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RESUMEN

La regeneracion tisular ha sido uno de los retos més anhelados en la odontologia. Debido a esto se han desarrollado gran cantidad de
biomateriales, entre ellos el Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Este es un producto biolégico, autélogo, no toxico ni alergénico que
contiene las plaquetas en forma de sobrenadante tras la centrifugacidon de sangre anticoagulada. El objetivo de este trabajo fue
comparar, ultraestructuralmente, la morfologia de las plaquetas en el PRP obtenido mediante el centrifugado individual y doble
centrifugacidn, utilizando microscopia electronica de trasmision (MET). Mediante observacion estructurada, las muestras sanguineas
fueron obtenidas de 5 pacientes de ambos sexos. A cada individuo se le extrajo una muestra de 20 ml, que se dividié en dos partes. Las
muestras pasaron por separado por cada uno de los procesos de centrifugacién. Luego de ser preparadas, se observaron al MET en el
Centro de Microscopia Electronica "Dr. Ernesto Palacios Prii” de la Universidad de Los Andes. Los resultados obtenidos indicaron
alteracion de la ultraestructura plaquetaria en ambos métodos, con mayor dafio al ser sometidas al método de doble centrifugacion
especificamente en las organelas, respecto al método de centrifugacidn individual. La ultraestructura plaquetaria puede verse afectada
luego de ser sometida a procesos de centrifugacion para la obtencion de PRP con menos dafio al utilizar el método de centrifugacion
individual.

DeCS: plasma rico, plaquetas, ultraestructura, centrifugacion, microscopia electrénica.

COMPARATIVE STUDY OF ULTRASTRUCTURAL PLATELET RICH PLASMA OBTAINED BY SINGLE AND
DOUBLE CENTRIFUGATION

ABSTRACT

Tissues regeneration has been one of the most expected challenges in dentistry. Due those expectations great deals of biomaterials
such as the Platelet Rich Plasma (PRP) have been developed. PRP is a non-toxic, non-allergic, autologous, biological product
containing platelets as a supernatant after the centrifugation of anticoagulated blood. The aim of the present study was to
ultrastructurally compare, by using Transmission Electron Microscopy (TEM), the morphology of platelets in PRP obtained through
single and double centrifugation. Through structured observations, blood samples were obtained from five patients both, female and
male. A 20 ml sample was taken from each individual. Later, those samples were divided in 2 parts and each was separately submitted
to one centrifugation condition (single and double). After prepared, those samples were observed by using TEM at the Electronic
Microscopy Center “Dr. Ernesto Palacios Prii” from the University of Los Andes. Results showed alteration in the platelets
ultrastructure for samples treated with both methods, but there was more damage, specifically on the organelles in samples of double
centrifugation when compared to single centrifugation ones. The platelets ultrastructure may be affected after being submitted to
centrifugation processes to obtain PRP, but less damage is present when using the single centrifugation method.

Key words (MeSH): Ultrastructure, platelets, centrifugation, Platelet Rich Plasma (PRP), Electron Microscopy.
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INTRODUCCION

La capacidad de respuesta de los tejidos ante una
agresion esta determinada por una serie de eventos
que de manera progresiva, se activan para
restablecer las condiciones de integridad que haya
tenido el tejido antes de ser afectado. En vista de la
importancia del proceso de cicatrizacion en el
campo de la cirugia bucal y maxilofacial, es
necesario estudiar y desarrollar métodos que
permitan mejorar el proceso cicatrizal, tan
importante luego de que se realizan diversos
procedimientos quirdrgicos.

Debido a esto se han desarrollado gran cantidad de
biomateriales, entre ellos el Plasma Rico en
Plaquetas (PRP). Este es un producto biologico,
autélogo, no téxico ni alergénico que contiene las
plaguetas en forma de sobrenadante tras la
centrifugacion de sangre anticoagulada (1).

El objetivo de esta investigacion fue comparar,
ultraestructuralmente la morfologia de las plaquetas
en el PRP obtenido mediante el centrifugado
individual y doble centrifugacion.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 5 pacientes de ambos sexos, a
quienes se les tomaron  muestras sanguineas
aproximadamente 20 ml a cada uno, estas fueron
obtenidas en el Laboratorio Integrado de Biologia
Celular y Molecular (LIBCEM) de la Facultad de
Odontologia de La Universidad de Los Andes,
siguiendo el protocolo de puncion venosa. Una vez
tomadas, se distribuyeron en tubos citratados al
3.8%, y se dividieron en 2 porciones de 10 ml cada
una para ser sometidos a los métodos de
centrifugacion. Figuras 1y 2.
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Figura 1. Obtencion del plasmarico en plaquetas (PRP).

e pe—_—

Figura 2. PRP sometido a centrifugacion individual y doble
centrifugacion.
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Método de Centrifugacién Individual: la muestra
sanguinea (10 ml) se recolectd en tubos Vacuum
Diagnostics® citratados de 2,7 ml y posteriormente
se colocaron en tubos plasticos de 5 ml, se
centrifugé a 1800 rpm durante 8 minutos en una
centrifuga Digisystem®.

Método de Doble Centrifugacion: Los 10 mi
restantes de sangre se sometieron a una primera
centrifugacion en una centrifuga Digisystem®
durante 20 minutos a una velocidad de 1200 rpm,
para obtener dos fracciones. Luego el sobrenadante
se extrajo, tomando 2 ml por debajo de la linea
divisoria entre la serie roja y el plasma, este
volumen fue transferido a un tubo de ensayo
plastico de 5 ml. Este sobrenadante se sometié a una
segunda centrifugacion por 15 min a 2000 rpm,
posteriormente desde el fondo del tubo se marcaron
0,5 ml los cuales correspondian al PRP.

Anélisis ultraestructural: De las muestras de PRP
inmediatamente después de ser extraida, fueron
sumergidas en mezcla fijadora 3:3 (glutaraldehido
al 3% mas formaldehido al 3% en tampdn
cacodilato 0,1 M y pH 6,3), a 4°C y seccionados en
bloques de aproximadamente 3 mma3, manteniendo
estas condiciones durante 12 horas.

Luego fueron lavados con abundante tampon
cacodilato 0,1 M y pH 6,3 para después ser
postfijados durante 18 horas en tetradxido de osmio
al 1% preparado en la misma solucién tampon.
Posteriormente, se lavaron nuevamente en solucion
tampon y se inicid el proceso de deshidratacion e
infiltracion epoxidica (2).

Seguidamente, el material fue incluido en resina
epoxidica y se llevo a una estufa a 60°C durante 48h
para garantizar la polimerizacion de la resina. Lo
cual permiti6 realizar cortes gruesos de 1 a 2 um de
espesor y cortes ultrafinos de 90 nm de espesor.
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Estos fueron observados con microscopia de luz de
alta resolucion y microscopia electrénica de
transmision después de haber sido contrastados con
p-fenil-endiamina y con acetato de uranilo y citrato
de plomo, respectivamente. Las secciones fueron
realizadas utilizando un Ultramicrotomo Sorvall
Porter-Blum MT2-B y observadas a través de un
microscopio foténico Polyvar Reichert Jung con
camara fotogréfica Infinity digitalizada y de un
microscopio electrénico de transmisién Hitachi H-
7000, figura3y 4. (3,4,5).

Figura 3. Ultramicr6tomo para realizar cortes ultrafinos.
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Se puede observar que mediante el método de
centrifugacion individual hubo integridad de la
membrana externa en la mayoria de los casos
(figura 5); sin embargo, también se pudo observar
alteracion en el citoplasma y las organelas. De
igual forma, se realizd un resumen de las
caracteristicas ultraestructurales para las muestras
sometidas al proceso de doble centrifugacion.

Figura 4. Microscopio electrénico de transmision.

Figura 5: Microfotografia plaqueta sometida a centrifugacion

individual.
RESULTADOS
Se realiz6 un analisis general de la estructura de la 5
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Gréfico 1. Ultraestructura plaquetaria del PRP obtenido por
centrifugacion individual y doble centrifugacién. Estructura de la
Plaqueta. Centrifugacién Individual.
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En el Gréafico 2, se puede observar que hubo
integridad de la membrana externa en la mayoria de
las muestras estudiadas, y también una mayor
cantidad de muestras con alteracion del citoplasma
y las organelas.

Los resultados obtenidos indicaron alteracion de la
ultraestructura plaquetaria en ambos métodos, con
mayor dafio al ser sometidas al método de doble
centrifugacion especificamente en las organelas,
respecto al método de centrifugacion individual
(figura 6). La ultraestructura plaquetaria puede
verse afectada luego de ser sometida a procesos de
centrifugacion para la obtencion de PRP con menos
dafio al utilizar el método de centrifugacion
individual.

Figura 6. Microfotografia de plaqueta sometida a doble
centrifugacion.

Concentracion plaquetaria del PRP obtenido
mediante los métodos de centrifugacién usados.

En la realizacion de este estudio se hizo un contaje
plaquetario inicial y uno aplicado a cada método de
centrifugacion lo cual permitié observar la
concentracion plaguetaria en cada uno de los grupos
de muestras. Los resultados de estos conteos se
muestran en la Tabla 1y 2.

70 |ADR

atl

ntal Resaarch

http://erevistas.saber.ula.ve/index.php/rvio

Contaje Contaje PRP. Aumento
Inicial Individual *

389.400 x 625.500 x 1.36 veces.
mm?®. mm?®.

* Individual 8 min x 1800 rpm.

Tabla 1: Contaje método de centrifugacion individual.

Contaje Contaje Aumento
Inicial PRP. Doble*
389.400 x 773.500 x 2.1 veces.
mm?. mm?.

* Doble 20 min x 1200 rpm y 15 min x 2000 rpm.

Tabla 2: Contaje método de centrifugacion doble.

DISCUSION

Al analizar los datos obtenidos se pudo apreciar que
estos hallazgos coinciden con el estudio de Tamimi
y col. (9) en cuanto la alteracién de estructura de la
plaqueta al ser sometida al método de doble
centrifugacion. Sin embargo este estudio no
describe en detalle que estructura plaquetaria se ve
afectada.

Las alteraciones presentes en la ultraestructura de la
plaqueta, especificamente en las organelas las
cuales se vieron afectadas, pudieran obedecer a una
fuerza de centrifugacion excesiva; ya que la
aplicacion de ésta reduce draméticamente la
cantidad de factores de crecimiento contenidos en
las organelas, especificamente en los granulos a de
la plaguetas (16). Al hacer un procedimiento de
doble centrifugacién se incrementa la cantidad de
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fuerza centrifuga aplicada, exponiendo la plaqueta
a dichos efectos.

De esta forma, es posible hablar a favor del uso del
método de centrifugacion individual, pues a través
de éste se observaron menos alteraciones a la
integridad de las plaquetas.

Por otra parte, al realizar el conteo plaquetario
previo y posterior a la obtencion del PRP se obtuvo
informacion extra a los objetivos de esta
investigacion y se compararon los resultados con el
estudio de otros autores como Anitua Yy
Hatakeyama (5).

La concentracién plaquetaria obtenida mediante
centrifugacion individual fue de 625.500 plaquetas
con un aumento del 1.39 en relacién al contaje
plaquetario previo a la realizacion del estudio,
cantidad similar a la obtenida por el método
propuesto por Anitua que fue de 1.09 (5).

Al comparar los resultados de la presente
investigacion donde el promedio de concentracion
plaquetas del método de doble centrifugacion fue
de 773.500 con un aumento del 2.1, lo que difiere a
los resultados propuestos por Sonnleiterner (5)
quien encontrd que éste método concentra (4.60), es
decir 4 veces mas que el obtenido por Anitua y que
el obtenido es este estudio.

Es pertinente resaltar que dado que existen poca
investigacion  relacionadas con el  analisis
ultraestructural del PRP obtenido mediante los
diferentes métodos, se dificulta comparar los
resultados con otras publicaciones y deja esta
investigacion como punto de partida para futuros
estudios.

http://erevistas.saber.ula.ve/index.php/rvio

CONCLUSIONES

La ultraestructura plaquetaria puede verse afectada
luego de ser sometida a procesos de centrifugacion
para la obtencion de PRP. Con el método de
centrifugacion individual se obtienen plaquetas con
menos alteraciones en la ultraestructura que con el
método de doble centrifugacion. Pareciera ser mas
efectivo el método de centrifugacion individual en
cuanto a mantener la ultraestructura de la plagueta
ya que ésta se ve menos afectada al estar expuesta a
menos cantidad de fuerza centrifuga.

Con base en los datos obtenidos es posible hablar a
favor de la obtencion de PRP por medio del método
de centrifugacion individual, el cual mostré ser mas
favorable desde el punto de vista econémico, de
tiempo y de practicidad lo cual justifica el uso del
método de centrifugacion individual en la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Los Andes.
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