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RESUMEN

Antecedentes: Los factores de crecimiento utilizados en salud se pueden obtener de una fuente
autologa de primera generacion Illamada plasma rico en plaquetas (PRP). La diversidad de
protocolos para prepararlos genera resultados variables en cuanto al tiempo entre la activacion del
PRP y sus efectos sobre la proliferacion y viabilidad celular. Objetivo: Evaluar proliferaciéon y
viabilidad celular de fibroblastos de ligamento periodontal y osteoblastos tratados con PRP en
diferentes concentraciones y tiempos de aplicacion. Métodos: Se cultivaron lineas celulares de
fibroblastos y osteoblastos y se prepard el PRP de sangre venosa de un adulto sano mediante
centrifugacion, seguido de activacion con CaCl. al 10 %. El efecto sobre la proliferacion de las
lineas celulares, tras la aplicacion de PRP y plasma pobre en plaquetas al 1 %, 3 % y 5 % se evalu6
alas 0, 12, 24, 48 y 72 horas después de su activacion mediante MTS. EI grupo control consistid
en cultivos sin tratamiento. Los datos se analizaron mediante las pruebas de Chi cuadrado, Fischer
y McNemar. Resultados: Se observo un aumento de la viabilidad en células tratadas con PRP a
las 24 horas después de su activacion en una concentracion del 5 %. El ensayo de viabilidad celular
mostro diferencias estadisticamente significativas entre el grupo experimental y el grupo control
(p = 0,05). Conclusion: Los cultivos de fibroblastos y osteoblastos mostraron una tendencia a

mayor viabilidad a las 24 horas posterior a la activacion con PRP al 5 %.
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ABSTRACT

Background: Growth factors used in health treatments can be obtained from a first-generation
source called platelet-rich plasma. The variety of protocols to prepare PRP produces variable
results regarding PRP activation time and its effects on cell proliferation and viability. Purpose:
To evaluate proliferation and cell viability of periodontal ligament fibroblasts and osteoblasts
stimulated with PRP in several concentrations and times after PRP activation. Methods: An in
vitro study was carried out using periodontal ligament fibroblast and osteoblast cell cultures. PRP
from venous blood of a healthy adult was prepared through centrifugation and activated with 10
% CaCl». The effect on cell proliferation after application of 1 %, 3 %, and 5% PRP and platelet-
poor plasma was evaluated at 0, 12, 24, 48, and 72 hours after activation through MTS. The control
group consisted of culture that did not receive any treatment. Data were analyzed using Chi square,
Fisher, and McNemar tests. Results: The cell viability assay showed statistically significant
differences between the experimental and the control groups. Cell viability increased in cells
treated with 5 % PRP 24 hours after activation (p=0.05). Conclusions: Fibroblast and osteoblast

cell lines tended to be more viable 24 hours after activation with 5% PRP.
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INTRODUCCION

En la enfermedad periodontal, la interaccién entre los diferentes microorganismos patégenos y la
respuesta inmune del huésped susceptible es una de las causas principales de la afeccion del
periodonto de proteccidn y de insercion. Dicha interaccion produce secuelas en el epitelio de union,
el ligamento periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar (1-3). De ahi que el objetivo
fundamental del tratamiento es lograr la regeneracion de estos tejidos (4-12), un proceso biol6gico
complejo que involucra proteinas de la matriz y procesos de crecimiento, migracion y
diferenciacion celular, en los cuales estan involucrados diferentes factores de crecimiento (6-
11,13). Los derivados sanguineos que contienen plaquetas son una fuente importante de factores
de crecimiento para los cuales a la fecha no existe consenso con respecto a la terminologia,

caracterizacion y clasificacion (4,7-9,14-25).



Los factores de crecimiento obtenidos de las plaquetas se utilizan en diferentes areas de la medicina
y la odontologia desde su primera aplicacion en 1980 para el tratamiento de Ulceras cutaneas
(14,16,23,26-30). Estos se concentran en el plasma rico en plaquetas (PRP), un derivado sanguineo
concentrado de primera generacion que se obtiene mediante centrifugacion de sangre total y se
caracteriza por poseer una concentracion 4 a 6 veces mayor que los valores normales de las
plaquetas por mililitro (8,16,30,31). Se han descrito diversas aplicaciones del PRP en oftalmologia,
otorrinolaringologia, odontologia, medicina estética y regenerativa; sin embargo, su utilidad no se
ha demostrado completamente debido a la heterogeneidad en los disefios experimentales y, por
ende, los resultados no son comparables (16,23,26-33). La gran cantidad de factores de crecimiento
contenidos en los granulos plaquetarios y su capacidad de sintesis de novo de proteinas, asi como
su actividad microbicida y moduladora de la inflamacion, favorecen la proliferacion celular y la
sintesis de matriz extracelular. Asi se promueve la cicatrizacion y la reparacion de heridas y otras
lesiones tisulares (3-9). Marx en 1986 fue el primero en describir el uso del PRP en la colocacion
de injertos 0seos en cirugia maxilofacial y desde esa época se le atribuyeron propiedades
fundamentadas en la capacidad que tiene de incrementar la regeneracion ésea al ser utilizado junto
con injertos de hueso (31). No obstante, su uso ha sido inconstante y los resultados variables,

debido a la diversidad en las técnicas de preparacion y utilizacion.

Los factores de crecimiento identificados en el PRP son el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF A y B en sus diferentes formas), el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-P), el factor de crecimiento semejante a la insulina, el factor de crecimiento fibroblastico,
factor de crecimiento endotelial y el factor de crecimiento epidérmico (7,9,16,18,23,24,30,31,34-

36). Estos se liberan al momento de su procesamiento mediante cloruro célcico o trombina



(15,30,37-39). Aunque se ha reportado que el tiempo de aplicacion del PRP debe ser antes de las
24 horas, no se conoce el tiempo ideal posterior a su procesamiento para la aplicacion en el
paciente, ni la concentracion 6ptima, de tal forma que estimule la mayor proliferacién en células
del tejido conectivo como fibroblastos u osteoblastos. Tales células son numerosas en el
periodonto y son las responsables de la produccion de la matriz organica de los tejidos que lo
constituyen (3,4,38,40). Los osteoblastos y los fibroblastos producen colédgeno, el mayor
componente de la matriz, y por esto estdn implicados en el proceso de regeneracion tisular

(7,13,41).

Acosta y colaboradores en investigaciones publicadas en 2006 y 2010 observaron una tendencia a
un aumento en la proliferacion celular hacia las 24 horas posterior a la activacion de PRP en
fibroblastos gingivales (42,43). Sin embargo, no se conoce la respuesta celular a diferentes tiempos
después a su activacion. Diversos estudios han evaluado el uso del PRP en diferentes
concentraciones que fluctian entre 0,05 % y 100 % (8,34,35,37,44,45) y sus resultados son

heterogéneos.

Por otra parte, también existe el plasma pobre en plaguetas (PPP) que tiene una concentracién
relativamente baja de plaquetas. EI PPP se obtiene a partir de una primera centrifugacion a una
velocidad de 280 g (1400 rpm) durante 7 minutos o 160 g (1200 rpm) por 10 minutos. Con esta
primera centrifugacion se consigue separar la sangre completa en una franja roja inferior de

hematies y una amarillenta superior de plasma (8).

El objetivo de este estudio fue evaluar la proliferacion celular en lineas celulares de fibroblastos



de ligamento periodontal y osteoblastos tratados con PRP y PPP en concentraciones del 1 %, 3 %
y5%alas0, 12, 24, 48 y 72 horas después de su activacion, con el proposito de conocer el tiempo

y la concentracion mas efectivos para el uso clinico del PRP.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Se realiz6 un estudio experimental in vitro. Para el cultivo celular, se utilizaron lineas celulares de
fibroblastos de ligamento periodontal (Clonetics® Human Fibroblast Cell System) y osteoblastos
(Clonetics® Normal Human Osteoblast) adquiridas de la casa comercial Lonza. Los fibroblastos
se adquirieron en tercer pase y se sembraron en medio de cultivo Stromal Cell Basal (Clonetics®)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5 %, insulina al 0,1 %, factor de crecimiento
fibroblastico basico al 0,1 % y gentamicina/anfotericina B al 0,.1 %. Los osteoblastos se
adquirieron en segundo pase y se cultivaron en medio Normal Human Osteoblast Cell
(Clonetics®) suplementado con SFB al 10%, acido ascorbico al 0,1 % y gentamicina/anfotericina
B al 0,1 %. Ambos cultivos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de la casa fabricante.
Posteriormente, al alcanzar entre 70 % y 80 % de confluencia, en cuarto pase para los fibroblastos

y quinto pase para los osteoblastos, los cultivos celulares se tripsinizaron.

Obtencion y activacion del PRP y el PPP
El PRP y el PPP se obtuvieron de un donante voluntario hombre de edad 36 afios, sistémicamente
sano, que no habia tomado antibidticos en los ultimos 6 meses y no era fumador. El paciente acepto

hacer la donacion mediante firma del consentimiento informado aprobado por el comité de ética e



investigacion de la Pontificia Universidad Javeriana aceptando. Se utilizaron 6 tubos con acido
etilendiaminotetracético—EDTA con 5 ml cada uno de sangre venosa periférica extraida mediante
puncion de la vena ceféalica en su union con la vena mediana del codo de miembro superior. Se
realiz6 un recuento de plaquetas electronico de la muestra obtenida y se corrobor6 la fisiologia
sanguinea mediante tromboelastografia, con el fin de evaluar que el conteo plaquetario y la
fisiologia sanguinea estuvieran entre los pardmetros normales y asi poder aceptar el donante. La
centrifugacion y separacion del PRP y el PPP se realiz6 durante 7 minutos a 1.400 rpm (8,31,36).
Posteriormente, se activaron los tubos con cloruro de calcio al 10 % rotulados a diferentes tiempos
posterior a la activacion (0, 12, 24, 48 y 72 horas) para su utilizacion. Una vez activados, los
concentrados de PRP y PPP se mantuvieron almacenados a -70 °C para luego ser empleados en la
prueba experimental. Se prepararon concentraciones al 1 %, 3 % y 5 % mediante diluciones con

medio de cultivo con SFB, tanto del PRP como del PPP.

Evaluacion de la viabilidad celular

El tratamiento celular se realiz6 a cada una de las lineas descritas con PRP y PPP, al 1 %, 3%y 5
% después de su obtencidn y activacion a las 0, 12, 24, 48 y 72 horas, para cada grupo. Se realiz6
el conteo celular basal en camara de Neubauer y se realiz6 la siembra en cajas con 150 ul (5000
células) por pozo. En cada caja se dejo un pozo de control en el cual se sembré medio con células
sin tratamiento alguno y un pozo blanco con medio de cultivo exclusivamente. Para evaluar la
viabilidad celular se aplico el montaje y prueba MTS incubando por 3 horas a 37 °C, respetando
los tiempos sugeridos por el proveedor y luego se hizo la lectura de absorbancia mediante ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) a 490 nm. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.



Analisis de los datos
Los datos se recolectaron en una base de datos SPSS. El analisis de datos de absorbancia se realizé
con el programa Sabiosciences®. Para el analisis de los datos se aplicaron las pruebas Chi?, Fischer

y McNemar (p=0,05).

RESULTADOS

Se obtuvo el cultivo de fibroblastos y osteoblastos sin signos de contaminacion hasta los pases
descritos durante 12 dias. El recuento de plaquetas obtenido de la sangre venosa del sujeto
voluntario fue de 380.000/mm? y la curva de la tromboelastografia fue normal, lo que indica que
habia una fisiologia normal apta para la preparacion de PRP y PPP. Los resultados en el lector de
ELISA se obtuvieron por triplicado y se promediaron los 3 valores correspondientes a cada uno de

los tratamientos realizados. A dicho valor se le restd el valor blanco y se establecieron porcentajes.

La figura 1 ilustra la respuesta de los fibroblastos tratados con PRP y PPP a las 0, 12, 24, 48 'y 72
horas, en concentraciones al 1 %,3 % y 5 % comparadas con el control. Se observa en el eje Y que
la absorbancia (hm) fue mayor para los fibroblastos estimulados con PRP al 5 % activados 24
horas después de su obtencion. Con respecto al PPP, se observa mayor absorbancia en el grupo
control; sin embargo, coincide con la respuesta del PRP en la que se muestra un aumento en la
absorbancia para todos los grupos experimentales, en el especial para PPP al 5 % activado 24 horas

después de su obtencion.
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FIGURA 1
FIBROBLASTOS TRATADOS CON PRP Y PPP A LAS 0, 12, 24, 48 Y 72 HORAS, EN CONCENTRACIONES AL 1%, 3% Y 5 %
COMPARADAS CON EL CONTROL
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Figura 1.

La figura 2 ilustra la respuesta de los osteoblastos tratados con PRP y PPP a las 0, 12, 24, 48y 72
horas, en concentraciones al 1 %, 3 % y 5 % comparadas con el control. Al igual que con los
fibroblastos, se observa una mayor absorbancia en los osteoblastos estimulados con PRP y PPP al

5 % activados 24 horas después de su obtencién.
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FIGURA 2
RESPUESTA DE LOS OSTEOBLASTOS TRATADOS CON PRP Y PPP ALAS 0, 12, 24,48 Y 72 HORAS, EN
CONCENTRACIONES AL 1%, 3% Y 5 %, COMPARADAS CON EL CONTROL
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Figura 2.

Al aplicar las pruebas estadisticas paramétricas, se evidencia que la diferencia fue estadisticamente
significativa con respecto a la obtencion de una proliferacion aumentada de fibroblastos con PRP
al 5% al aplicarlo 24 horas después de su procesamiento y activacion. Las diferencias también

fueron significativas para los osteoblastos (p=0,05).

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad celular observada en fibroblastos de ligamento

periodontal y osteoblastos obtenidos mediante cultivo experimental y que se trataron con PRP a

las 0, 12, 24, 48 y 72 horas luego de su procesamiento, en concentraciones del 1 %, 3 % y 5 %.
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Diferentes protocolos de preparacion se han reportado en la literatura, después de la primera
descripcion del PRP como concentrado plaquetario de primera generacion. Dohan y colaboradores
(14) realizaron un recuento historico desde las preparaciones que consistian en pegantes de fibrina
hasta la obtencion de concentrados plaquetarios de segunda generacion como el plasma rico en
factores de crecimiento (PRGF) y plasma rico en fibrina (PRF). Observaron que las diferencias
consisten en los componentes de fibrina y la presencia de leucocitos; sin embargo, no hay consenso
en cuanto a la preparacion de los mismos, como se corrobora en las publicaciones de Anitua y
colaboradores. (18), Chang y Zhao (32), He y colaboradores (21), y Dohan y colaboradores
(14,19,20,22,25). La ausencia de consenso es tal que Anitua y colaboradores (4) utilizan la sigla
PRP en el titulo de su publicacion y durante el desarrollo del texto se refieren en forma reiterada

al PRGF.

Balaram y colaboradores (46) describen métodos de obtencion de derivados plaquetarios mas
simples si se les compara con la preparacion del PRP. No obstante, los estudios disponibles atn
no determinan la tasa de proliferacion y viabilidad celular en humanos para afirmar cuél de los
diferentes derivados sanguineos, que involucran factores de crecimiento, tiene un impacto positivo
en la regeneracion celular (22,25,47). He y colaboradores (21) comparan el efecto del PRF y el
PRP sobre la proliferacion celular y diferenciacion de osteoblastos en un modelo animal en ratas
y cuantifica los valores de PDGF-AB y TGF-B1. Hallaron que el PRP libera grandes cantidades
de estos factores durante el primer dia, mientras que el PRF libera TGF-B1 al dia 14 y PDGF-AB
al dia 7. Esto parece relacionarse con un efecto gradual y méas duradero en la proliferacion de los

osteoblastos en el modelo utilizado.

13



En cuanto al uso del PRP en diferentes concentraciones, Kawase y colaboradores (35) lo utilizaron
entre el 0,5 % y el 2 % para evaluar la sintesis de coladgeno tipo | en células de ligamento
periodontal y osteoblastos. Reportaron que la preparacion al 0,5 % se convertia en gel al igual que
preparaciones mas concentradas. Fortes-Ferreira y colaboradores (48) utilizaron concentraciones
de PRP progresivamente altas a partir de 6,125 % y hasta 50 %. Observaron una mayor
proliferacion de osteoblastos mediante el uso de PRP al 50 %. Concentraciones similares utilizaron
Slapnicka y colaboradores (37), quienes encontraron que concentraciones entre 10 % y 25 % se
relacionan con mayor viabilidad celular. Beca y colaboradores (8) mencionan los estudios de Choi,
en los cuales concentraciones entre el 1 % y el 5 % se relacionan con mayor viabilidad celular, lo
cual coincide con lo evidenciado en el presente estudio. Mooren y colaboradores (34), después de
utilizar PRP entre el 2 % y el 8 %, afirman que no hay relacion directa entre el nimero de plaquetas
y los factores de crecimiento liberados a partir de ellas y que concentraciones mas altas pueden
generar apoptosis. Pantou y colaboradores (44) en su protocolo siempre lo preparan al 5 % para su
uso en investigacion. Estos estudios corroboran la heterogeneidad en el uso del PRP en cuanto a
la concentracién se refiere. Por lo tanto, los resultados de investigaciones realizadas in vitro que
relacionen la utilizacion de PRP y la proliferacion celular hacen dificil son dificiles de comparar
(21). En este estudio el proceso de preparacion de los diferentes componentes utilizados y el cultivo
celular fueron repetibles y predecibles sin que se presentara algin factor de sesgo en la misma.
Ello minimizo el error al elaborarse por un mismo investigador. El aspecto, respuesta y crecimiento
celular in vitro se corrobora con la respuesta de estas lineas celulares con la respuesta obtenida en

diferentes investigaciones (22).
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En este estudio se evidencié también una tendencia significativa a una mayor viabilidad celular de
fibroblastos y osteoblastos al utilizar PRP al 5 %, 24 horas después de su procesamiento y
activacion. Los resultados obtenidos sugieren que el PPP también modifica la respuesta de
viabilidad celular. Karp y colaboradores (49) utilizaron rellenos de fibrina como matrices en
estudios de ingenieria tisular 6sea en vivo. Su estudio, realizado en ratas, no mostré aumento en la
invasion de tejido 6seo. Esto sugiere que los factores de crecimiento podrian tener efectos
diferentes de acuerdo con el derivado sanguineo utilizado. Asi se evidencia en el estudio de
Thorwarth y colaboradores (50), quienes utilizaron colageno bovino y PRP en un modelo
experimental en cerdos domesticos, y describen en su analisis de inmunohistoquimica la expresion
de BMP-2, osteocalcina y osteonectina. Los estudios reportados por Stapicka y colaboradores y
Forbes-Ferreira y colaboradores, realizados en osteoblastos, asi como el estudio de Creeper y
colaboradores, realizado adicionalmente en células del ligamento periodontal, utilizaron PRP
inmediatamente posterior a su activacion (37,47,48). La respuesta positiva obtenida en el presente
estudio sobre la viabilidad celular mediante el tratamiento con PPP se corrobora con los hallazgos
de Dohan y colaboradores (22,25). Dichos autores no encontraron diferencias estadisticamente
significativas al cuantificar las citoquinas contenidas en el PPP con respecto al PRP. No obstante,
PDGF-BB y TGF-B1 en el sobrenadante de PPP fueron significativamente menores que los
obtenidos en el PRP. De tal forma, el PPP puede tener algin efecto menor comparado con el efecto

del PRP.

En la literatura disponible actualmente no se reporta la respuesta de viabilidad de células

periodontales tratadas con PRP a diferentes tiempos posterior a su activacion. He y colaboradores

(21) mencionan que los factores de crecimiento se liberan en las primeras 24 horas y utilizan

15



principalmente el PRP inmediatamente después de su activacion (8,25,30,31,34-37,48,51). Los
estudios de Acosta y colaboradores publicados en 2006 y 2010 evidenciaron una tendencia en la
respuesta de viabilidad en fibroblastos gingivales, los cuales presentan diferencias con respecto a
los fibroblastos (42,43). Este hallazgo, sumado al resultado del presente estudio sugiere que el
efecto del PRP no es de tipo celular-especifico y en la evidencia cientifica disponible no hay
comparaciones del tratamiento con PRP en diferentes tiempos luego de su activacion. Por ello, los
resultados obtenidos son innovadores en el campo de la biotecnologia. A partir de esto, el grupo
investigador propone continuar la investigacion del PRP y PPP in vitro e in vivo, con el fin de
proporcionar un fundamento racional a su utilizacion y no solo basarla en la experiencia de los

clinicos.

CONCLUSIONES

El efecto del PRP al 5 % sobre fibroblastos y osteoblastos mostré una tendencia a mayor viabilidad

celular en el tratamiento 24 horas después de su activacion, lo cual puede tener una aplicacion

clinica para investigaciones in vivo.

RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar estudios comparados entre los diferentes protocolos de preparacion, estudiar la

expresion génica y estandarizar la obtencion y preparacion de los mismos, con el fin de promover

la 6ptima utilizacion a los derivados sanguineos de este tipo.
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