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RESUMEN

Antecedentes: La fibrina rica en plaquetas (PRF) es un concentrado plaquetario que se esta usando
con mayor frecuencia en medicina y odontologia. Los resultados clinicos son variables
posiblemente porque hay diferentes protocolos de obtencion, equipos de centrifugado y técnicas
de colocacion. El desconocimiento de los aspectos estructurales puede afectar el resultado clinico.
Objetivo: Describir las caracteristicas estructurales de la PRF en las diferentes zonas de la
membrana. Métodos: Se realizd un estudio experimental in vitro con 15 muestras de sangre
periférica tomada de cinco voluntarios adultos, sanos, asistentes a la clinica odontoldgica de la
Universidad Antonio, Popayan. Se hizo hemograma inicial, se recolect6 sangre y se centrifugé (10
min x 3000 rpm). Las muestras se analizaron histolégicamente y con microscopia electronica de
barrido (SEM). Se describio la estructura de la fibrina, las plaquetas y los leucocitos. Resultados:
El promedio de recuento de plaquetas en sangre total fue de 251+31,74 x103 x mm3y en PRF fue
de 832+123,43 x103 x mm3. Macroscopicamente, se identificaron tres zonas del PRF: una superior
con pocas plaguetas, una zona leucocitaria (BC) y una zona corpuscular roja. En el andlisis de
microscopia optica muestra que en la zona BC hay mayor concentracion plaquetaria. EI analisis
por SEM comprueba que la estructura de la red de fibrina y el contenido celular son diferenciales
en cada zona. Conclusion: A partir del conocimiento estructural del PRF se pueden proponer

aplicaciones que mejoren el rendimiento del material y por tanto los resultados clinicos.
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ABSTRACT

Background: Platelet rich fibrin (PRF) is a platelet concentrate that is used most frequently in
medicine and dentistry. Clinical results are variables because there are different protocols,
centrifugation equipment and placement techniques. Ignorance of structural elements can affect
the clinical outcome. Purpose: To describe the structural characteristics of Platelet Rich Fibrin
in the different zones of the membrane. Methods: Experimental in vitro study with 15 blood
samples taken from five healthy adult volunteers attending the dental clinic of the University
Antonio Narifio, Popayan. The basal blood count was made, then blood was collected and
centrifuged (10 minutes x 3000 rpm). The samples were analyzed histologically and with scanning
electron microscopy (SEM). The structure of fibrin, platelets and leukocytes was described.
Results: The average platelet count in whole blood was 251 + 31.74 x10% x mm?® and in PRF it was
832+123.43 x10° x mm?3. Macroscopically, three areas of the PRF were identified: an upper one
with few platelets (FPP), a buffy coat (BC) and the corpuscular network zone (RBC). In the
analysis of optical microscopy shows that in the BC area there is a higher platelet concentration.
The SEM analysis proves that the structure of the fibrin network and cellular content is differential
in each zone. Conclusion: From the structural knowledge of the PRF, applications that may be

improve the performance of the biomaterial and therefore the clinical results can be proposed.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios, se han desarrollado técnicas nuevas minimamente invasivas para la obtencion
de biomateriales usados en terapias odontologicas regenerativas y basadas en conceptos de
ingenieria tisular (1). Recientemente, en algunos procedimientos de cirugia oral y maxilofacial,
periodoncia y endodoncia se usan técnicas que utilizan derivados sanguineos conocidos como
concentrados plaquetarios, que se aplican solos o0 en combinacion con otros materiales para

mejorar su efecto (2-6).

La fibrina rica en plaquetas (PRF) es un concentrado plaquetario que se define como un biomaterial
autologo, libre de anticoagulantes y quimicos externos(7). Se obtiene en un sélo proceso de
centrifugacion de sangre periférica, en el que se forma una red de fibrina con una alta
concentracion de plaquetas y leucocitos, que secretan biomoléculas claves en el proceso de
reparacion y/o regeneracion de tejidos (8). Aunque se han identificado algunos mecanismos
moleculares que se activan cuando el PRF entra en contacto con los tejidos, existen aspectos
estructurales que no estan completamente claros, asociados con el proceso de obtencién (9).

La técnica de obtencion de PRF se fundamenta en la migracién de los componentes sanguineos

por fuerza gravitacional, lo que genera variabilidad en la estructura del PRF cuando se realiza el



mismo protocolo de centrifugacion con diferentes equipos (10). Al igual que el plasma rico en
plaquetas (PRP), desde el desarrollo del PRF hasta ahora, se han reportado diferentes protocolos
de centrifugacion en la literatura, principalmente enfocados en modificar el tiempo (de 8 a 12
minutos) y la velocidad (de 2500 a 3200 rpm) lo que genera diferentes resultados en los
concentrados y por ende resultados clinicos variables, posiblemente asociados a los cambios

estructurales (11, 12).

La alteracion de la red fibrina'y los cambios en la cantidad de plaquetas contenidas en PRF puede
afectar los resultados in situ, debido a que existe una correlacién entre conteo de plaquetas en el
PRF y la expresion de factores de crecimiento (9). Lo que hace necesario estandarizar el protocolo
de obtencion segun el equipo disponible y las aplicaciones biomédicas, para identificar los
patrones de distribucion celular dentro de la red de fibrina y asi garantizar la calidad del biomaterial
para que pueda ser aplicado eficientemente en las diferentes necesidades clinicas odontologicas
con éxito y menor variabilidad en los resultados clinicos. El objetivo de este estudio es describir
las caracteristicas estructurales de la Fibrina Rica en Plaquetas en las diferentes zonas de la

membrana.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental in vitro con 15 muestras de sangre periférica tomadas de cinco
voluntarios adultos sanos, asistentes a la clinica Odontoldgica de adulto de la Universidad Antonio,
sede Popayan, con edades entre 18 y 40 afios, sin antecedentes de ingesta de aspirina o

medicamentos que afecten la coagulacion. Todos aceptaron participar voluntariamente en el



presente estudio con la firma del consentimiento informado. El proyecto fue debidamente
aprobado por el comité de ética de la Universidad Antonio Narifio y se ejecutd segun la

normatividad mundial de investigacion en salud.

A cada voluntario se le hizo hemograma completo para determinar los valores basales respectivos.
Luego, de cada paciente se tomaron 15ml de sangre de la vena antecubital, colectados en tubos de
6 ml (Becton Dickinson, NJ, EE.UU.), los cuales fueron inmediatamente procesados en la
centrifuga digital (SClLogex® DMO 412) con el protocolo de centrifugado de 10 minutos y 3.000
rpm para obtener finalmente un total 15 muestras de PRF(7), de las cuales 10 fueron compactadas
inmediatamente con la tapa de la caja de PRF durante 1 minuto para convertirlas en membranas
(13). Las otras 5 muestras de PRF no se compactaron y se analizaron en gel, tal como salieron del

tubo.

Todas las muestras, tanto gel como membranas, se fijaron en glutaraldehido al 4% vy
posteriormente se deshidrataron en soluciones de concentraciones crecientes de etanol. Luego se
seccionaron sagitalmente en dos partes, la primera se incluyé en parafina para ser seccionada cada
6um en micrétomo (Leica RM2125) y finalmente ser tefiidas con tricromico de Masson. Los
cortes se analizaron en el microscopio optico Leica DM2500 en la Universidad Antonio Narifio,
sede Bogota. La segunda seccion se deshidratd como se menciond anteriormente, se metalizé con
20nm de oro (Quorum, Q150R ES, UK) la observacién se realizd con el microscopio electrénico
(FEI, Quanta 200-r EE UU) en el laboratorio de microscopia electronica de barrido de la
Universidad Nacional de Colombia, Bogota. Las fotografias se tomaron con 15-20 Kv, con

aumentos de 1.000x 5.000 y 8.000x.



RESULTADOS

El promedio de recuento de plaquetas basales, en sangre total, de los voluntarios evaluados fue de
251421,54 x 10° x mm?, en PRF fue de 832+123,43 x10% x mm®. Todos los voluntarios tuvieron

los parametros del hemograma dentro de los rangos normales.

Caracteristicas macroscopicas
Las membranas de PRF obtenidas no presentaron diferencias macroscopicas en cuanto a color y
textura entre pacientes. Se obtuvieron membranas de PRF ligeramente de mayor tamarfio de los

voluntarios mas jovenes.

Se pudo identificar tres zonas en la membrana de PRF: una superior de color ambar claro con una
textura suave con una estructura de fibrina con pocas plaquetas (FPP, por su sigla en inglés), una
zona intermedia mas densa de color &mbar oscuro, denominada capa de leucocitos (BC, por su
abreviatura en inglés) y una tercera zona, en la parte inferior de color rojo oscuro conocida como

zona corpuscular roja (RBC, por su sigla en inglés) (figura 1).



FIGURA 1. ZONAS DE LA MATRIZ DE FIBRINA RICA EN PLAQUETAS (PRF)
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Caracteristicas Microscopicas

En el andlisis histologico se observé que no hay una distribucién plaquetaria homogénea a lo largo
de lamembrana de PRF. En el FPP hay una menor concentracion plaquetaria, en comparacion con
la zona inferior BC. En la RBC se observan capas de polimorfonucleares y eritrocitos. En cuanto
a la fibrina, es homogénea en la mayoria del PRF con excepcion de la zona mas superior, que es

un poco laxa (figura 2).



FIGURA 2. ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS ZONAS DEL PRF

Tincion tricromico de Masson (100x). Se observa la fibrina de color morado y las plaquetas de color azul

El analisis SEM comprueba que la estructura de la red de fibrina y que el contenido celular es
diferente en las tres zonas de la membrana. Se observd que con el protocolo usado (10 minutos y
3.000 rpm) la concentracion de plaquetas es mayor en la zona BC y disminuida en la zona PPF.

De igual forma la fibrina en la zona BC es mas densa (figura 3).



FIGURA 3. ANALISIS EN MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL PRF
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Por otra parte, los resultados muestran que no hay diferencias en la concentracion de plaquetas
antes y después de compactar el PRF. Sin embargo, en cuanto a la red fibrina si hay cambios,
después de compactar el PRF y volverlo membrana, se observa histolégicamente que la fibrina es
mas densa que el PRF sin compactar (figura 4a). En cuanto a los espacios interfibrinales en el gel
se encontraron poros entre 8 y 221 y en la membrana compactada se hallaron poros entre 4 y 12p.

(figura 4b).



FIGURA 4. FIBRINA RICA EN PLAQUETAS ANTES Y DESPUES DE COMPACTARSE. A) PRF GEL B) PRF MEMBRANA

DISCUSION

La fibrina rica en plagquetas PRF es un concentrado plaquetario que esta siendo usado cada vez
mas en diferentes aplicaciones clinicas odontolégicas (14). Los estudios muestran resultados
variables (15), posiblemente asociados a la falta de estandarizacion de los diferentes protocolos
empleados para su obtencion, asi como de las técnicas al momento de colocar el PRF en la zona
requerida o al desconocimiento de los componentes estructurales de la membrana. El objetivo del
presente estudio fue describir las caracteristicas estructurales de la Fibrina Rica en Plaquetas en

las diferentes zonas de la membrana.



Actualmente, el PRF se usa en diferentes tratamientos clinicos odontolégicos como por ejemplo
en cirugias maxilofaciales que requieren reconstrucciones 0seas severas(16, 17), en cirugias
periodontales como alternativa al uso de injertos (18), en endodoncia para revitalizaciéon pulpar
(19) y en apexificacion de dientes inmaduros (20), entre otros. Aunque las aplicaciones clinicas
son variadas, los reportes no describen con precision la técnica, el tiempo post centrifugado, las
condiciones de colocacién del PRF, si se usa en membrana o gel, y en casos en que se requieren
porciones muy pequefias tampoco reportan el sitio 0 zona de donde se corta la membrana a usar.

El presente estudié comprobd que el PRF tiene tres zonas, cada una con diferencias en el contenido
celular. Las plaquetas y los leucocitos estan mas concentrados en la zona intermedia o0 BC, el area
proximal a la zona corpuscular roja de cada membrana, siendo esta la zona mas rica células (21) y
es la ideal para usarse en aquellos tratamientos que no requieren grandes cantidades de PRF, es
decir que, para aplicaciones endoddnticas es mas Util cortar y usar la porcion de BC que de otras
partes del PRF. Lo anterior debido a que el nimero de plaguetas y leucocitos esta directamente
relacionado con la expresion de moléculas como citoquinas y factores de crecimiento, entre otros,
quienes estimulan la proliferacién y diferenciacion celular y por ende la regeneracion tisular (22,
23), por lo que usar la zona como mayor concentracion celular aumentaria el potencial regenerativo

del PRF.

Contrariamente, la fibrina se distribuye a lo largo del PRF y aunque la polimerizacion se forma
progresivamente, el resultado de la red es muy homogéneo. Esta caracteristica le da una resistencia
igualmente equilibrada en toda la estructura (21), lo que permite usar el PRF como membrana de

proteccién o como una pared para soportar otros materiales, es decir no tiene ninguna limitacion



en cuanto a la ubicacion o a la forma en que se coloque. Se puede usar en cirugias de perforaciones
sinusales como una membrana (24), para colocarla como pared de proteccion en lesiones dseas
para contener algun biomaterial, como por ejemplo en el manejo de fenestraciones (25), también

se puede utilizar colocando otro biomaterial entre dos membranas (26).

De igual forma, acé se demostré que la compresion del PRF para generar una membrana no altera
la concentracion de plaquetas, similar a lo reportado por Kobayashi et al (27), en donde proponen
la compactacién del PRF como un paso a seguir dentro del protocolo. El presente estudio ademas
describié una mayor densidad en la fibrina después de compactada, lo que comprueba la calidad

del material para usarlo clinicamente como barrera.

Por otra parte, en los casos clinicos en que se requiere usar el PRF como un matriz o andamio
celular para regeneracién de tejidos en lesiones de moderadas a severas, lo ideal es tener una red
laxa que permita la migracion celular, con espacios adecuados al tamafio de las células que se
esperan alojar (28). Posiblemente este evento celular de migracion podria ser mas facil en el PRF
sin compactar, que tiene espacios interfibrinales entre 8- 22u y la fibrina del PRF compactado es

muy densa, con espacios inferiores a 8 .

También se puede utilizar el PRF de forma combinada, en gel para mantener una estructura y
proveer espacio para que la regeneracion tisular y ademas en membrana para posteriormente
recubrir la lesion, mantener los tejidos y las estructuras de soporte, como en el caso del manejo de

algunas lesiones orocutaneas (29), o en casos de manejo de elevacion de seno, en donde se coloca



el gel dentro de la cavidad sinusal y luego se recubre la ventana dsea con una membrana de

PRF(30).

CONCLUSIONES

A partir del conocimiento estructural del PRF se pueden proponer aplicaciones que mejoren el
rendimiento del material y por tanto los resultados clinicos. En cirugias donde se requiera utilizarse
como membrana de proteccidn para recubrir lesiones lo ideal es una estructura densa y compacta.
Para procedimientos de regeneracion de tejidos es preferible usar el PRF sin compactar y si es para

lesiones de menos de un centimetro como en endodoncia, es mejor cortarlo de la zona BC.

RECOMENDACIONES

Los autores sugerimos realizar estudios con una muestra mayor que permita comparar varios
protocolos de centrifugacion para obtencion de PRF y detallar los cambios estructurales, celulares
y de expresion de factores de factores de crecimiento y citoquinas, en donde se pueda realizar una
caracterizacion mas precisa y util para los usuarios que tienen dudas frente a los diferentes

protocolos reportados.
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