variables a medir por separado, las cuales correspondieron a :

V1: Tipo

V2: Estructura laminillar
V3: Osteocitos

V4: Osteoblastos

V5: Colageno

V6: Fibroblastos

V7: Capilares Numero
V8: Capilares Tamafio

- Para cada paciente se realizo la subdivision X e Y, donde:
X: py g, correspondiente al hueso propio del paciente, tanto para lado A como para
lado B.

Y: rys, correspondiente al hueso injertado, tanto para lado A como para lado B.

- Con el objeto de tener una mejor vision de los datos, se estimo que graficar los
promedios estadisticos era mas representativo que los datos en forma individual.

- Se fijaron errores del 1% y del 5%, en forma arbitraria, dependiendo de la precision
con que la que se buscaba interpretar los datos.
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ITEM I: COMPARACION ENTRE VARIABLE X DEL LADO A CON VARIABLE X
DEL LADO B

TABLA II: “Frecuencia de las variables del hueso propio en el lado A”

9

V1 V2 V3 V4 V5 V6 vi V8
Categoria | Cant. % Cant. % Cant. % Cant. % Cant. % Cant. % Cant. % Cant. %
3 51| 71% 38| 53% 6 8% 0 0% 0 0% 0 0% 3 4% 5 7%
2 21| 29% 31| 43% 44| 61% 6 8% 17| 24% 9| 13% 6 8% 15| 21%
1 0 0% 3 4% 22| 31% 43| 60% 49| 68% 62| 86% 63| 88% 52| 72%
0 0 0% 0 0% 0 0% 23| 32% 6 8% 1 1% 0 0% 0 0%
TOTAL 72 | 100% 72| 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100%
Promedio 3 2 2 1 1 1 1 1
TABLA III: “Frecuencia de las variables del hueso propio en el lado B”
Vi V2 V3 V4 V5§ N vi V8
Categoria | Cant. % | Cant. % Cant. % Cant. % Cant. | % Cant. % Cant. % Cant. Y%
3 48| 67% 33| 46% 5 7% 0 0% 2 3% 2 3% 0 0% 3 4%
2 21| 29% 31| 43% 47| 65% 4 6% 21| 29% 9] 13% 71 10% 6 8%
1 3 4% 8| 11% 20 | 28% 441 61% 451 63% 60| 83% 64| 89% 62| 86%
0 0 0% 0 0% 0 0% 24| 33% 4 6% 1 1% 1 1% 1 1%
TOTAL 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 721 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100%
Promedio 3 2 2 1 1 1 1 1

Las tablas II y III muestran el analisis del hueso propio del paciente, tanto para lado A
como para lado B. De ésta, se puede apreciar que los promedios de las frecuencias son los
mismos para ambos lados.
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GRAFICO 1: “Promedio de frecuencias de las variables para hueso propio (A y B)”

VA1

V2 V3 V4 V5

|MLADO A BLADOB |

V6 V7 V8

El grafico 1 confirma los resultados obtenidos a partir de las tablas II y III, es decir, que
los promedios de las frecuencias son los mismos para ambos lados.

Los datos anteriormente registrados fueron sometidos al test estadistico no paramétrico de

Kruskal — Wallis, el cual confirmé que no existe diferencia significativa entre el hueso propio de
los pacientes en los lados A y B, con un 99% de confiabilidad (p< 0,01).

ITEM II: ANALISIS DE X VERSUS Y PARA CADA LADO

TABLA 1V: “Frecuencia de las variables del hueso propio y del hueso injertado en los
lados A y B”

Vi V2 V3 V4 V5 Vo \ V8
X Y X Y X Y X Y X Y X Y X Y X Y
Categoria | A |B|A|B|A|[B|A|[B|A|B|A|[B|[A|B|A|B|A|[B|A|[B|A|B|A[B|A|B|A|B|A|[B|[A]|B
3151]48] o] of38[33] o] o] 6| 5[ 4] 3] o] of 3] 7/ of 2| 4] 5] of 2| 5[ 3] 3] o|lu| 4| 5| 3[23]7
2021211521 |31 |31 | 6| 6 44|47 21[30]| 6| 4[47[33|17[21[39]35] 9| 9[33]|31| 6| 7|43]|46]| 15| 6]39]43
1] o] 3|38 |44| 3| 8 24 27|22|20[47[39]43]|44|22[30]49[45]29]|31|62|60]|34[38]63]|64]|18|22[52]62][10]22
O] o]l oJ19] 7/ of of42]39] o of o] of23]24| of 2 6] 4] o] 1| 1 1] of ol o] 1] ol ofof 1[o]o
TOTAL |22 |n|n2(n|2|2|n2|2|2|2|2(2|2|2|2|2|2|n2|2|2|2|2(2|2|2|2|2|n2|72|72|72
Promedio | 3| 3| 1| 1| 2f 2| o 1] 2 2 vf 2 o] o 2 2 tf a2 2] afaf2af 2t 1] 22 1] 1][2]2
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Observando la tabla IV, se puede afirmar que existe evidencia descriptiva que comprueba
la diferencia entre las variables X e Y para ambos lados.

GRAFICO 2: “Promedio de frecuencias de variables de X lado A versus Y lado A”

N N W w »
e ———

X1 Y1 X2 Y2 X3 Y3 X4 Y4 X5 Y5 X6 Y6 X7 Y7 X8 Y8

El grafico 2 muestra la gran diferencia entre los resultados al comparar X versus Y para
el lado A.

GRAFICO 3: “Promedio de frecuencias de las variables de X lado B e Y lado B”

N N W W b»

X1 Y1 X2 Y2 X3 Y3 X4 Y4 X5 Y5 X6 Y6 X7 Y7 X8 Y8
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El grafico 3 muestra la gran diferencia de los resultados al comparar X versus Y para el
lado B.

El analisis de Kruskal — Wallis para los datos anteriormente expuestos, confirma con un
95% de confiabilidad (p< 0.05) que el hueso propio del paciente difiere del hueso injertado, tanto
para el lado A como para el lado B.

ITEM III: ANALISIS DE Y LADO A VERSUS Y LADO B

TABLA V: “Frecuencias de las variables del hueso injertado en el lado A”

V1 V2 V3 V4 V5§ Vo6 V7 \%:]

Categoria |[Cant. | % |Cant.| % |[Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |[Cant.| %
3 0 0% 0 0% 4 6% 3 4% 4 6% 5 7% 11| 15% 23| 32%
2 15| 21% 6 8% 21| 29% 471 65% 39| 54% 33| 46% 43 | 60% 39| 54%
1 38| 53% 24| 33% 47 65% 22| 31% 29| 40% 34| 47% 18| 25% 10| 14%
0 19| 26% 42| 58% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
TOTAL 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100%
Promedio 1 1 1 2 2 2 2 2

La tabla V contiene las frecuencias de las variables histoldgicas observadas en el hueso
injertado del lado A. Asimismo, se indica el promedio estadistico para cada una de las variables.

TABLA VI: “Frecuencias de las variables del hueso injertado en el lado B”

V1 V2 V3 V4 V5 Vé v7 V8

Categoria Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| % |Cant.| %

3 0 0% 0 0% 3 4% 7] 10% 5 7% 3 4% 4 6% 7] 10%

2 21| 2% 6 8% 30| 42% 33| 46% 35| 4% 31| 43% 46 | 64% 43| 60%

1 44| 61% 27| 38% 39| 54% 30| 42% 31| 43% 38| 53% 22| 31% 22| 31%

0 7] 10% 39| 54% 0 0% 2 3% 1 1% 0 0% 0 0% 0 0%
TOTAL 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100% 72 | 100%
Promedio 1 1 2 2 2 2 2 2

La tabla VI contiene las frecuencias de las variables histologicas observadas para
el hueso injertado del lado B. Asimismo, se indica el promedio estadistico para cada una de las
variables.
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GRAFICO 4: “Promedio de la frecuencia de las variables del hueso injertado para los lados

AyB”
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El grafico 4 muestra la semejanza entre el lado A y el lado B, excepto para la variable 3,
donde se produce una diferencia a favor del lado B.

El test de Kruskal — Wallis determin6, con un 99% de confiabilidad (p< 0.01), que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre el hueso injertado con aporte de P. R. P.y el
hueso injertado sin este aporte, incluso para la variable 3.

De manera arbitraria, el histopatdlogo asignd una ponderaciéon para cada variable
observada. Esta ponderacion refleja la importancia estimada para cada una de ellas en el proceso
de regeneracion y maduracion o0sea. Asi, los valores asignados fueron:

- Estructura laminillar, 20%.

- Osteoblastos, 20%.

- Numero de capilares, 15%.

- Tamafio de los capilares, 15%.
- Coléageno 15%.

- Grado de compactacion, 5%.

- Fibroblastos, 5%.

- Osteocitos, 5%.

Debido a su mayor importancia, analizaremos las primeras cuatro variables.

Debe destacarse, que los datos arrojados para nimero de capilares y tamafio de éstos
fueron analizados juntos.



TABLA VII: “Analisis de las variables 2, 5, 7 y 8 del hueso injertado en los lados A y B”

V2 V5 V7Y V8
Categoria LADO A % LADO B % LADO A % LADO B % LADO A % LADO B %
0 0% 0 0% 4 6% 5 7% 34 24% 11 8%
6 8% 6 8% 39 54% 35 49% 82 57% 89 62%
24 33% 27 38% 29 40% 31 43% 28 19% 44 31%
42 58% 39 54% 0 0% 1 1% 0 0% 0 0%
TOTAL 72 100% 72 100% 72 100% 72 100% 144 100% 144 100%
Promedio 1 1 2 2 2 2

En la tabla VII se puede observar, luego del andlisis descriptivo de las primeras cuatro
variables, que éstas poseen semejanza en porcentaje de frecuencias, tanto para el lado A como

para el lado B.

GRAFICO 5: “Porcentaje de frecuencias para la variable 2 en los lados A y B”
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El grafico 5 muestra una clara tendencia de los datos a acumularse en la categoria 0 para

ambos lados.




35

GRAFICO 6: “Porcentaje de frecuencias para la variable 5 en los lados A y B”
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El grafico 6 muestra un mayor porcentaje en la categoria 2, ain cuando en la categoria 1
también se observa un porcentaje significativo.

GRAFICO 7: “Porcentaje de frecuencias para las variables 7 y 8 en los lados A y B”

57% __62%

0% 0%
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El grafico 7 muestra que el porcentaje de frecuencias de la categoria 3 presenta una diferencia de
16 % a favor del lado A. Sin embargo, existe una clara tendencia de la informacioén a acumularse
en la categoria 2.
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DISCUSION

Desde los primeros trabajos realizados por Matras en 1982 hasta los ultimos estudios
realizados en el afio 2004 por Yasawa y cols., se han estudiado diversos materiales en busca de
mejorar la capacidad de hemostasia, adhesion quirtrgica y regeneracion de heridas, tanto para
tejidos blandos como para tejidos duros.

Muchos de los resultados obtenidos en la literatura difieren en diversos aspectos con los
obtenidos en este estudio.

En 1994 Tayapongsak y cols. afladieron adhesivo de fibrina al hueso medular durante
procedimientos de reconstruccion mandibular, e identificaron una consolidacion radiografica
temprana de hueso en 33 casos. En cambio, en este estudio no fue posible identificar una
consolidacion 6sea radiografica, la que se intentdé medir a través de radiografia panoramica y de
dentascan; esta dificultad no es atribuible a las propiedades del material en estudio, sino mas
bien, a las reducidas dimensiones de la cavidad 6sea y a la zona anatomica en la que fue realizado
el injerto. Tayapongsak y cols., ademas, reportaron una destacable adhesion al ligar las particulas
porosas de hueso medular durante la colocacion del injerto. Esta misma cualidad fue encontrada
en el presente estudio, para la utilizacion del gel de P. R. P.

En 1998 Marx y cols.,, en su modelo de regeneracion Osea a partir de injertos,
ejemplificaron como los factores de crecimiento PDGF y TGF-f pueden influenciar la
regeneracion 6sea normal y como el incremento de las cantidades de cada factor, afiadiendo P. R.
P., produce una mas rapida tasa de hueso formado y una mayor cantidad de éste. En nuestro
trabajo, no fue posible encontrar, en el hueso injertado al cual se le afiadi6 gel de plaquetas, tales
resultados. Esta formacioén de hueso de mayor calidad y en menor tiempo, descrita por Marx y
cols., se baso en el hecho de agregar mayor cantidad de factores de crecimiento derivados de las
plaquetas; sin embargo, a partir del estudio de las propiedades de los factores de crecimientos, en
la literatura encontrada, no se le atribuye a ninguna factor de crecimiento derivado de las
plaquetas alguna propiedad osteogénica, sino mas bien propiedades angiogénicas y de formacion
de tejido conjuntivo. Marx y cols., citan en su trabajo que “...La actual maduracion del injerto
desde un hueso desorganizado a un hueso laminillar maduro con sistemas haversianos, involucra
el tercer y final grupo de agentes, los cuales no fueron parte de este estudio y no estan contenidos
en el P. R. P. Estos corresponden a la familia de la proteina morfogenética de hueso BMP...”.
Con esta afirmacion Marx y cols., contradicen su teoria de velocidad y calidad de hueso
regenerado, ya que la maduracion de este tejido no depende de los factores de crecimiento
contenidos en las plaquetas.

En el estudio realizado el 2003 por Kawase y cols., se demostré que el P. R. P es capaz
de regular la formacion de matriz extracelular, lo cual no concuerda con la similar cantidad de
colageno encontrada, tanto en el lado caso como en el lado control de nuestro estudio. Sin
embargo, debe destacarse que esta investigacion se realizd en ligamento periodontal y
osteoblastos in vitro.
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Lacoste y cols., en el afio 2003, a partir de su estudio realizado en células in vitro,
concluyeron que “...Debido a que la angiogénesis precede a la osteogénesis en el proceso de
curacion de la herida y los osteoblastos son células perivasculares, nosotros anticipamos una
ventaja al estimular la formacion de vasos sanguineos a partir de la cual se obtendra una mejor
formacion de hueso...”. En nuestro trabajo encontramos una mayor cantidad de vasos sanguineos
y de mayor tamaio, en los sitios donde se aplicé el gel de plaquetas, pero sin ser esta diferencia
estadisticamente significativa. Esto nos indicaria que ese hueso estd con mayor actividad tisular,
pero no podemos afirmar que esta mayor cantidad de vasos nos llevard, necesariamente, a obtener
un hueso maduro de mejor calidad.

Dentro de la totalidad de la literatura estudiada, nos encontramos con un Unico trabajo
experimental de casos y controles, realizado por Zechner y cols. en el afo 2003; debemos
destacar que esta investigacion fue realizada en cerdos, planteandose el estudio de la cicatrizacion
del hueso periférico al implante y, ademas, incluyd el andlisis de distintos tipos de superficies
para los implantes fijados. Desde nuestro punto de vista, consideramos que la metodologia para
calificar este estudio como de casos y controles no es repetible debido a que en su articulo no
expone esta informacion. A pesar de esta apreciacion, los resultados obtenidos por Zechner y
cols. indican que a las doce semanas posfijacion de los implantes, la regeneracion dsea alrededor
de éstos no fue histoldogicamente distinguible entre los lados control y con aporte de P. R. P.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio, dado que no se encontro
diferencias histologicas significativas en la maduracion 6sea para los lados caso y control.

Nuestra motivacion inicial para el estudio de este tema fue el planteamiento de
extraordinarias cualidades regenerativas titulares en el uso del P. R. P. Sin embargo, al comenzar
nuestro analisis de la literatura (desde 1982 hasta 2004), no encontramos estudios clinicos
controlados que respaldaran las utilizacion clinica de esta sustancia, ademas nuestro analisis
critico de esta revision nos hace observar debilidades metodologicas serias en la realizacion de
estos estudios. Por ejemplo, Anitua en 1999 realiz6 un estudio clinico comparativo con 20
pacientes, de los cuales 10 eran casos y 10 control, en 5 de los 10 pacientes caso fue injertado
hueso autdlogo en combinaciéon con P. R. P. y para los otros 5 no describe la técnica. El analisis
de los tejidos se realizd en un tiempo que variaba entre 10 a 16 semanas de cicatrizacion y
debemos reparar en el hecho que metodologicamente no es ideal utilizar casos y controles en
pacientes diferentes, dado que la capacidad fisiologica de reparacion difiere en todos los
individuos. De esta forma, queremos ejemplificar el modo en que se han realizado los estudios
clinicos descritos en la literatura, hecho que se confirma por el extenso andlisis bibliografico
realizado por Sanchez y cols. en 2003, que abarco la revision desde el afio 1960 hasta 2002 ,
donde confirma nuestra inquietud sobre el rigor cientifico que respalda la utilizacion del
concentrado de plaquetas.

Debido a que la literatura existente no respalda las extraordinarias caracteristicas
regenerativas propuestas para el P. R. P, decidimos desarrollar una metodologia cientifica
adecuada para comprobar la real influencia que ejerce este concentrado plaquetario sobre el
tejido 6seo en regeneracion, lo que fue plasmado en este estudio experimental de tipo clinico
controlado, que contempl6 al caso y el control en un mismo paciente, eliminando asi, cualquier
variacion en las capacidades de regeneracion entre los distintos pacientes. Nuestros resultados
confirman las dudas sobre los limitados efectos que produce el P. R. P en la calidad y velocidad
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de la maduracion 6sea, sin embargo, no podemos desconocer diferencias en la cicatrizacion entre
los casos y controles que, sin ser estadisticamente significativas (p<0,01) podrian ser un aporte a
la regeneracion tisular, como por ejemplo el mayor tamafio y numero de vasos sanguineos
encontrados en los sitios donde se aporto P. R. P.

De acuerdo a nuestros resultados, creemos que es de gran importancia la presencia de
vasos sanguineos de mayor tamafio y en mayor nimero, ya que esto se puede interpretar como
una mejor capacidad basal para la estimulacion y maduracion de cualquier tejido. A pesar de este
relevante hallazgo, nos habria gustado encontrar un aumento del niimero de osteoblastos en el
tejido que recibid el aporte de P. R. P para, asi, poder inferir que vamos a obtener una mejor
calidad del tejido dseo.
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CONCLUSIONES

Los trabajos revisados presentan una pobre metodologia, basando sus conclusiones en
deducciones teoricas del aporte de los factores de crecimiento a la regeneracion de tejidos, sin
entregar evidencia cientifica que avale estas afirmaciones. Ademas, gran parte de estos estudios
fueron realizados in vitro o en animales, por lo que, aunque sus resultados sean a favor de la
utilizacion del P. R. P, éstos no pueden ser extrapolados a seres humanos.

No existe evidencia estadisticamente significativa, en nuestro estudio, para afirmar que el
P. R. P sea un aporte a la regeneracion de tejido dseo.

Sugerimos que las reales aplicaciones clinicas del P. R. P comprobadas en nuestro
estudio son la hemostasia y la capacidad de ligar el hueso particulado, mejorando su
manipulacion.

Confirmamos nuestra hipdtesis nula dado que no es posible afirmar que la calidad del
hueso, en proceso de maduracion, sea superior, asi como tampoco podemos aseverar que la
velocidad de regeneracion Osea sea acelerada por el aporte del P. R. P.
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SUGERENCIAS

En nuestro estudi6 se intento entregar evidencia histologica para el uso clinico del gel de
P. R. P., sin embargo, el pequefio tamafio de la muestra no permite que los resultados obtenidos
puedan ser representativos para el universo. Para que se logre esta representatividad, la muestra
deberia ser de al menos 20 pacientes, pero dado que trabajamos con una muestra altamente
homogénea, se podria disminuir su tamafio a 12 pacientes.

En cuanto a la recoleccion de los datos histologicos, podemos sugerir que un método mas
preciso que el que utilizamos, seria el uso de histomorfometria que nos entregaria un niamero
exacto de los constituyentes histologicos, disminuyendo asi el grado de subjetividad de la
medicion. Otro modo de obtener objetividad en la recoleccion de los datos seria aumentar el
nimero de observadores.

Podemos sugerir la realizacion de un estudio con similar metodologia que el nuestro para
analizar el uso de diferentes volumenes aportados de P. R. P para, asi, determinar si existe
relacion entre efectividad del producto y cantidad de éste.

A su vez, la realizacion de estudios que analicen el uso del P. R. P. en hueso alterado o en
hueso de pacientes con alguna enfermedad sistémica, es altamente recomendable dado que los
resultados obtenidos nos sugieren que el P. R. P. mejora las condiciones vasculares de los tejidos
en los cuales es aplicado.

El principal aporte de nuestro estudio radica en que la comprobacion de la regeneracion
6sea se mide a través de analisis histologico, siendo éste un método directo para la determinacion
del grado de maduracion del tejido 6seo.
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RESUMEN

El presente estudio intenta continuar la linea de investigacion sobre el P. R. P., que se
considera el sucesor del sellante de fibrina propuesto por Matras en el afo 1982. A partir del
estudio clasico de Marx y cols. del aflo 1998 hasta los tltimos estudios realizados en el afio 2004,
no hemos podido encontrar una clara evidencia cientifica que avale sus propiedades y
aplicaciones clinicas en el campo de la regeneracion Osea.

Este estudio fue realizado con un total de nueve pacientes sometidos a cirugia de terceros
molares mandibulares bilateral, a los cuales se les confecciond cavidades Oseas por distal del
alvéolo de cada tercer molar extraido; en ellas se injerté hueso particulado con aporte de P. R. P.
en el lado derecho y sin éste en el lado izquierdo. Al cabo de un periodo de entre doce a catorce
semanas, se realizd una biopsia de las zonas previamente injertadas, siendo éstas sometidas a
andlisis histologico para comparar su grado de maduracion 6sea.

No se encontrd un aporte estadisticamente significativo en la maduracion, tanto para
tiempo de formacion como para calidad del hueso en regeneracion, que pueda ser atribuible al
aporte de P. R. P.

Podemos concluir que el aporte de P. R. P. a hueso injertado mejora la vascularizacion,
pero que esto no necesariamente asegura la obtencion de un hueso maduro de mejor calidad y en
menor tiempo.
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ANEXO 1: INFORMACION AL PACIENTE

El objetivo de la investigacion, de la cual le solicitamos ser parte, es comprobar que la
aplicacion de plasma rico en plaquetas mejora la calidad del hueso regenerado y aumenta su
velocidad de formacion disminuyendo, de este modo, las complicaciones postoperatorias.

Para el cumplimiento de este objetivo, es necesario que usted participe en dos
procedimientos quirdargicos, segun el siguiente orden:

1. Extraccion de una muestra sanguinea, que sera utilizada durante la primera cirugia (extraccion
de las muelas del juicio).

2. Extraccion de los terceros molares y relleno cavitario con hueso molido y plaquetas obtenidas
de la muestra sanguinea anteriormente mencionada.

3. Dos (2) a tres (3) meses después, se le realizard un control por medio de radiografias y/o
scanner, sin costo para usted.

4. Segundo procedimiento quirirgico, consistente en la toma de una pequefia muestra de la zona
intervenida con anterioridad. Este segundo procedimiento es totalmente necesario para la
investigacion y no reviste ningtn riesgo para usted.

5.- Todos los procedimientos descritos son realizados en forma ambulatoria, es decir, no
requieren hospitalizacion.
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ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y 0 e LG L, , Declaro :

1.- Haber recibido informacion en forma escrita y verbal sobre la investigacion “EstudioClinico
Controlado de Regeneracion Osea con Plasma Rico en Plaquetas™.

2.- Estar en pleno conocimiento sobre los procedimientos quirtargicos, imagenoldgicos y de
laboratorio en los que participaré voluntariamente.

3.- Aceptar ser sometido (a) a un segundo procedimiento ambulatorio de control.

4.- Que en el caso de presentar alguna complicacion o deseo de abandonar el estudio, me
comunicaré con Giordana David (9-1654177), Fernando Ramirez (9-2118832), o al servicio de
cirugia maxilofacial con Dr. Quiroz (573498).

En total conocimiento, otorgo mi acuerdo para:

1.- Formar parte del “EstudioClinico Controlado de Regeneracion Osea con Plasma Rico en
Plaquetas”.

2.- Permitir que la informacion obtenida sea utilizada con fines cientificos y académicos.

FECHA:

Firmay C. I. Paciente Firma co-investigador

Folio:
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ANEXO 3: FOTOGRAFIAS

Foto 1: Centrifuga, conteniendo las unidades sanguineas previo a su procesamiento.

Foto 2: Méquina donde se almacena el P. R. P. luego de ser obtenido para que decante por un
tiempo minimo de 2 horas.



Foto 3: Bolsa que contiene el P. R. P.

Foto 4: Paciente siendo autotransfundido con los glébulos rojos.
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Foto 5: Limalla 6sea obtenida desde el filtro para hueso ubicado en la aspiracion central.

Foto 6: Ampolla de gluconato de calcio de 10 mL.
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Foto7: Jeringa que contiene P. R. P, sangre fresca, gluconato de calcio y aire, segiin protocolo
de preparacion del gel de plaquetas.

Foto 8: Recipiente que contiene la mezcla entre la limalla 6sea y el gel de plaquetas.
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Foto 9: Muestra la cavidad realizada por distal del alvéolo del tercer molar inferior derecho,
rellenada con injerto 6seo particulado y gel de P. R. P. (lado A).

Foto 10: Muestra la cavidad realizada por distal del alvéolo del tercer molar inferior
izquierdo, rellenada sélo con injerto dseo particulado (lado B).



Foto 11: Muestra la toma de la biopsia de la zona injertada.

Foto 12: Fijacion del hueso biopsiado en tubos estériles que contienen formol neutro.
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Foto 13: Se indican los campos microscopicos de observacion p y g, correspondientes a la
zona de tejido 6seo normal del paciente (control), y campos I y S, correspondientes al injerto
oseo, delimitados claramente (flecha) (HE x 10).

Foto 14: Campo de observacion con presencia de vasos sanguineos aumentados en cantidad y
en tamafio (VS), y campo con marcado tejido conjuntivo (TC).
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Foto 15: Campo de observacion correspondiente a tejido 6seo control, compacto, abundantes
osteocitos, sin osteoblastos y escaso tejido conjuntivo.

Foto 16: Campos de observacion con técnica de Van Gieson. Notese mayor presencia de
matriz colagena en el tejido 6seo del campo S, con aspecto trabecular, a diferencia del aspecto
compacto en los campos p y d.
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ANEXO 4: ESTADISTICA

METODOS NO PARAMETRICOS

Los procedimientos inferenciales que se estudian generalmente en estadistica necesitan de
la especificacion de una distribucion para la poblacion de interés, de esta forma, los resultados
que se obtienen representan estimaciones con respecto a los parametros de la poblacion. Este tipo
de analisis recibe el nombre de “métodos paramétricos”, los cuales son mas sensibles a muestras
de tamafio pequefio y de caracter cuantitativo en un intervalo de tiempo.

Sin embargo, se han desarrollado procedimientos inferenciales que no se encuentran
sujetos a la forma de la distribucion de la poblacion de interés y no requieren que las
observaciones se definan en una escala de intervalo, es decir, los niumeros no tienen un
significado fisico mas all4 de representar alguna categorizacion. Estos procedimientos se conocen
como “métodos no paramétricos”. En un sentido relativo, éstos requieren de pocas suposiciones,
son mas faciles de aplicar que los métodos paramétricos y representan mejor la muestra cuando
¢ésta es pequena.

PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS
Este test prueba la hipotesis nula de que los efectos de los tratamientos son los mismos, o
que las muestras son idénticas.

Sean las observaciones de las k muestras aleatorias dadas en la tabla VIII, donde nj es el
tamafo de la j-ésima muestra y N es el namero total de observaciones para todas las muestras.

MUESTRA
1 2]... i .. k
Y11 |Y12 Y1j Y 1k
Y11 |Y22 Y2j Y1k
Vit [Yn2z Yo Yok

Tabla VIII: Observaciones de k muestras aleatorias para la prueba de Kruskal-Wallis.
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Esta prueba se basa en la combinacion de todas las observaciones de las muestras
aleatorias para formar un solo conjunto de N observaciones; entonces éstas se arreglan en orden
creciente de magnitud y se asigna un rango a cada observacion, comenzando con un rango 1y
terminando con un rango N. Cuando el rango de todas las observaciones estd completo, se
determina la suma de los rangos de cada muestra. Sea Rj la suma de los rangos de la j-ésima
muestra. En esencia, la prueba de Kruskal-Wallis determina si la disparidad entre las Rj con
respecto a los tamafios nj de las muestras es suficiente para garantizar el rechazo de la hipotesis
nula.

La estadistica de Kruskal-Wallis es:

k
N(N+') JZ:;R. —3(N +1)

Esta estadistica se encuentra aproximada por una distribucion chi-cuadrada con k-1
grados de libertad. Por lo que se rechaza la hipdtesis nula para valores grandes de la estadistica de
la prueba de Kruskal-Wallis.

El procedimiento que se recomienda para manejar los empates es obtener el promedio de las
ubicaciones que los datos ocupan. Si bien, esta correccion generalmente incrementa el valor de la
estadistica, se considera este efecto despreciable.
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