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Utilizacion de plasma rico en plaguetas para
regeneracion periodontal en un perro

Lourdes Moreno Reyes,* Guadalupe Marin Gonzalez," Filiberto Enriquez Habib,"
Julio Gonzalez Gémez," Lourdes Moreno Villalay,' Luis Cisneros Sotelo,*
Luz Maria De la Sancha Mondragén$

RESUMEN

Una de las finalidades de la terapia periodontal es la regeneracion
de los tejidos periodontales. Estos procesos son mediados por la
accion de los factores de crecimiento (FC) que regulan la prolife-
racion, diferenciacion, quimiotaxia y sintesis de la matriz extrace-
lular. Estas propiedades, han conducido a proponer que tales fac-
tores desempefian un papel importante en la regeneracién de
tejidos blandos y duros. Del plasma rico en plaquetas (PRP) se
obtienen estos factores, por lo que se ha propuesto que con su
utilizacién se puede mejorar la regeneracion de los tejidos perdi-
dos. El propésito de este trabajo fue el de observar en un modelo
animal (perro), la regeneracion periodontal con la utilizacion de
plasma rico en plaquetas. Se realiz6 la toma de sangre del perro
para separar las plaquetas un dia antes de la cirugia. Se aneste-
si6 al perro usando pentobarbital sédico para realizar la cirugia, la
cual consistié en la formacion de los defectos 6seos a nivel de las
furcas de los terceros premolares y primeros molares inferiores
de ambos lados; colocacion de plasma rico en plaquetas mas el
injerto 6seo en dos sitios prueba, otro sitio con injerto solo y un
cuarto sitio como control. Seis semanas después el perro se sa-
crificé con una sobredosis de barbitaricos. Se tomaron bloques de
tejido de los sitios tratados para su estudio histol6gico. El hueso y
el ligamento periodontal mostraron una mayor organizacién cuan-
do se usoé el plasma rico en plaguetas mas injerto 6seo. En el si-
tio con injerto s6lo se observaron zonas de resorcién y en el con-
trol se present6 invasion epitelial.

ABSTRACT

A goal in periodontal therapy is the regeneration of periodontal tis-
sues. This process occurs by the action of growth factors (GF),
which regulate either proliferation, differentiation, chemotaxis and
synthesis of the extra-cellular matrix. These phenomena have led
to propose that these factors play an important role in the regener-
ation of soft and hard tissues. Growth factors can be obtained
from platelets in the form of platelet Rich Plasma. The purpose of
this study was to observe the periodontal regeneration accom-
plished by using Platelet Rich Plasma in an animal model (dog).
The day prior to the surgery, the blood was extracted in order to
separate platelets. The dog was anesthetized with sodium pento-
barbital, and osseous defects were created in the furcation of bi-
lateral mandibular third bicuspid and fist molars. Platelet Rich
Plasma with bone graft were used in two sides; another site was
treated only with bone graft; and a fourth site was left as control.
After 6 weeks, the dog was sacrificed with an overdose of barbitu-
rates. Complete blocks were obtained for histological examination.
Bone and periodontal ligament showed a better organization in
sites where platelet rich plasma was combined with bone graft. In
the site treated only with bone graft, zones of resorption were ob-
served. In the control site, epithelial invasion was present.

Palabras clave: Regeneracion periodontal, factores de crecimiento, plasma rico en plaquetas, injertos 6seos.
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INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la terapia periodontal es la
regeneracion de hueso, cemento y ligamento perio-
dontal. Estos procesos son regulados por proteinas
de adherencia asi como por la accién de factores de
crecimiento.*?

Se ha estudiado que para facilitar la formacion e
insercion de tejido conjuntivo, se debe realizar raspa-
do y alisado radicular durante la terapia, ya que se
ha visto que en la porcién radicular existen endotoxi-
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nas bacterianas, las cuales no permiten la insercion
o crecimiento de fibroblastos.?

Los factores de crecimiento son mediadores biolo-
gicos naturales que regulan la proliferacion, diferen-
ciaciéon y quimiotaxia celular, asi como la sintesis de
matriz extracelular.! Estas propiedades, demostra-
bles in vitro, han llevado a proponer que tales facto-
res desempefian un papel importante en la regenera-
cion de tejidos blandos y duros.*

Desde hace varios afios, los estudios relaciona-
dos con la regeneracién se han dirigido a investigar
cual es el efecto de los factores de crecimiento sobre
las células periodontales. Gran parte de los estudios
se han realizado in vitro, utilizando factores recombi-
nantes, es decir, factores de crecimiento elaborados
en el laboratorio.®

Algunos de los factores de crecimiento que estan
involucrados en la regeneracion periodontal son:

» Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

» Factor de crecimiento de fibroblastos.

» Factor de crecimiento de transformacion 3 (protei-
nas morfogénicas de hueso).

» Factor de crecimiento parecido a la insulina.

Se ha descrito que al iniciarse el proceso de cica-
trizacion, cuando se forma el coagulo y las plaque-
tas se degranulan, éstas y otros factores de creci-
miento son liberados, es decir, que si existen mas
plaquetas en el sitio de la herida se liberard un na-
mero mayor de estos factores. El plasma rico en
plaquetas (PRP), es un volumen de plasma autélo-
go, no téxico, ni inmunorreactivo, que contiene una
cuenta plaquetaria cinco veces mayor (1,000,000
plag/uL en 5 mL), que la que se encuentra en la
sangre normal (> 150,000 plag/pL). Las plaquetas
se separan del plasma por centrifugacién y en el
momento de su colocacién en el sitio de la herida
son mezcladas con trombina y cloruro de calcio,
para formar un coagulo que es llevado al sitio qui-
rargico.®” Este procedimiento acelera las vias natu-
rales de regeneracion, ya que libera un nimero ma-
yor de factores de crecimiento, los cuales son los
iniciadores universales de la cicatrizacién. Se ha
visto también, que la presencia de un factor de cre-
cimiento modula y regula la funcién de otros.

El objetivo de este estudio es demostrar en un
modelo animal (perro), la formaciéon de nuevo hue-
so, cemento y ligamento periodontal, asi como com-
parar la velocidad de formacion de los tejidos perio-
dontales entre el sitio control y el sitio experimental
con la utilizacién de plasma rico en plaquetas.
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METODOS

Se utilizé un perro criollo de 11.100 kg de peso.
Un dia antes de la cirugia, se realiz6 la extraccion de
sangre, aproximadamente 17 mL, de la vena yugu-
lar, recolectada en un sistema de 3 vias (paquete
para transfusion). La sangre fue tratada en un banco
de sangre mediante el método de separacion celular
discontinua,” con la finalidad de separar sus elemen-
tos en una centrifuga Electromedics 500 (Medtro-
nics) (Figura 1).

La primera centrifugacion llamada dura, separé
los elementos formes y el plasma. En la segunda
centrifugacién llamada suave, se logré separar el
plasma en plaquetas y células blancas con restos de
eritrocitos. Se necesitdé una ultima centrifugacién en
donde las pocas células rojas restantes no obstaculi-
zaran y permitieran la separacion fina de las plaque-
tas para producir el PRP.

El dia de la cirugia, al perro se le administré pro-
pionilpromazina 10 mg/kg (tranquilizante neuropléji-
co y potencializador de la anestesia) y como anesté-
sico se uso pentobarbital sdédico a una dosificacién a
efecto quirdrgico.

Para la creacion de las lesiones, se utilizé el
modelo de defectos supraalveolares disefiado en

Figura 1. Sistema de tres vias, separacion de los elemen-
tos sanguineos.
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1994 por Wikesj6. Se inici6é con incisiones intrasur-
cales, usando hoja de bisturi del No. 12 y levan-
tando colgajos mucoperiésticos, tanto bucal como
lingual de la parte distal del canino a la parte me-
sial del segundo molar inferiores. Para hacer los
defectos (Figura 2), se emplearon cinceles y fresas
de bola de carburo del No. 4, de baja velocidad
con irrigacion continua. La reduccion del hueso fue
de 5 mm a partir de la unién cemento-esmalte. Se
quité la tabla externa para localizar la furca y ya lo-
calizada se hizo el defecto de vestibular a lingual,
removiendo el hueso que se encontraba por deba-
jo de la misma, delimitando la lesién con la lima de
Sugarman. Se incluyé la extraccién del segundo
premolar mandibular y la amputacién del segundo
molar a nivel de la cresta.®

Para la aplicacién clinica del PRP, se prepararon
10 mL de cloruro de calcio al 10% [Injection, USP
NDCO007449] con 10,000 unidades de trombina bovi-
na tépica [Thrombin Topical (Bovine Origin) USP Jo-
nes Pharma Incorporated St. Louis MO].

Figura 2. Modelo de defectos supraalveolares. Modelo di-
seflado por Wikesjo en 1994 para evaluar y cuantificar la
cicatrizacion.

Esta mezcla (Figura 3a) es la que se combiné con
el PRP y el xenoinjerto 6seo de bovino [Bio—Oss
0.25-1.0 mm cancellous (spongiosa) granules, Os-
teohealth Cao].

La colocacion del material fue de la siguiente ma-
nera: del lado derecho, en el molar, se colocé PRP
con xenoinjerto y el premolar se dejé como sitio con-
trol. En el lado izquierdo, en el molar se colocé solo
el xenoinjerto y el premolar recibié PRP con xenoin-
jerto (Figura 3b). Se reposicionaron los colgajos y se
suturé con vicryl 4-0.

En el posoperatorio, el perro fue mantenido con
un control quimico de placa, utilizando una vez al
dia (5 veces/semana), aplicaciones tépicas de glu-
conato de clorhexidina al 0.12% (Oral B Gingivitis Gi-
llet Oral Care Inc) y la alimentacion fue con dieta blan-
da para minimizar el trauma mecanico. Después de
seis semanas, se sacrificé al animal con sobredosis
de pentobarbital sddico. Se tomaron bloques de tejido
para ser procesadas en el laboratorio de histopatolo-
gia aplicando el método de ciego para los patélogos,
siendo la identificacién del bloque como derecho e iz-
quierdo, sin informar los materiales utilizados.

Los bloques se fijaron en formalina al 10% y se
descalcificaron con acido formico al 5% durante 12
dias, después los especimenes fueron rehidratados
y embebidos en parafina.

Se realizaron cortes seriados de 7 um de espesor,
en un plano mesio-distal a lo largo de toda la exten-
sién bucolingual. Cada 14 secciones (aproximada-
mente 100 um), fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina (H/E). Las observaciones se hicieron en un
microscopio de doble cabeza (Axiostar, Carl-Zeiss),
con objetivos de 5x, 10x y 40x.

Se observé al microscopio en forma descriptiva
las siguientes estructuras: epitelio, grado de madura-
cién del tejido conjuntivo, formacién de nuevo ce-
mento y hueso.

Figura 3. a) Mezcla plasma rico
en plaquetas mas el xenoinjerto.
Se combinan el cloruro de cal-
cio con la trombina, el plasma
rico en plaquetas y el injerto
6seo. b) en el molar se colocé
injerto mas plasma rico en pla-
quetas y el premolar fue usado
como sitio control.
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RESULTADOS

Se observd a las seis semanas, en el premolar
donde se colocé el injerto 6seo mas PRP, una orga-
nizacién 6ptima de tejido conjuntivo (Figura 4) en
donde inclusive, se pudo observar el anclaje de las
fibras en la superficie radicular (Figura 5). EI molar
que recibio injerto 6seo mas PRP, se contamind con
pelo del animal, se localizaron zonas de necrosis y
alin se pueden observar particulas 6seas acelulares
sin proceso degenerativo (Figura 6). En el sitio don-
de sdlo se colocé el injerto, se encontré invasion del
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epitelio, insercion en la porciébn mas coronal y zonas
de resorcion (Figura 7). El sitio control mostré invagi-
nacion del epitelio y no se encontrd regeneracion.

DISCUSION

La posibilidad de realizar estudios histolégicos en
humanos es limitada y los modelos animales son ne-
cesarios para evaluar la seguridad y eficacia de los
protocolos para la regeneracion periodontal.

En esta investigacion, se utilizé el modelo pro-
puesto por Wikesjo, en el cual se puede evaluar y

Figura 4. Se muestra la zona de
la furca (a) en donde se colocd
el plasma rico en plaquetas mas
el injerto que existe en un tejido
bien organizado con insercién
de fibras (b).

Figura 5. a) Tejido bien organiza-
do. D diente H hueso. b) anclaje
de fibras con direcciéon adecuada.
F fibras del ligamento periodontal.
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cuantificar la cicatrizacion y someter estas observa-
ciones a andlisis estadisticos, gracias a que los vec-
tores son multidireccionales y no varian de tamafio
de sitio a sitio, sin embargo, en este estudio sblo se
realizaron observaciones histoldgicas y no se toma-
ron datos histométricos para el andlisis estadistico,
por considerar una primera etapa descriptiva de este
modelo de investigacion.®

Marx y colaboradores, han demostrado que la adi-
cion de los factores de crecimiento a través del plas-
ma rico en plaquetas a los injertos 6seos, produce
una mejoria significativa en comparacion con injertos
manipulados sin estos factores.®

En 1989 Lynch realizé un estudio en 4 perros con
enfermedad periodontal natural; en el cual combiné
el factor de crecimiento derivado de plaquetas re-
combinante y el factor de crecimiento parecido a la
insulina recombinante, observé que en los sitios don-
de esta combinacion fue aplicada se obtuvo regene-
racién periodontal completa, comparada con los con-

troles en donde la cicatrizacién fue con un epitelio de
unién largo, lo mas notable del estudio fue que la re-
generacion completa se obtuvo en un intervalo de
dos semanas.*

En 1991 Lynch realiz6 nuevamente el estudio,
pero aumenté el nimero de perros utilizados a trece;
de ese estudio, concluyé que la regeneracién de
hueso y cemento fue de 5 a 10 veces mayor que en
los sitios control donde no se usaron factores de cre-
cimiento, también observé un ligamento periodontal
de dimensiones adecuadas y en ningun caso hubo
anquilosis.®

La funcion especifica que separa a los factores de
crecimiento del plasma rico en plaquetas, de los fac-
tores de crecimiento recombinantes, es que los fac-
tores de crecimiento del plasma rico en plaquetas,
modulan y regulan la funcién de otros factores de
crecimiento, mientras que los factores de crecimiento
recombinantes se enfocan Unicamente sobre un solo
camino para la regeneracién. Los factores de creci-

Figura 6. Sitio contaminado. Se
muestra contaminacion por pelo
del animal con zonas de necro-
sis y queratina.

Figura 7. Molar con injerto: a) in-
sercion. b) resorcién. En la zona
donde se coloc6 so6lo el injerto
0seo, se observa una zona con
invasion del epitelio y varias zo-
nas con resorcion.
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miento recombinantes, por lo tanto, no pueden ser
tan funcionales en la cicatrizacién por el alcance limi-
tado de sus niveles de regulacion.0-12

Estos resultados apoyan lo expuesto por Marx, el
cual afirma que es mucho mejor adicionar PRP a los
injertos éseos que utilizarlos solos, ya que esto ace-
lera y mejora la regeneracion.

Por otro lado, este tipo de estudios se deben apo-
yar con mas investigaciones y recursos, ya que un
sitio prueba se contamind y la muestra fue pequefia.

CONCLUSIONES

» En este trabajo, la utilizacion del plasma rico en pla-
guetas parece favorecer la formacién de un nuevo
ligamento periodontal, hueso y cemento, pero se
requieren estudios adicionales para comprobar el
beneficio de esta alternativa en la terapia regenera-
tiva periodontal ya que la muestra no fue amplia.

» Desde el punto de vista clinico la manipulacion de
los injertos es mucho mejor.

» Los estudios en donde se demuestra la regenera-
cién periodontal en humanos utilizando factores
de crecimiento autélogos son aln escasos, pero
todo parece indicar que en un futuro su uso podria
ser aplicado como parte de la terapia.
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