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RESUMEN

Los modificadores biolégicos, son sustancias de estructura
proteica que participan en los procesos de diferenciacion y
proliferacién celular.

Las plaguetas contienen por o menos dos de estas sustan-
cias, el factor de crecimiento derivado de las plaguetas
(PDGF-platelet derived growth factor) y el factor de creci-
miento transformador beta (TGF b-transforming growth fac-
tor beta) El plasma rico en plaquetas es un preparado autélo-
go que se utiliza en técnicas de regeneracion e injertos éseos.
Una vez que las plaquetas liberan su contenido en la zona

" quirdirgica, los factores de crecimiento contenidos en ellas

estimulan el proceso de cicatrizacién normal, logrando un
hueso de mayor calidad en periodos mds cortos. En este tra-
bajo se hace una sintesis de los procesos de proliferacién y
diferenciacién celular y de la influencia que en dichos.pro-
cesos tienen los factores de crecimiento.

Se describe una técnica simplificada para la obtencién de
un plasma rico en plaquetas (PRP) cuya activacién promueve
la liberacién de los factores de crecimiento plaquetarios en el
lecho quirdrgico. La textura y adherencia de este preparado fa-
cilitan la manipulacién y esculpido del material a injertar.

Palabras claves: Modificadores bioldgicos, Plasma rico
en plaquetas.

SUMMARY

The biological modifiers are proteinaceous structure substan-
ces that participate in the cellular differentiation and prolife-
ration processes.

The platelets have at least two of these substances, the plate-
let derived growth factor (PDGF) and the b- transforring
growth factor beta (TGF). The high content of platelet plasma
is an autologous preparation that is used on osseous grafts
and regeneration techniques. Once that the platelets liberate
their contents in the surgical area, their growth factors stimu-
late the normal cicatrization process, obtaining a superior qua-
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lity bone in shortest periods. In this work, we make a synthesis
about the cellular differentiation and proliferation processes
and also about the influence that the growth factors have in
those processes. We describe a simplified technique to obtain
high content of platelet plasma, which activation promotes the
platelets growth factors liberation on the surgical base. This
preparation's texture and adherence make easier the manipu-
lation and sculpture of the ingrafting material.

Key Words: Biological modifiers, High contents of plate-
let plasma.

RESUMO .
Os modificadores bioldgicos sao substancias de estrutura
protefnica que participam nos processos de diferenciacio e
proliferagiio celular.

As plaquetas contem pelo menos duas destas substancias, o
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF- platelel
derived growth factor) e o fator de crescimento transformaclor
beta (TGF b ~transforming growth factor beta).

O plasma com alto contetido de plaquetas @ um preparado
autdlogo que se usa nas técnicas de regeneragiio e inxertos
6ssos. Uma vez que as plaquetas liberam seu contetio na zo-
na cirdrgica, os factores de crescimento estimulam o proces-
so de cicatrizagdo normal, logrando um osso de mais quali-
dade num menor perfodo de tempo.

Neste trabalho & feito uma sintesis dos processos de prolife-
racdo e diferenciagdo celular e da influencia dos factores de
crescimento em ditos procesos.

Se descreve uma técnica simplificada para obter um plasma
com alto contetido de plaquetas (PACP) cuja ativagdo pro-
move a liberagdo dos fatores de crescimento plaquetério no
leito cirdrgico. A textera e aderéncia deste preparado facili-
tam a manipulagéo e esculpido do material a enxertar.

Palavra-chave: modificadores biolégicos, plasma com al-
to conteudo de plaquetas.
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Mecanismo de regulacién y control fisiolégico,

Modificadores biolégicos

Existen diversos mecanismos de regulacién y control en-
cargados de la coordinacién de las funciones vitales del in-
dividuo que se basan en alguno de los siguientes principios
bésicos:

¢ Comunicacién célula a célula

 Control a través de la red neuronal.

¢ Control hormonal.

Esquema N° 2

F actores de
progres:on

(IGF:1)

Ciclo Celular.

Este control puede ser:

endécrino, a cargo de las hormonas, que operan a través
de la vfa sistémica o

pardcrino o autéerino, a cargo de modificadores biol6gi-
cos como citoquinas, interleuquinas, linfoquinas y faclores
de crecimiento que acttian en forma local a nivel celular (1).

Los modificadores bioldgicos son sustancias de naturaleza
proteica que tienen la capacidad potencial de alterar los teji-
dos del huésped, estimulando o regulando el proceso de ci-
catrizacién de las heridas.(2)

Para que se produzca el efecto bioldgico a nivel local, la
célula originaria debe sintetizar el factor, éste debe llegar
hasta el receptor en la célula diana, y aclivar los segundos
mensajeros que provocan el efecto terminal. Este efecto es
una fosforilacion proteica, que finalmente resulta responsa-
ble de los cambios que promueven la reparacién tisular.

El mecanismo de accién de los factores de crecimiento de-
pende de la localizacién de los receptores:

* Autécrino:

Donde la célula que produce el factor, lo excreta en forma
soluble al exterior, y responde al mismo porque posee los re-
ceptores adecuados en la superficie externa de su membra-
na celular. Este es el mecanismo de accién de las protefnas

Esquema N° 3

Diferenciacion Celular.

morfogenéticas éseas que son producidas por los ostecblas-
tos y actdan sobre las mismas células. (1) (3)

¢ Paracrino:

Donde una célula sintetiza el factor que va a actuar sobre
receptores de otra célula presente en el microentorno local.
Este es el mecanismo de accién del factor de crecimiento de-
rivado de las plaquetas y del factor de crecimiento transfor-
mador beta segregados por las plaquetas. (1)(4)

¢ Intrdcrino:
Es un caso especial de estimulacién autécrina donde el
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factor y el receptor interactdan dentro de la misma. célula.

Existen dos tipos de receptores para los faclores de creci-
miento: superficiales e intracelulares. La activacién de los re-
ceptores celulares superficiales promueve la actividad de se-
gundos mensajeros que culminan con una fosforilacién pro-
teica. Esta es finalmente responsable de los cambios en la
proliferacién y diferenciacién celular.

Proliferacién celular

Las células siguen un patrén de fenémenos ciclicos que
caracteriza el proceso de la divisién celular (ciclo celular).

Los tejidos en general tienen la mayoria de sus células en
una fase de reposo(G0). Para que estas células puedan entrar
en el ciclo celular y reproducirse, hace falta un estimulo de-
nominado factor de competencia. Una vez que la célula ha
adquirido la capacidad para la reproduccién, los factores de
progresién la mantienen en este ciclo reproductivo. Las célu-
las comienzan la sintesis de ADN (fase de sintesis) para cul-
minar en definitiva en la divisién celular (fase mitética) en
donde cada célula hija recibe una copia idéntica del mate-
rial genético. En este ciclo celular existen dos fases (G1 y G2)
que representan intervalos funcionales en donde otros facto-
res pueden acelerar o inhibir dicho ciclo.

“Los modificadores biolégicos son reguladores esenciales
en este proceso de proliferacién celular actuando en diferen-
tes etapas del ciclo celular" (2). El PDGF es un ejemplo de
factor de competencia. (5 y 6).

Para obtener la regeneracién tisular es necesario que las
células avancen dentro del ciclo qelular y se multipliquen.

Diferenciacién celular

Las células de origen mesenquimatoso derivan de una cé-
iula progenitora comun que es la célula mesenquimatosa in-
diferenciada. Estas células evolucionan y se diferencian en
multiples tipos celulares (osteoblastos fibroblastos, condro-
blasto, etc.) con sus caracteristicas definidas.

El PDGF induce a la célula mesenquimadtica indiferencia-
da a transformarse en célula osteoprogenitora (osteoinduc-
cién).

Si en el proceso de regeneracidn se logra la correcta orga-
nizacién de los mecanismos de proliferacién y diferencia-
cién celular se consigue la formacién de un tejido funcional.

ASPECTOS GENERALES

DE LA ESTRUCTURA PLAQUETARIA

Las plaquetas son células anucleadas que tienen una for-
ma discoide con 2-4 m. de didmetro y aproximadamente 1
m. de espesor.

1. Membrana plasmatica

Una de las caracteristicas salientes de las plaquetas es que
presentan gran canlidad de invaginaciones de la membrana
plasmética hacia el citoplasma formando un sistema canali-
cular que conecta con la superficie. Esta caracleristica deter-
mina la existencia de una gran superficie plaguetaria al ser-
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vicio de procesos absortivo-secretorios; en otros términos la
plagueta funciona como una "esponja®. (7)

2. Granulos Alfa

Son organelos esféricos de 300 a 500 nm. de didmetro que
se encuentran dispersos en el citoplasma celular. (8) Contie-
nen agentes vasoconstrictores (adrenalina y noradrenalina),
proteinas plaquetarias especificas relacionadas con la coagu-
lacién de la sangre (factores plaquetarios 2, 3, y 4 (9) y fac-
tores de crecimiento plaquetario: PDGF (factor de crecimien-
to derivado de las plaquetas), TGF-beta (factor de crecimien-
to transformador beta) y PDETGF (factor de crecimiento en-
dotelial derivado de las plaquetas) (1)(10) y (11).

IV, Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento polipeptidicos son una clase
de protefnas naturales, mediadores bioldgicos, que regulan
la proliferacién y diferenciacién, celular (12).

1. PROPIEDADES GENERALES

La mayorfa de los factores de crecimiento son sintetizados
y secregados por diversos tipos de células (endoteliales, fi-
broblastos, macréfagos, plaquetas, etc.) y actdan como regu-
ladores de la divisién celular es decir como factores de pro-
liferacién o mitégenos. (1) ,

Su secrecién es breve y autolimitada. (13)

Su accién es transitoria y suele ser de corto alcance. (14)

A menudo influyen en la sintesis de otros factores produ-
ciendo cascadas en las que un segundo o tercer factor pue-
de mediar los efectos bioldgicos del primero.

Los factores de crecimiento pueden interactuar para anta-
gonizar sus acciones, producir efectos aditivos, o en algunos
casos producir efectos mayores de lo previsto (interaccién si-
nérgica).

2. FACTORES DE CRECIMIENTO PLAQUETARIOS

A. FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE LAS PLA-
QUETAS (PDGF-platelet derived growth factor)

El PDGF es una glicoprotefna de un peso molecular apro-
ximado de 30 kd (15). Desde el principio fue descrito en los
grénulos alfa de las plaquetas, pero posteriormente se de-
mostré su presencia en otras células como los macréfagos y
las células endoteliales.

Parece ser el primer factor presente en la herida iniciando
la cicatrizacion conjuntiva y la regeneracién y reparacion
ésea. En el ser humano existe mayoritariamente en forma de
heterodimero constituido por dos cadenas denominadas A 'y
B de igual tamafo y peso molecular. En menor cantidad tam-
bién existe en forma de homodimeros AA y BB que tienen la
misma actividad. Se desconoce todavia si existe una razén
para la existencia de estas tres formas, pero se ha sugerido
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que podrian actuar sobre diferentes células diana. (16)

Tiene efecto mitogénico que aumenta la poblacién celular
en la herida, angiogénico promoviendo la proliferacién en-
dotelial, y de activacién de los macréfagos, favoreciendo la
debridacién de la herida y transformando a éstos en una se-
gunda fuente de factores de crecimiento que continian con
la reparacién 6sea.(17)

Las funciones especfficas més importantes del PDGF son:

OSTEOINDUCCION Inducen a las stem cells (células me-
senquimatosas o células madre, células pluripotenciales, célu-
las precursoras) a diferenciarse en células osteoprogenitoras.

MITOGENESIS, aumenta la poblacién de células en curacion.

ANGIOGENESIS, aumenta las mitosis endoteliales en los
capilares por accién directa.(18)

ACTIVACION DE MACROFAGOS para el descombro y
limpieza del lugar de la herida. Estos en forma indirecta libe-
ran factor de crecimiento angiogénico derivado de los ma-
créfagos MDAGF (macrophage derived angiogenic growth
factor).

Hay aprox. 0.06 mg de PDGF por mill6n de plaquetas. En
otros términos 1200 moléculas de PDGF de gran potencia
por plaqueta.

Es importante destacar que la cantidad de PDGF:

¢ disminuye con la edad.

« disminuye con la terapia estrogénica.

* aumenta con la formacién de hueso.

De una mayor concentracién de plaquetas en la zona de
curacién (injerto) como la aportada con la técnica del PRP
puede esperarse un incremento sustancial en la cicatrizacién
de fa herida y la regeneracién dsea. (19 y 20)

B. FACTOR TRANSFORMADOR DE CRECIMIENTO BE-
TA TGFb_(transfqrming growth factor beta)

El factor de crecimiento transformador beta debe su nombre
a la capacidad para estimular el crecimiento de los fibroblastos.

Actia sobre la proliferacién y la diferenciacidn de diversas
células. A algunas las induce a proliferar y diferenciarse, y a
otras les causa el efecto opuesto. En suma, contribuye en for-
ma armoniosa con las protefnas morfogenéticas dseas y otros
factores de crecimiento a la formacién de cartilago y tejido
6seo. (2)

Pertenece a la misma superfamilia de factores de creci-
miento que las trece hasta ahora descritas proteinas morfoge-
néticas Gseas.

Se describen dos proteinas de unos 25 kd de peso molecu-
lar nombradas como TGFb1 y TGFb2. Son sintetizados por
las plaquetas, los macréfagos y otros tipos celulares. Actian
en forma parécrina sobre células diana como fibroblastos cé-
lulas progenitoras y preosteoblastos. Cada una de estas célu-
las diana posee la capacidad de segregar su propio TGFb que

finalmente puede actuar en forma parécrina sobre células ve-
cinas o en forma autécrina sobre la misma célula que lo secretd.

En suma, el TGFb representa un mecanismo de manteni-
miento a largo plazo en el proceso de cicatrizacidn y rege-
neracién éseas. (15)

Sus principales funciones parecen ser el estimulo quimio-
tactico y mitogenético sobre el preosteoblasto y su capacidad
para promover por parte del osteoblasto la deposicion de
matriz coldgena. Inhibe la formacién de osteoclastos y la
reabsorcién contribuyendo también asf con la formacién ésea.

V. Plasma rico en plaquetas

El plasma rico en plaquetas es un preparado no téxico no
alergénico que acelera la reparacion ésea. Es un producto
autélogo, obtenido a partir de la centrifugacién de la sangre
del propio paciente. Contiene un concentrado de factores de
crecimiento que aceleran y mejoran la calidad del hueso for-
madlo. Aunque PDGF y TGFb juegan un papel relevante en
la regeneracion Gsea, no son los dnicos factores gue intervie-
nen en ella, ni tampoco los Unicos presentes en el plasma ri-
co en plaquetas. La hipdlesis del uso de PDGF y TGFb es me-
jorar tempranamente la revascularizacién e incrementar el
ntimero de células productoras de hueso (células osteocom-
petentes), para asegurar un adecuado y temprano desarrollo
6seo. (19) (20).

1. OBTENCION

Alrededor de dos horas antes de la intervencién quirdrgica
se extrae sangre al paciente. Esta maniobra se puede efec-
tuar en el propio consultorio. Se realiza por venipuntura y
con la minima estasis venosa. Se obtiene un volumen apro-
ximado de 30 ml. de sangre que se distribuye en tubos sili-
conados que contienen una solucién de citrato trisodico
0,109 Molar, en una relacién de 9 volimenes de sangre por
1 volumen de citrato. Para realizar el hemograma con re-
cuento plaquetario se utiliza otro tubo que contiene sal tripo-
tdsica del Acido Etilen Di Amino Tetra Acético (EDTA) como
anticoagulante,

Se remiten rapidamente al laboratorio a temperatura_am-
biente evitando su agitacién.

2. ETAPA DE LABORATORIO

Se realiza un hemograma para conocer la cifra basal de pla-
quetas del paciente, de la que depende el nimero final de pla-
quetas obtenidas como Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

Partiendo de un ndmero de plaquetas en sangre de 250 &
350 x 103 se obtiene un producto final con una concentra-
cién de plaquetas de 350 a 450 x 103.  ~

A. Centrifugacién

Se practica durante 10 min. y entre 180 y 200 g. Tanto e
tiempo como la velocidad de centrifugacién influyen sobr
la recuperacién plaquelaria y el volumen placuetario medio
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Soluclén Activadora, P.R.P. {color amarillo),
reciplente esteril para realizar 1a mezcla,

Todo el procedimiento se realiza con tubos tapados man-
teniendo la esterilidad de la muestra.

Finalizada la centrifugacion se oblienen tres componentes
basicos de acuerdo a sus densidades: una gran capa de eri-
trocitos, una delgada capa de leucocitos y una suspensién de
plaquetas en plasma.

B. Separacién

Tiene por obijetivo la separacién del Plasma Rico en Pla-
quetas (PRP) de las olras dos capas. Se realiza con pipetas
plasticas estériles hacia un tubo de vidrio siliconado y estérif.
Se climina la mayor canlidad posible de glébulos rojos y leu-
cacitos obteniéndose un PRP de color rojo pajizo. Al final de
esle procedimiento, se obtiene de 5 a 8 mi de PRP.

Los tubos se conservan a temperatura ambiente, y siempre
correctamente tapados para evitar la contaminacién. Es funda-
mental evitar exponer el preparado al frfo intenso asf como las
variaciones de pH para no allerar la funcién plaguetaria.

C. Acondicionamiento y traslado -

Todo este proceso desde la abtencion de la muestra del pa-
clente hasla la entrega del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en
el consullorio, no insume més de tna hora y media a dos ho-
ras. Esto asegura el ptimo rendimiento del PRP, que comien-
za a disminuir su funcionalidad a partir de las cuatro horas
de haber sido obtenido.

El material se entrega fraccionado en 3 tubos. Cada uno
de éstos va acompaitado de su correspondiente tubo activa-
dor. Este conliene cloruro de calcio (CaCl2) al 10% y trom-
hina bovina en una concentracién de 30 unidades NIH/mi.
con un volumen total de 0,5 a 1 ml. La cantidad dispensada
en cada tubo de preparado activador es la adecuada para ac-
tivar un tubo de Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

3. CONTROL BACTERIOLOGICO

Antes de poner en préctica esle proceso por primera vez,
se controlaron las diferentes soluciones y tubos utilizados pa- .
ra la obtencion del Plasma Rico en Plaguetas (PRP) median-
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te el siguiente protocolo:

A los diferentes tubos se les agregé un medio de enrique-
cimiento (tioglicolato) y se efectud un reaislamiento en pla-
cas de Agar-sangre y Mc Conkey que fueron controladas por
un perfodo minimo de 10 dias. No se observé desarrolio bac-
teriano. {(Cero colonias). También se efectuaron controles di-
rectos (ldminas) que dieron el mismo resuitado.

Todo el proceso de obtencién del Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) para utilizar en injertos 6seas autlogos se realiza en con-
diciones asépticas y el tiempo, tomando como inicio la obten-
cién de fa muestra del paciente y como finalizacién la entrega

.del Plasma Rico en Plaquetas {PRP) y solucién activaclora en el

consultorio, previo al acto quirdrgico es de 90 a 120 min.
4. MANEJO CLINICO

La mezcla de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) con cloruro
de calcio y trombina inicia el mecanismo de la coagulacién.
Por otra parte la trombina, potente agente induclor plaqueta-
rio induce a que las plaquetas liberen su contenido (granulos
con factores de crecimiento). In vitro, en el tubo de ensayo,
este codgulo se forma al minuto de haber realizado la mez-
cla con la concomitante aparicion de un exudado.

Una vez hecha la mezcla del Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) con las sustancias activadoras, se forma un gel de con-
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Radiografia apical de! mismo caso.
Implante de 5 x 11,5 superflcne tratada.

-Regeneracién Osea Guiada (R 0.G.):
ln]erto Oseo particulado utilizando técnica de P.R.P,

sistencia muco-gelalmosa, adheren(e a los instrumentos, y fa-
cil de manipular. A medida que pasa el tiempo, este codgulo
gelatinoso se retrae exudando suero rico en factores de cre-
cimiento. Por lo tanto la aplicacién debe realizarse inmedia-
tamente de hecha la mezcla para asegurar que la exudacién
se produzca dentro del lecho quirdrgico. Es por esta razén
que el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se recibe fraccionado
en tres tubos. Este tipo cle preparacién y concentracion de los
reactivos permite un tiempo adecuado para el manejo efi-
ciente del gel. Se practican sucesivas mezclas de (racciones
de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) para poder aplicarlo a
meclida que se necesita.

E! protocolo de aplicacién del Plasma Rico en Plaquetas

(PRP) con hueso aulélogo, se realiza utilizando un recipien-

te estéril descartable donde se mezcla el (PRP) con el acliva-
dor, hasta la formacicn final del gel que se obtiene en apro-
ximadamente 60 a 240 seg.

Los diversos procesos de atrofia que acontecen en los re-
bordes alveolares, nos llevan a situaciones en las que es ne-
cesario utilizar un procedimiento de aumento del volumen
6seo. Los injertos en blogue de mentdn cumplen a la perfec-
cion nuestras exigencias de volumen 6seo transplantable y
de prediclibilicacl. Fs asi, que en injertos en bloque, es nece-

35

sario un contacto fntimo entre las esponjosas del injerto y ¢l
lecho receptor porque allf se encuentran los receptores para
los factores de crecimiento. Se busca interponer el Plasma Ri-
co en Plaquetas (PRP) entre el injerto y el fecho receptor.

En injertos particulados, el Plasma Rico en Plaquelas (PRP)
une las particulas a injertar sobre el lecho quirtrgico, facilitan-
do la manipulacién. Si el lecho quirdrgico presenta hueso cor-
tical, es necesario "avivar' la zona mediante fresado para:

- Oblener la liberacién' de protefna morfogenética Gsea
{(BMP).

- Lograr la exposicién de la médula ¢sea donrle se encuen-
tran fas células con los receptores especiflicos para los facto-
res de crecimiento plaquetarios

Para la colocacion de implantes en hueso tipo Il y IV se-
coloca una minima cantidad de Plasma Rico en Plaquelas
(PRP) en la osteolomfa, a la vez que se humedece con la
mezcla la superficie del implante, previo a su colocacion.

5. INDICACIONES

1. En procedimientos de injerlos dseos

a) En cirugfa maxilo-facial para grandes reconstrucciones
maxilares.

b) En elevacién de piso del seno maxilar.

c) En todo lipo de Regeneracién Osea Guiada (ROG) in-
cluyendo el relleno del alvéolo post-extraccién.

2. En la colocacién de implantes

a) En hueso tipo Il y IV

b) En colocacién inmediata de implantes

3. En procedimientos regenerativos paradenciales

CONCLUSIONES

A medida que se avanza en la invesligacion de los proce-
sos de cicatrizacidon y regeneracién Gsea, se va conocien-
do con mayor claridad el papel esencial de los factores de
crecimiento para lograr el éxito en la cirugfa con injerios
dseos. Este articulo expone el modo de accién de los fac-
tores e crecimiento, y los cambios que estos operan en
los mecanismos de proliferacion y diferenciacién celular.

Tomando como referencia de base los estudios realiza-
dos por el Dr. Robert Marx, se ha determinado un método
para la obtencién del Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Es-
ta preparacién (por ser autéloga) no genera respuesta in-
mune. Al respetarse un protocolo de laboratorio acorde a
las normas de bioseguridad, se otorgan las garantias en
cuanlo a la imposibilidad de transmisién de enfermedades
infeclo-contagiosas.

El método descrito para la activacién del Plasma Rico en
Plaquetas (PRP) da como resultade una masa muco-gelatino-
‘'sa que brinda el tiempo necesario para su manipulacién y da
la textura y consistencia adecuadas para la mezcla con el
material de injerto.

Mediante la organizacion armonica de eslos procedimien-
tos se oplimiza en tiempo y calidad el proceso fisiologico de
cicatrizacién dsea.
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