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A. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DE LA CUESTION

El dafio tisular que se crea en una cirugia es una consecuencia
inevitable del tratamiento quirdrgico, que debe ser asumida dentro de este tipo
de intervenciones. La pericia clinica del cirujano a la hora de realizar una
intervencion quirdrgica limpia, en cuanto a causar el minimo trauma posible, es
un factor importante para facilitar la regeneracion de los tejidos dafiados tras la
cirugia, lo que favorecera un postoperatorio adecuado para el paciente. En todo
caso, y al margen de cualidades meramente individuales muy dificilmente
objetivables, existen otro tipo de medidas y procedimientos terapéuticos
encaminados a intentar reducir los plazos bioldgicos necesarios para la
regeneracion de los tejidos, rebajando de este modo el tiempo de

convalecencia y minimizando las molestias de los pacientes.

A lo largo de los ultimos afios, el avance de las Ciencias Biomédicas ha
experimentado una progresion espectacular, gracias al desarrollo conjunto de
la investigacion cientifica basica y la investigacion clinica. A medida que la
Tecnologia y las Ciencias Biomédicas han evolucionado, por desgracia no
siempre de una manera paralela en lo que atafie a la vertiente odontologica
(Mallo-Pérez & Sanz-Serrulla 2004), se han desarrollado nuevos métodos
terapéuticos que pretenden mejorar las condiciones de regeneracion y

reparacion tisular de los tejidos dafiados.

Dentro de la practica odontoldgica actual no son pocos los productos y
técnicas que se han propuesto para promover la regeneracion tisular tras
cirugias de orden implantolégico y periodontal. Se han llegado a materializar
grandes avances, con la aplicacién del laser (Corsair 1997; Antenucci 2000) y
se han presentado interesantes perspectivas para el campo de la ingenieria
tisular (Bartold et al., 2000), que incluyen multitud de indicaciones en el empleo
de sustitutos 6seos (Moy 1993; Heijl et al. 1997; llan & Ladd 2003; Ueda et al.,
2005), y el uso de nuevas terapias regenerativas usando células madre
pluripotenciales (Thesleff & Tummer 2003; Yamada 2003; Ohya et al., 2005;
Zhu et al., 2006).
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La aplicacion quirargica de productos derivados de la sangre del propio
paciente con intencién de mejorar las condiciones de regeneracién y reparacion
de los tejidos tras una situacion de dafio tisular, ya sea su origen un
traumatismo o como consecuencia de la misma intervencién quirdrgica,
actualmente representa un prometedor campo dentro de la Cirugia Bucal y
Maxilofacial, la Periodoncia y la Implantologia.

Hace pocos afios, introducido por Marx y colaboradores en su afamado
trabajo publicado en 1998, surgio el término de PRP o plasma rico en plaquetas
(Marx et al., 1998). Siguiendo la definicion propuesta por el propio Marx en un
trabajo de posterior publicacion (2001), se entiende que el plasma rico en
plaguetas es un volumen de plasma autélogo que contiene una alta
concentracion plaquetaria, por encima de las concentraciones en sangre
normal, y que podria ser empleado como agente regenerador en cirugias de
diverso orden. De la definicibn del plasma rico en plaquetas surge
antagonicamente el concepto de plasma pobre en plaquetas (PPP), es un
volumen de plasma autélogo que se obtendria con la misma metodologia
seguida para producir PRP, pero empleando en dicho proceso las fracciones
plasmaticas de la sangre que carecen de celularidad y cuyo componente

elemental seria la fibrina.

Recientemente el uso de PRP y otros productos analogos, ha ganado
una gran popularidad dentro de la Cirugia Oral y la Periodoncia, sin embargo
las aplicaciones clinicas descritas para este tipo de preparados no se limitan al
ambito odontoestomatolégico. Por el contrario se ha descrito la utilidad de los
concentrados plaquetarios en intervenciones quirldrgicas relacionadas con la
Traumatologia (Lowery et al., 1999; Sanchez et al., 2003 b; Gandhi et al.,
2006), la Cirugia oftalmologica (Gehring et al., 1999; Paques et al., 1999), la
Neurocirugia (Choi et al., 2005), la Dermatologia (Crovetti et al., 2004; Kimura
et al., 2005) y la Cirugia plastica (Man et al., 2001; Bhanot & Alex 2002).

Sin embargo, la propuesta para el uso de derivados sanguineos para su
aplicacion quirdrgica no es algo nuevo. El primer indicio de la aplicacion de la
fibrina con fines terapéuticos data de principios del S.XX, cuando Bergel (1909)
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describié su utilidad como agente hemostatico. Ya en la década de los 40, se
empezO6 a observar, paralelamente a su capacidad hemostética, su potencial
como agente adhesivo con posibilidades clinicas (Young & Medawar 1940).
Pero no fue hasta 1972 cuando se propuso el uso del denominado “gel de
fibrina” como agente hemostatico y adhesivo en complejas regeneraciones
dentro del area de la Cirugia Oral y Maxilofacial (Matras et al., 1972). Desde
entonces se ha descrito el empleo de geles de fibrina, también conocidos como
selladores de fibrina, dentro de intervenciones quirdrgicas correspondientes a
diversas disciplinas médicas como Ginecologia (Takeuchi et al., 1996), Cirugia
Intestinal (Rousou et al. 1984; Swain & Ellis 2004) o la propia Cirugia
Maxilofacial (Matras 1982; Davis & Sandor 1998).

Este tipo de productos se presentan cominmente en kits formados por
proporciones diferentes de factores proteicos y activadores de la coagulacion,
de origen humano o animal, que ofrecen como resultado final tras su
manipulacion un coagulo de fibrina insoluble de origen exdégeno que puede ser
aplicado con diferentes fines terapéuticos, como agentes hemostaticos y
adhesivos. Han sido presentadas comercialmente varias preparaciones de gel
de fibrina en las Ultimas décadas, entre las que destacan como las mas
empleadas en nuestro entorno Tisseel™ (Baxter Immuno AG, Viena, Austria),
Beriplast’™ (Aventis Behring, Marburg, Alemania) y Autocolle™ (Laboratoire
Francais de Fraccionnement et de Biotechnologies, Tours, Francia). Sin
embargo, al tratarse de productos exdgenos, el temor a provocar reacciones de
base inmune y la posibilidad de transmision de infecciones cruzadas de origen
viral tras su uso, frend la difusion de este tipo de preparados comerciales de gel
de fibrina en diversos paises desde la década de los 70 hasta finales del S.XX,
como ocurrié por ejemplo en Estados Unidos, hasta que se ha aprobado la
licencia para algunos de estos productos en el afio 1998 (Soffer et al., 2003).

Pese a que en la actualidad se permite el uso de dichos derivados en la
mayoria de los paises, aln no esta resuelto el debate en torno a la posible
transmision de enfermedades infecciosas y la aparicibn de otros efectos
colaterales indeseables tras el empleo de geles de fibrina. Por este motivo, la
aplicacion de fibrina autéloga obtenida de la sangre del propio paciente,
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mediante centrifugacion de la misma y su posterior procesado con activadores,
se ha mostrado como una opcidon muy atractiva y segura. Desde que fue
descrita la aplicacion de preparados de fibrina autdloga en intervenciones
quirargicas del area maxilofacial con resultados positivos (Tayapongsak et al.,
1993), este procedimiento se ha popularizado dentro de la practica quirtrgica
en la ultima década, de manera paralela a la difusién alcanzada por el plasma

rico en plaguetas.

Segun los primeros autores que preconizaron el uso de productos
autologos ricos en plaguetas (Whitman et al., 1997; Marx et al. 1998; Anitua
1999), los beneficios que se obtendrian con su aplicacion derivarian de un
hecho diferencial con respecto a los preparados a base de fibrina: la capacidad
de modular positivamente la actividad de las células del entorno a través de la
accion de unas proteinas con gran potencial biolégico, las cuales se
encuentran incluidas dentro de los granulos alfa del citoplasma de las
plaquetas, conocidas como factores de crecimiento (Bennett & Schultz 1993a;
Slater et al., 1995). Los factores de crecimiento son mediadores bioldgicos que
regulan eventos celulares directamente relacionados con la regeneracion de los
tejidos como son la proliferacion y diferenciacion tisular, la quimiotaxis y la
sintesis de la matriz extracelular a distintos niveles dentro del organismo
(Graves & Cochran 1990). La expresién de estos factores de crecimiento en
situaciones de dafio en tejidos blandos o en tejido éseo, como acontece por
ejemplo en la enfermedad periodontal, es fundamental para la regulacién los
procesos reparativos y regenerativos necesarios para la restitucion funcional de
las estructuras que conforman dichos tejidos (Blom et al., 1994). Por tanto, el
motivo fundamental para la administracion de PRP en el tratamiento de
defectos tisulares es la busqueda de una estimulacion de la respuesta
regenerativa celular mediada por algunos de los productos de secrecion

plaquetarios.

El empleo de concentrados plaquetarios en Cirugia Bucal o Periodoncia
constituye una técnica que, pese a ser de reciente introduccion, es el tema
central de gran nimero de publicaciones hasta la fecha y objeto de discusion

cientifica en diversos foros.
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Al margen de sus reconocidas propiedades adhesivas y hemostaticas
(Della Valle et al., 2003), la mayor parte del conocimiento acerca del potencial
terapéutico de estos productos ha venido dado principalmente por la
descripcién de su influencia en la regeneracion tisular al ser aplicados en
diferentes modelos experimentales in vivo (Kim et al., 2001, 2002; Aghaloo et
al., 2002, 2005; Fennis et al., 2002, 2004; Fuerst et al., 2003a, 2003b, 2004a,
2004b; Jakse et al., 2003; Schlegel et al., 2004; Wiltfang et al., 2004; Yazawa et
al., 2004; Nagai et al., 2005; Pryor et al., 2005a, 2005b; Sanchez et al., 2005;
Gerard et al., 2006; Klongnoi et al., 2006; Plachokova et al., 2006; Sarkar et al.,
2006; Thorwarth et al., 2006) y en terapias odontoestomatoldgicas en seres
humanos (de Obarrio et al., 2000; Shanaman et al., 2001; Petrungaro 2001,
2002; Camargo et al., 2002, 2005; Thor 2002; Lekovic et al., 2002, 2003;
Babbush et al., 2003; Griffin & Cheung 2004; Merkx et al., 2004; Oyama et al.,
2004; Thorn et al., 2004; Franchini et al., 2005; Huang et al., 2005; Okuda et
al., 2005; Sammartino et al., 2005), con gran abundancia de referencias a su
aplicacion en técnicas de elevacion de seno (Rosenberg & Torosian 2000;
Danesh-Meyer et al., 2001; Lozada et al., 2001; Froum et al., 2002; Wiltfang et
al., 2003; Mazor et al., 2004; Kassolis & Reynolds 2005; Raghoebar et al.,
2005; Steigmann & Garg 2005).

En conjunto, estos estudios deberian aportar una fuerte evidencia que
apoyase el uso clinico del PRP, por desgracia muchos de ellos son meramente
anecddticos y pocos incluyen un protocolo de analisis cientifico adecuado que
permita determinar el papel e indicaciones de los concentrados plaquetarios
(Pietrzak & Eppley 2005). Por este motivo y debido a que la gran variabilidad
entre los disefios empleados hace complicada una comparacion productiva,
aun no ha llegado a establecerse un consenso acerca del protocolo mas
adecuado para su obtencion, sus indicaciones clinicas y las implicaciones
biolégicas que conlleva su aplicacién. Mientras que algunos autores defienden
el uso clinico del PRP (Carlson & Roach 2002; Marx 2004), otros cuestionan su
verdadero potencial terapéutico (Sanchez et al., 2003a; Freymiller & Aghaloo
2004) y, sobre todo, la seguridad biolégica que implica la aplicacion de este tipo
de preparados, pudiendo influir en la aparicion de patologias tumorales
indeseables (Schmitz & Hollinger 2001; Martinez-Gonzélez et al., 2002).
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El hecho de que no exista un criterio uniforme sobre los aspectos
fundamentales que atafien al empleo clinico del PRP indica que es necesario
profundizar en su conocimiento y en sus bases biol6gicas, estableciendo lineas
de investigacion que permitan despejar las multiples dudas que se suscitan a
su alrededor.

De este modo, y con objeto de arrojar luz sobre algunos de los
interrogantes que se encuentran aun sin respuesta en el seno de la comunidad
cientifica acerca de este prometedor campo, fue disefiado un protocolo de
investigacion que permitiera cumplir ese cometido cuyo desarrollo, resultados y

conclusiones quedan recogidos en este trabajo de tesis doctoral.
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B. INTRODUCCION
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B. INTRODUCCION

B.1. EL CICLO CELULAR

La célula es la unidad minima de un organismo con capacidad para
actuar de manera autébnoma. Todos los organismos vivos estan formados por
células; de hecho, en general se acepta que ninglin organismo es un Sser Vivo Si
no consta al menos de una célula. Algunos organismos microscépicos, como
las bacterias y los protozoos, son células Unicas, mientras que los animales y
las plantas estdn formados por varios millones de células organizadas en
tejidos, los cuales se organizan a su vez para dar lugar a los 6rganos. La vida
de una célula gira ciclicamente sobre la referencia de una actividad biol6gica
crucial: conseguir una descendencia de nuevas células con sus mismos

caracteres, funciones y herencia genética.

El ciclo de la vida de una célula incluye un paso continuado por
momentos de reproduccidn, por etapas de crecimiento y diferenciacién e
incluso por fases de reserva (Imagen 1). Durante su recorrido vital, una célula se
ve influenciada por numerosas sefiales, ya sean externas o internas,
estimulantes o inhibidoras, para que sus funciones y sus relaciones con otras
células se desarrollen con normalidad. Por este motivo, no debe extrafiar que
las alteraciones en la regulacién del ciclo celular den lugar a fenébmenos de

reproduccion celular descontrolados (Bartek et al., 1999).
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Imagen 1. El ciclo celular.
(Extraido de Cooper 2002)
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B.2.1. Fases del ciclo celular

En el ciclo celular existen dos fases claramente diferenciadas: la fase de
reproduccion, conocida como mitosis, y la fase o periodo comprendido entre

dos mitosis, que es conocido como interfase.

En la fase de mitosis la célula madre se divide dando dos células hijas
de la misma herencia genética y caracteristicas morfolégicas que su
predecesora. Una célula madre es una célula hija no constituida que sirve de

reserva para reaprovisionar a una poblacién de células determinada.

La interfase es el periodo en el que la célula crece y se desarrolla,
madurando al adquirir los caracteres diferenciales propios del tipo celular hacia
el que se diferencia y desempefiando las funciones caracteristicas que le
correspondan, en funcion a las distintas sefiales y estimulos externos que
reciba. Esencialmente, éste es un periodo de actividad celular: Los
cromosomas se descondensan y se distribuyen por el ndcleo, por lo que
presenta un aspecto uniforme, con baja condensacion croméatica. Sin embargo,
a nivel molecular, ocurre la replicacion del DNA para una nueva mitosis, asi
como otros procesos fundamentales para el desarrollo y futura division de la
célula (Imagen 1). Dentro de la interfase pueden diferenciarse 3 periodos. La
fase G, la cual comienza justamente al terminar la fase de mitosis celular. En
este momento la célula se puede considerar como metabolicamente activa y se
encuentra en crecimiento, pero no se replica su DNA. Dentro de este periodo
G, hay 4 estados de detencion cuyo motivo de existencia parece ser regular el
crecimiento y maduracion de la célula. La actividad desarrollada en cada uno
de estos puntos esta controlada por diversos agentes moduladores, entre los
gue se encuentran los factores de crecimiento. Posteriormente la célula pasa al
periodo S, o de sintesis, en el que se replica el DNA nuclear, con vistas a la
duplicacion mitética celular. Una vez se cumple ese cometido la célula entra en
el periodo G,, en el que prosigue el crecimiento de la célula y se sintetizan las
proteinas celulares que van a ser necesarias para llevar a cabo la mitosis. La
interfase se cierra cuando la célula entra en la fase M, que corresponde a la
mitosis o division celular (Lodish et al., 2000).
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B.2.2. El potencial de proliferacion

Salvo algunos tejidos, que se forman por células no divisibles, la mayoria
de los tejidos maduros contienen una mezcla de células pertenecientes a
diferentes estirpes, las cuales poseen potencial para multiplicarse. De este
modo, las células del organismo se pueden dividir en tres grupos atendiendo a
su capacidad de proliferacion y su actividad relacionada con el ciclo celular
(Cooper 2002):

1.-. Células labiles: Son aquellas que estan en divisibn constante.

Recorren el ciclo celular de una mitosis a otra y siguen proliferando durante
toda la vida. Se suelen presentar como una agrupacion de células, cuya
capacidad de proliferacion es ilimitada. Algunos ejemplos de este tipo de
células son aquellas que se encuentran en el epitelio estratificado de la piel o
de la cavidad bucal, en la mucosa de la vagina, en los conductos secretores

glandulares y las células del tejido hematopoyético medular.

2.- Células quiescentes: Son células con escasa actividad mitética. Estas

células salen de la fase G, y entran en un periodo de reposo Gy donde
permanecen activas metabolicamente, procurandose la subsistencia necesaria
para que la célula no claudique, pero sin proliferar, a no ser que sean
requeridas para ello mediante sefiales extracelulares emitidas desde el
entorno. Claros ejemplos de este tipo son las células parenquimatosas de todo
el organismo, asi como los miocitos de las fibras musculares lisas y los

fibroblastos del tejido conjuntivo.

3.- Células permanentes: Son células que abandonan el ciclo celular y
no pueden entrar en mitosis en la vida postmitética. Las células del miocardio,
los miocitos del musculo esquelético y algunas neuronas son células que

corresponden a este grupo.
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B.2.3. Requladores del ciclo celular

Las células neoplasicas, propias del cancer, se perpetuan por fracaso de
los mecanismos que controlan la proliferacién y maduracion celular. Para evitar
la proliferacion descontrolada de elementos celulares existen tres clases de

controles que regulan el paso a cada fase del ciclo celular (Cooper 2002):

e Puntos de control del ciclo celular
e Ciclinas y kinasas

e Factores de Crecimiento (GFs)

B.2.3.1. Puntos de control del ciclo celular

Los fendbmenos biolégicos que tienen lugar durante las distintas fases del
ciclo han de coordinarse entre si de manera que ocurran en orden adecuado.
Los denominados puntos de control del ciclo celular sirven para evitar la
entrada de la célula en la siguiente fase del ciclo hasta que se haya completado
la fase anterior (Imagen 2). La funcion esencial de estos puntos es asegurar que
los cromosomas incompletos o dafiados no se repliqguen y pasen a las células
hijas, lo que podria provocar la aparicion de una célula aberrante con potencial
proliferativo descontrolado debido a un contenido genético anémalo (Gonzéalez
Moles 2001).
Alineacion
incorrecta

de los cromo-
somas

ADN danado
o0 no replicado

ADN
danado

Imagen 2. Puntos de control del ciclo celular

(Extraido de Cooper 2002)
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Estos puntos se localizan en:

G2: Detecta el DNA que no se ha replicado y genera una sefial que hace

gue se detenga el ciclo, evita que se pase a la fase M antes de completarse S.

G;: Mediada por la accion de la proteina p53. Ante una alteracion del
DNA por radiacion aumentan los niveles de p53 inhibiendo la progresién del

ciclo celular.

Final de M: Supervisa que los cromosomas se alineen de forma correcta
en el huso mitético, asegura que se distribuya un juego completo de

cromosomas a cada célula hija.

B.2.3.2. Ciclinas y kinasas dependientes de las ciclinas

El avance de la célula a lo largo de cada fase del ciclo es controlado por
variaciones en los niveles y grado de actividad de las ciclinas. Estas proteinas
realizan sus funciones formando complejos con otro grupo de moléculas: las
guinasas dependientes de ciclinas (CDK). De este modo, se podria afirmar que
las ciclinas, asociadas con las CDK, son los elementos encargados de regular
la entrada de la célula en las diferentes fases del ciclo celular (Prosperi et al.,
1997).

Algunas ciclinas alcanzan su méaxima concentracion en ciertas fases del
ciclo celular y luego se degradan rapidamente cuando pasan a otra fase. La
progresion a través de las cuatro etapas del ciclo celular depende de que se
alcancen niveles elevados de ciclinas, siendo las mas importantes las ciclinas
de los tipos A, B, D y E (Murray 2004).
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B.2.3.3. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento (GFs) actian en el punto de restriccion
localizado en G;, antes del paso a fase S, que es considerado el momento
clave del ciclo celular (imagen 3). En presencia de determinados GFs, las células
pasan de G; a S. Si los GFs no estan disponibles en G;, la célula entra en un
estado de reposo Gp, donde permanecen sin proliferar hasta que sean
requeridas y estimuladas por la accion de la que puede ser una gran y
compleja variedad de factores mitogénicos (Antoniades & Owen 1982).

La accion de los factores de crecimiento esta relacionada con la sintesis
de ciclina D. Durante G1, en presencia de una determinada concentracion de
una serie de factores de crecimiento, se sintetiza la ciclina D que se une a la
CDK 4, permitiendo que la célula atraviese el punto de restriccion (Armelin
1990).

Punto de restriccion

T

~ Factores
de crecimiento

Imagen 3. Esquema de la actuacion de los GFs como reguladores del ciclo celular
(Extraido de Cooper 2002)
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B.3. LA SANGRE

La sangre, liquido fundamental para la vida en el ser humano, es un tipo
de tejido conectivo especializado que se encuentra contenido en el sistema
circulatorio sanguineo. Dentro del organismo, la sangre es el principal medio de
transporte de oxigeno, diéxido de carbono, nutrientes y productos de
degradacion metabdlicos, células del sistema inmunitario y mediadores
celulares (Stevens & Lowe 1998). De este modo se puede afirmar que, ademas
de ser fundamental para la regulacion de la temperatura corporal, la sangre
tiene una importancia fundamental para el mantenimiento de la homeostasis
normal del organismo, preservando el equilibrio fisiolégico general del cuerpo
humano (Gartner & Hiatt 2003).

Un ser humano alberga alrededor de 5 litros de sangre en condiciones
normales, lo que supone un 7% del total del peso corporal. A grosso modo, la
sangre esta constituida por una mezcla de células y fragmentos celulares, lo
gue se conoce como los elementos figurados o formes de la sangre, que
circulan en el plasma, una solucion liquida que representa aproximadamente el
55% del volumen de la sangre y que incluye proteinas con diversas funciones
biolégicas y también por metabolitos. La sangre obtenida por puncién venosa
almacenada en tubos de ensayo estandarizados que contengan
anticoagulantes, como la heparina o el citrato de sodio, y que es centrifugada
inmediatamente, se separa en diversas capas que demuestran su
heterogeneidad. El resultado de este proceso de centrifugado que se obtiene
en el interior de los tubos responde al nombre de hematocrito (Imagen 4).

Dentro del hematocrito, el sobrenadante translicido y amarillento
corresponde al plasma sanguineo. La fraccion inferior (35 al 50% del total del
volumen de la sangre) tiene un color rojo intenso y estd formada por los
hematies, también conocidos como eritrocitos o glébulos rojos, que
esencialmente cumplen con la funcién del transporte de O, y CO, por todo el
organismo. La capa inmediatamente superior a éstos (1% del volumen

sanguineo), de un color ceniciento, contiene a los leucocitos o globulos
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blancos, menos densos que los eritrocitos, por o que se depositan encima.
Sobre los leucocitos reposa una delgada capa, indistinguible a simple vista, que
esta conformada por las plaquetas (Junqueira & Carneiro 2005). En resumidas
cuentas, una vez termina el proceso de centrifugado de una muestra de
sangre, se obtiene la separacién de las distintas fracciones que la constituyen,
por los diversos gradientes de precipitacion, siendo facilmente distinguible la
porcion plasméatica, inmediatamente bajo la cual se encuentran las plaquetas

sobre los demés elementos formes de la sangre.

Imagen 4. Hematocrito sanguineo
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B.4. EL PLASMA SANGUINEO

El plasma sanguineo es una solucién acuosa, constituido en un 90-92%
por agua, que transporta elementos con pesos moleculares de un rango muy
amplio, los cuales representan el 10% de su volumen y que se pueden agrupar

en tres categorl’as:

 Proteinas plasméticas: El plasma contiene varias clases de proteinas, cada

una con sus funciones y propiedades especificas y que corresponden a un 7%
del total del volumen plasmatico. La presencia de dichas proteinas hace que la
sangre sea unas seis veces mas viscosa que el agua. Las principales proteinas
plasméticas son las albuminas, que colaboran en la regulacion de la presion
osmotica de la sangre, con lo que son parte importante en la distribucion del
agua entre el plasma y los liquidos tisulares. Las alfa, beta y gamma globulinas
son anticuerpos que proporcionan inmunidad frente a muchas enfermedades.
También se pueden encontrar en el plasma gran variedad de lipoproteinas vy,
por supuesto, la protrombina, el fibrinbgeno y el resto de factores de la
coagulacién, fundamentales dentro del proceso de formacion del coagulo y el
control de la hemorragia (Bocci 1970).

» Sales inorganicas: Suponen el 1% del plasma y se encuentran disueltas en

forma de aniones (iones cloro, bicarbonato, fosfato y sulfato) y cationes (sodio,
potasio, calcio y magnesio). Fundamentalmente actan como una reserva
alcalina que mantiene constante el pH y regula la proporcion de agua presente
en la sangre, aunque, como ocurre con el calcio, algunos de estos iones

poseen un importante papel dentro de otros mecanismos fisioldgicos.

» Sustancias de transporte: Son moléculas que proceden de la digestion

(glucosa y aminoécidos) o de la respiracion de la célula (nitrdgeno y oxigeno) y
residuos del metabolismo de la misma (diéxido de carbono, urea y acido Urico).

Tras la formacion del coagulo el plasma desaparece y se expresa el
suero, un liquido amarillento que es idéntico al plasma salvo por que no
contiene fibrinbgeno y el resto de constituyentes plasmaticos implicados en el
proceso de la coagulacién (Garnett & Hiatt 2003).
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B.5. LOS MEGACARIOCITOS

Los megacariocitos son células poliploides gigantes, de caracter labil por
su alto potencial endomitético. Su tamafio varia entre 35 y 160 um de
didmetro, y se originan en la médula 6sea (Becker et al., 1963). Tienen un
nucleo de tamafio irregular y lobulado, con forma de anillo o de rosca en el que
no se observan nucleolos. Su citoplasma contiene gran cantidad de organelas y
un extenso sistema de vesiculas y tdbulos interconectados, cuya funcion es
delinear y conformar los campos plaquetarios en desarrollo o, lo que es lo
mismo, las plaquetas en potencia (Stevens & Lowe 1998).

El primer precursor morfolégicamente reconocible del megacariocito es
el megacarioblasto, que es una célula con un tamafio que oscila entre las 15y
20 um, con un nudcleo grande de morfologia ovalada o arrifionada en el que se
pueden observar varios nucleolos. Su citoplasma es de dimensiones reducidas,
con poco contenido granular. Cuando alcanza la fase de diferenciacion dentro
de su ciclo celular, el megacarioblasto se agranda y comienzan a aparecer
granulos citoplasmaticos, dando lugar a una célula de entre 20 y 80 um de
didmetro conocida como promegacariocito. El nucleo de esta célula es oval y
posee un citoplasma mas abundante que el del megacarioblasto, con alto
contenido de granulos que se desarrollan perinuclearmente. A partir de esta
célula precursora se forma el megacariocito maduro granular que es el

elemento celular que dara lugar a las plaquetas (Wintrobe et al. 1979a).

B.5.1. El génesis de las plaguetas

A principios del siglo XX, Wright (1910) ya indic6 por primera vez que las
plaquetas provienen de porciones desprendidas del citoplasma de los
megacariocitos. Esta hipétesis fue demostrada en afios venideros por diversos
hechos biolégicos constatados cientificamente como por ejemplo la gran
similitud en la composicion citoquimica y antigénica entre los megacariocitos y

las plaquetas, y la presencia en las plaquetas de is6topos radiactivos
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introducidos previamente de manera experimental en los megacariocitos
(Maupin 1969).

El megacariocito es la Unica célula de la médula 6sea que tiene
capacidad de reproducir su DNA sin sufrir division celular y que se posiciona en
intima relacién con la membrana sinusoidal (French 1967). Se ha estimado que
un megacariocito da lugar aproximadamente a 1.000 plaquetas, durando la
secuencia madurativa entre cuatro y cinco dias. La maduracion del
megacariocito estd controlada por una serie de citoquinas, entre las que
destaca la trombopoyetina (Zucker-Franklin & Kaushansky 1996). En el ser
humano, las plaquetas pueden producirse a partir del megacariocito por dos
procesos diferentes: por formaciéon pseudopddica y por fragmentaciones in situ

de grandes porciones del citoplasma plaquetario.

La formacion plaguetaria pseudopddica, descrita por Wright hace casi
cien afios (Wright 1910), comienza con el desarrollo de numerosos
pseudopodos citoplasméaticos largos en el megacariocito, que se extienden a
través de las aberturas de la membrana sinusoidal. Dichas prolongaciones se
tornan cada vez mas finas para terminar en una morfologia filiforme, en cuyo
interior se forman masas granulares del tamafio de plaquetas normales. Debido
a las contracciones que se establecen en los capilares sanguineos sinusales se
provoca la liberaciébn de estos segmentos del megacariocito, siendo las
plaguetas arrastradas por la propia corriente sanguinea. En cambio, la
formacién de plaquetas por fragmentacion citoplasmatica del megacariocito
comienza con la aparicion de las conocidas como “zonas de demarcacion”.
Dichas zonas aparecen inicialmente como una cadena de pequefias vesiculas
gue se funden para dar lugar a la aparicion de fisuras. El agrandamiento y la
fusion simultdnea de varias de estas fisuras provocan la rotura del
megacariocito en multitud de particulas distintas, que son las plaguetas. En
este proceso de plaquetogénesis generalmente todo el citoplasma del
megacariocito se rompe y el nlcleo se degenera, dando lugar a la desaparicién

de este tipo celular (Wintrobe et al. 1979a).
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B.6. LAS PLAQUETAS

De los tres elementos formes de la sangre, la plaquetas, también
conocidas como trombocitos, fueron las Ultimas en ser descubiertas. Este
hecho puede ser justificado por distintos motivos. En primer lugar, en
comparacién con los eritrocitos y, por supuesto, con los leucocitos, las
plaguetas tienen un tamafio mucho mas reducido, lo que unido a las
comprensibles limitaciones técnicas de los microscopios de la época, explica el
retraso de su identificacion y caracterizacion por parte de los primeros
investigadores que se sumergieron en este campo. En segundo lugar, el
caracter agregable de estas células provocaba que tras la obtencion de las
muestras de sangre y su preparacion para ser observadas al microscopio, la
cual se realizaba por extensién sobre rudimentarias pletinas de vidrio, se
formaran conglomerados de plaquetas que dificultaban enormemente su

observacién como elementos independientes (Izaguirre-Avila 1997).

Es probable que, segun los datos que han llegado documentados hasta
nuestros dias, el inglés Wiliam Hewson (1739-1774) fuera el primero en
observar plaguetas en muestras de sangre ya en el siglo XVIII, en los albores
de la Histologia como campo de estudio dentro de la Medicina. Durante el siglo
XIX, diversos cientificos indicaron la presencia en la sangre de corpusculos
mas pequefios que los glébulos rojos y los glébulos blancos. Pero no fue hasta
mediados del siglo XIX cuando el francés Alfred Donné (1801-1878) se
convirtié en el primer autor que report6é su presencia en la sangre en 1842. Ese
mismo afio el inglés William Addison (1802-1881), describe a las plaquetas
como elemento presente en el fluido sanguineo en su trabajo “Sobre los
corpusculos pélidos en la sangre”. Friederich Arnold (1803-1890), fue el primer
anatomista en reconocer e ilustrar plaquetas en 1845. En 1846, Gustav
Zimmermann, médico militar aleman, describié “billones de ciertos corpusculos
incoloros” que tendian a agruparse, los llamé “cuerpos elementales”. En 1873,
en Francia, Edme Felix Alfred Vulpian (1826-1887) describié la propiedad de
esos cuerpos incoloros de la sangre de adherirse al vidrio y formar agregados
(Tocantins 1948; Rossi 1972).
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La primera observacion de que las plaguetas se encontraban como
unidades en la circulacion y que se acumulaban, fue hecha por William Osler
(1849-1919) en 1874. En 1878 el autor francés George Hayem (1841-1935),
indico que “...en la sangre existen unos pequefios elementos..." que tenian
tendencia a agregarse y a cambiar de forma, ademas describi6 interacciones
de estos corpusculos con la fibrina y su participacion en la detencién de la
hemorragia. Hayem empled por primera vez la palabra “plaquette” en 1883
para referirse a los trombocitos, por la forma discoide aplanada que observé en
estas células, siendo éste un término que perdura en la actualidad como el mas
empleado para designar a este tipo celular. Giulio Bizzozero (1841-1901), aislo
plaguetas a partir de trombos de sangre e identificd a la hemostasia y a la
trombosis como procesos analogos orientados al control de la hemorragia.
Schimmelbusch, en 1885, fue el primer autor en describir los cambios
morfolégicos que sufren las plaquetas en un vaso dafiado o cuya superficie es
irregular con cambios no compatibles con condiciones fisiolégicas normales. En
1906, James Homer Wright (1869-1928), descubrid, que el megacariocito era la
célula precursora de las plaguetas (Robb-Smith 1967).

Mas de 100 afos después de que se hicieron las primeras
observaciones y estudios acerca del conocido clasicamente como tercer
elemento forme de la sangre, la plaqueta ha pasado de ser una misteriosa
particula apenas visible en muestras sanguineas, hasta ser reconocida como
un elemento fundamental no solo para el funcionamiento de diversos procesos
vitales, cuyo mayor exponente es su intervencion indispensable dentro la
coagulacién de la sangre, sino también por su implicacion dentro la
regeneracién de los tejidos dafiados, actividad en la que interviene como
acelerador de dichos procesos bhioldgicos mediante la liberacion de diversos

factores proteicos que almacena en el interior de sus granulos.

Las plaquetas son pequeiios fragmentos celulares con forma de disco
gue carecen de nucleo, por lo que su capacidad mitética es nula y se
consideran células permanentes en cuanto a su potencial proliferativo. Su

tamafno oscila, en condiciones normales, entre las 1.5 y las 4 um en sangre
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periférica. En términos de salud el nUmero de plaquetas circulantes varia entre
las 150.000 vy las 400.000 plaquetas por mm® de sangre y el recuento de
plaquetas se presenta en niveles similares tanto en adultos como en nifios en
condiciones normales (Ablin et al. 1961). Se encuentran acumuladas en el bazo
y en el pulmoén y son destruidas en el sistema reticuloendotelial, en el higado y
en el bazo, tras un periodo de unos 7 a 10 dias de vida efectiva. Por eso, la
extirpacion del bazo, determina normalmente un aumento pasajero en la
concentracion de plaquetas; fendbmeno que es a menudo persistente en las
plarpuras que cursan por trombocitopenia (Wintrobe et al., 1979b). Al ser
observadas a gran aumento, tras ser tefiidas con hematoxilina-eosina, las
plaquetas pueden ser estructuralmente divididas en dos partes fundamentales:
una region central granular denominada granuldbmero o cromémero, que
contiene una gran cantidad de granulos tefiidos de color parpura, y una region
periférica menos densa conocida como hialémero, que se tifie de azul claro
(Stevens & Lowe 1998).

La membrana celular de la plagueta de un grosor de entre 15y 20 nm,
posee un glucocaliz prominente que incluye moléculas de adhesion celular, a la
vez que posee gran cantidad de depresiones externas que conectan con un
sistema de conductos de membrana interconectados con el medio externo, el
cual se conoce como sistema canalicular abierto. A través de este sistema
ductular la plagueta libera su contenido granular. La cara citoplasmética de la
membrana se asocia con una corteza de actina, que participa en la retraccién
del coagulo y la liberacion del contenido granular citoplasméatico plaguetario
(Parise et al., 2005). Aunque son células anucleadas, las plaguetas contienen
mitocondrias, microtubulos, ribosomas y otras organelas celulares, asi como

enzimas necesarias para la respiracion aerébica y anaerdbica celular (Imagen 5).

Las plaquetas se caracterizan por un consumo muy extenso de oxigeno,
gue puede ser hasta 6 veces mas alto que en las células musculares en
reposo. La fuente de energia es la glucosa que se obtiene a partir del
glucégeno y la via fundamental metabdlica que emplean es la glicolisis
anaerobia, que convierte la glucosa en lactato e iones de hidrégeno, los cuales

son captados por el acetato, que entra a las mitocondrias para su oxidacién en
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el ciclo del acido tricarboxilico, lo que propicia la sintesis de ATP por la
fosforilacion oxidativa y la estabilizacion del pH celular. Incorporan a su interior,
a través de un mecanismo de transporte pasivo independiente de energia,
fragmentos de membrana que contienen GPIIb/llla y también fibrin6geno, v,
esta vez por un mecanismo dependiente de energia, fragmentos de membrana
que contienen GPIlb, ambos hechos fundamentales para la organizacién
estructural de esta célula, una vez es activada (Morgorsten 1997). En cualquier
caso, de entre las organelas que se pueden encontrar en el interior de las
plaquetas son los granulos las que las caracterizan y las distinguen de otros

elementos sanguineos.

depresiones

corteza ‘
ductulares sistema

de actina .
membrana de ~ €Xt€rnas duc’tular

granulos o
la plagueta

glucogeno

: mitocondria
haz marginal

de microtubulos _ ; lisosomas
granulos d sisterna

tubular

Figura 5. Esquema de una plaqueta
(Extraido de Stevens & Lowe 1998)
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B.7. LOS GRANULOS PLAQUETARIOS

B.7.1. Los lisosomas o granulos A (lambda)

Las plaquetas solo albergan unos pocos lisosomas primarios y
secundarios (Menard et al., 1990). Con un diametro entre 175 y 250 nm y de
aspecto electro-denso (Rendu & Brohard-Bohn 2001), contienen gran cantidad
de enzimas degradativas (Tabla 1), entre las que destacan las hidrolasas acidas
y la catepsina Dy E. Su funcién, al igual que ocurre en otros tipos celulares, es
la liberacibn de su contenido para la digestion de todas las moléculas

inservibles para la célula.

B.7.2. Los granulos densos o granulos d (delta)

Los granulos 8, con unos 250-300 nm de diametro, se caracterizan por la
presencia de un cuerpo intensamente opaco rodeado de un sencillo espacio
claro rodeado de una membrana simple. Los granulos densos se forman en el
megacariocito inmaduro, donde se originan como sacos vacios que son
rellenados progresivamente de ADP, ATP, serotonina y otros componentes
conforme avanza el proceso de diferenciacion de esta célula (Youssefian &
Cramer 2000). Cada plagueta humana suele contener de 3 a 9 granulos
densos (White 1969). Almacenan una alta concentracién de pequefias
moléculas no proteicas como ADP, ATP, calcio y serotonina (5-
hidroxitriptamina), la cual procede del plasma sanguineo.

La naturaleza de este contenido hace que estos granulos tengan una
apariencia electro-opaca al ser observados en andlisis ultraestructural, de
modo que por ello reciben la denominacién comun de granulos densos. (King &
Reed 2002). De todos los elementos que hay albergados dentro de los
granulos densos (Tabla 1), destaca una elevada cantidad de calcio, que supone
el 50 % del total de su contenido, en una concentracion 2 mol/L (Klinger 1996),

y que es de vital importancia en la cascada de la coagulacion.
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B.7.3. Los granulos o (alfa)

Los granulos alfa son organelas esféricas de 200 a 400 nm de diametro
y los granulos mas abundantes dentro de las plaquetas, constituyen un 15 %
del volumen total de las plaquetas, con un numero aproximado de 80 por célula
(Sixma et al., 1989). Contienen moléculas de amplia heterogeneidad y alta
repercusion biolégica; de ahi que la cantidad de granulos alfa que se alberga
una plaqueta en su interior determina el valor funcional de la misma (Rendu &
Brohard-Bohn 2001). Alteraciones cuantitativas o cualitativas en el contenido o
namero de los granulos o pueden encontrarse en diversos problemas
hereditarios de la coagulacion como son el sindrome de la plaqueta gris, el
desorden plaquetario de Quebec o la trombocitopenia dismegacariopoyética
(Hayward 1997). En el interior de los granulos o se encuentran
macromoléculas, como el fibrin6geno, otros factores de la coagulacién,
proteinas adhesivas y factores de crecimiento, entre otros elementos
moleculares (Tabla 1). Estas moléculas incluyen proteinas de secrecién
especificas de las plaguetas como por ejemplo el PF4 y la Tromboglobulina B,
gue son sintetizadas sélo en los megacariocitos en su proceso de
diferenciacién, moléculas selectivas de plaquetas, como por ejemplo el factor
V, la trombospondina y la P-selectina, que son sintetizadas en los
megacariocitos durante su fase de maduracién y otros pocos tipos celulares y
moléculas no sintetizadas por las plaquetas ni los megacariocitos, como por
ejemplo el fibrinbgeno, que parece que son tomadas por las plaquetas del
medio plasmatico a traves de procesos de transporte molecular por endocitosis.
Los granulos o tienen cuatro zonas morfol6gicamente distinguibles al ser
observados al microscopio electronico (Harrison & Cramer 1993). Desde el
exterior hacia el interior del granulo se pueden observar la membrana periférica
de la plaqueta, estructuras tubulares y vesiculares, un area electro-ltcida, rica
en fibrinbgeno trombospondina y albumina, y un pseudonucleo electro-denso,
en el se concentra la mayor parte de su contenido molecular. En su membrana
expresan también GPIlIb/llla, pequefias cantidades de GPlb, GPIX y P-
selectina, proteinas de gran importancia en el desarrollo del proceso de la
coagulacién (King & Reed 2002).
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B.8. FUNCIONES DE LAS PLAQUETAS

A través de la liberacion de su contenido granular la plaqueta es capaz

de ejercer sus dos funciones esenciales:

1.- Colaborar en el control de la hemorragia orquestando la respuesta

defensiva del organismo que culmina con la coagulacion sanguinea.

2.- Liberacion de factores mitogénicos que ayuden a la regeneracion de
los tejidos tras el dafio causante de la hemorragia.

B.8.1. La coagulacion de la sangre

Tras una lesién de sobre los tejidos del cuerpo humano, se producen
dafos en el sistema vascular, unas veces a nivel de la macrocirculacion y
siempre en la microcirculacion, mantenida por arteriolas, capilares y vénulas.
La consecuencia de la falta de integridad de los vasos sanguineos es la
hemorragia, o lo que es lo mismo, la salida de un determinado flujo de sangre
fuera del sistema vascular, sea arterial 0 venoso, y los fendbmenos generales
consiguientes a esas hemorragias que, cuando sobrepasan cierto limite sin ser
controlados, provocan un cuadro de hipovolemia e hipoperfusién de los tejidos
gue puede llevar al paciente hasta el estado de shock constituido. Dentro de los
elementos formes de la sangre, las plaquetas son las encargadas de orquestar
la respuesta defensiva del organismo frente a una lesiébn de los vasos
sanguineos, mediante la adhesion a los defectos de las paredes de los vasos y
participando en el proceso de coagulacion mediante la liberacion de su
contenido granular (Zwaal et al., 1992).

De estas consideraciones se deduce la gran importancia que tiene para
el cirujano el conocimiento preciso de la hemostasia, es decir, del conjunto de
procesos biolégicos y de procedimientos técnicos quirlrgicos que sirven para
detener y controlar la hemorragia. La hemostasia espontanea o natural puede
ser definida como el conjunto de procesos biolégicos, organizados de una

manera precisa, cuya finalidad es conseguir que la sangre se mantenga dentro
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del sistema vascular, obturando las soluciones de continuidad que se
produzcan en los vasos, mientras que la hemostasia quirargica agrupa todos
los procedimientos técnicos que el cirujano emplea para controlar la

hemorragia que se produce accidentalmente o durante el acto operatorio.

Ante una lesion vascular se inicia la hemostasia natural, en la producen
sucesivamente una serie de fendmenos bioldgicos que conducen a la
coagulacién de la sangre. La hemostasia natural consta de tres fases

claramente diferenciadas, pero que se relacionan entre si:

1. Fase vascular
2. Fase plaquetaria
3. Fase de la coagulacién plasméatica

1. Fase vascular

Inmediatamente después del dafio vascular, en décimas de segundo, se
inicia el proceso de hemostasia natural con una vasoconstriccion local, debida
en parte a reflejos nerviosos locales (axénicos) y espinales, y también a la
accion de ciertas aminas vasoactivas liberadas tras la accion traumatica, entre
las que destaca la serotonina (5HT). Dicha vasoconstriccion inicial esta
orientada a minimizar la extravasacion de sangre mediante la reduccion del
diametro del vaso, lo que dificulta el flujo sanguineo al exterior (Hajjar et al.,
2005).

2. Fase plaquetaria

Una vez se produce la vasoconstriccion del vaso, las plaquetas
circulantes se adhieren a las fibras de coladgeno (en su mayor parte colageno
tipo Ill) de la pared de los vasos, que han quedado expuestas tras el dafio,
merced a la interaccidbn de unos receptores glucoproteicos de membrana
conocidos como integrinas, en este caso la glucoproteina Ib, a través del factor
plasmatico de von Willebrand (VWF) que se encarga de mediar la adhesion
entre la plaqueta y el colageno. Aparte de sus propiedades adhesivas, las
integrinas son capaces de emitir sefiales moleculares bidireccionalmente, tanto
intra como extracelularmente, regulando, en funcibn a determinados

condicionantes, el comportamiento de la célula (Schaffner & Dard 2003). En el
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caso de las plaquetas, las integrinas no sélo permiten su adhesién sino que,
una vez entran en contacto con su sustrato, se encargan de iniciar la activaciéon
plaquetaria mediante el inicio de una cascada de transduccién de sefales
intracitoplasméticas. Dentro de las proteinas de membrana implicadas en los
procesos de agregacién plaquetaria la mas destacada es la integrina conocida
como GPIIb/llla, que se une al fibrinbgeno para producir la agregacion
plaguetaria (Shattil 1999). Esta proteina ocupa una gran proporciéon de la
superficie plaquetaria (15 % de la proteina total de la membrana y 3 % de la
célula). Es un heterodimero de 228 kDa de peso molecular, dependiente del
calcio, cuyas subunidades a y b son codificadas por genes diferentes. La mayor
proporcién de esta glicoproteina es extracelular y dispone de 2 segmentos
transmembrana y 2 segmentos cortos citoplasmaticos formados por los
extremos C terminales. En la plaqueta en reposo se halla en forma de proteina
mondmerica ya que, para que se produzca la asociacion de las subunidades,
se requiere calcio extracelular, que se enlaza a la subunidad Ilb (Jennings &
Phillips 1982).

Una vez las plaquetas se activan se producen en ellas una serie de
cambios celulares que cursan con un aumento de su tamafio, una mayor
capacidad adhesiva y una variacion en su morfologia, emitiendo numerosas
prolongaciones citoplasmaticas, conocidas como filopodios. Estos cambios de
forma se acompafian de un incremento en la superficie desde los 8,02 mm?, de
la plagueta en reposo, a los aproximadamente 13,0 mm? que alcanza la
plagueta activada. Los microtibulos que estan en estrecho contacto con el gel
contractil, se trasladan hacia el centro de la célula. Se procede a la
desintegracion del citoesqueleto y se restituye a partir de la internalizacion de
fragmentos de la membrana externa. Este es un proceso independiente del
calcio (cuando el estimulo es el ADP) y dependiente de energia. De este modo,
los trombocitos se organizan, relacionandose entre si, para dar lugar a la
conocida como placa trombdtica, que se adhiere a la zona dafiada y sirve como
tapon primario (Parise et al., 2005). El proceso es de caracter autoestimulante,
ya que, una vez activadas, las plaguetas segregan, provinientes de los
granulos densos, ADP, el cual funciona como activador de otros trombocitos

gue circulan por la zona en ese momento, ademas de una cantidad serotonina
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adicional, lo que estimula la contraccion del musculo liso del vaso lesionado,

manteniendo la mencionada vasoconstriccion inicial.

3. Fase plasmatica

Estos eventos primarios fisiologicos de hemostasia permiten taponar
pequefios defectos en la pared vascular, sin embargo para el control de la
hemorragia provocada por defectos mayores es necesaria la formacion de un
coagulo sanguineo. Una vez se organiza la placa trombdética, la posterior
liberacion de factores de la coagulacion por parte de los trombocitos y por la
pared vascular dafiada da lugar al inicio de una compleja reaccién en cascada
gue conduce finalmente a la coagulacion de la sangre. La hipétesis de
"cascada" pretende explicar el hecho de que los factores de coagulacion
existen de una forma inactiva o procoagulante, y de una forma activa. La forma
activa de un factor activaria especificamente al siguiente de una forma

secuencial, dando lugar a la llamada cascada de la coagulacién (Imagen 6).
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Imagen 6. Cascada de la coagulacion
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El proceso de activacion para la mayoria de los factores se lleva a cabo
por la "division" de una pequefa parte de la forma inactiva. La mayoria de los
factores activados son serin-proteasas, pertenecientes a una familia de
enzimas proteoliticas con una serina en su centro activo. Los factores serin-
proteasa tienen un alto grado de especificidad en el sustrato. No son serin-
proteasas el factor V, el factor VIII y el fibrinbgeno. En la Tabla 2 se recoge la
relacion de los factores de la coagulacion y la correspondencia de los numeros
con el nombre de la proteina que representan (Davie et al., 1991).

La activacion de la protrombina se puede alcanzar por dos vias o
sistemas: la via intrinseca de la coagulacién y la via extrinseca de la
coagulacién. Los términos intrinseco y extrinseco se refieren a la formacion del
coagulo dentro o fuera del sistema vascular. El sistema intrinseco es
relativamente lento, y el extrinseco, mas rapido. En ambas vias, el resultado
ultimo de la cascada de la coagulacién es la transformacion de la proteina
plasmética conocida como protrombina en trombina. La trombina es una
proteina enzimatica que se encarga de catalizar la transformacion de otra
proteina plasmatica, como el fibrindgeno, para dar lugar a la fibrina. La fibrina
es el componente esencial del coagulo sanguineo y se dispone en forma de
una compleja malla cuyos filamentos se orientan en todas las direcciones. La
fibrina posee una alta capacidad adhesiva, por lo que se adhiere a los
trombocitos que originariamente se hallaban dispuestos sobre el defecto
vascular, deteniendo de manera mas efectiva la hemorragia. Sobre este
reticulado de fibrina se adhieren nuevas plaquetas, las cuales inician su
proceso de contraccion tras activarse. Por este motivo, al adherirse entre siy, a
su vez, al coagulo de fibrina, se produce lo que conoce como retraccion del
coagulo, fendbmeno que se traduce en una mayor hemostasia al la
aproximacion de los bordes del defecto originalmente establecido (Roberts et
al., 2005).

B.8.1.1. Lafibrina

El fibrindbgeno es una abundante proteina plasmatica también conocida
como Factor | de la coagulacién, cuya concentracion media en la sangre es de
unos 2.5 g/l (Bakker et al., 1992). Tras una extravasacion sanguinea, el
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fibrindgeno vy la fibrina son elementos fundamentales dentro de la coagulacién
de la sangre, la respuesta inflamatoria tras el dafio y las relaciones entre las
células y la matriz extracelular en los procesos de regeneracion tisular.
Esencialmente, las moléculas de fibrinbgeno constan de distintos grupos de
cadenas peptidicas unidas por puentes disulfuro de tipo a, B y y. La molécula
individual de fibrindbgeno es una estructura elongada de 45 nm de longitud que
consta de dos dominios proteicos globulares (D), situados lateralmente en
posicién terminal, y que se encuentran conectados a un domino central (E) por
medio de estructuras a-helicoidales (Mosseson et al., 2001). La polimerizacion
de la fibrina ocurre en los ultimos estadios de la cascada de la coagulacion,
tras la accion enzimética de la trombina sobre estructuras peptidicas del
dominio E o domimio central del fibrinégeno, lo que provoca la exposicién de
fracciones proteicas con capacidad de interaccion con los agujeros que se
presentan con una periodicidad de 22.5 nm en la porciones terminales (D) de
otras moléculas de fibrinégeno. Asi se produce la formacién de uniones dobles
entre los dominios D y E de distintas moléculas, creando asociaciones fibrilares
laterales sucesivas, lo que resulta en la formacion de una malla o red de fibrina
gque se orienta desordenadamente en todas las direcciones del espacio.
Finalmente, el coagulo de fibrina queda estabilizado por la accién del Factor
Xl activado, creando un coagulo insoluble (Weisel 2004). Ademas de su
funcion prioritaria dentro de los procesos de hemostasia naturales, aportando el
andamiaje fundamental del trombo sanguineo, la fibrina participa en otros
importantes procesos biologicos debido a su peculiar estructura tridimensional,
a su viscoelasticidad y a la capacidad de aportar sitios de unién para distintos
elementos proteicos, posibilitando interacciones celulares complejas
(Mosseson 2005). Entre estas importantes funciones alternativas, dentro del
contexto de este trabajo, cabe destacar su interacciéon con la matriz extracelular
mediante la unidn de la fibronectina a la fibrina (Stathakis & Mosesson 1977) y
la posibilidad de unién de células de distinto origen a la malla de fibrina
mediante la accion de proteinas de superficie (integrinas), como ocurre en el
caso de las plaguetas (Bennett 2001), lo que explica el importante papel que
puede jugar dentro de los complejos procesos de regeneracion y reparacion de
los tejidos (Nehls & Herrmann 1996).
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B.8.2. Liberacion de factores mitogénicos

Siguiendo el orden de los procesos normales de regeneracion tisular,
una vez acontece la coagulacion de la sangre, en una etapa posterior y de una
forma mas lenta, a través de la accion moduladora de los GFs liberados por las
plaguetas presentes en el coagulo, se estimula la proliferacion y diferenciacién
de las células de los tejidos circundantes de la zona dafiada. Tras la formacion
de un tejido inflamatorio de granulacion y la aparicibn de nuevos vasos
sanguineos que aporten el necesario soporte nutricio, proceso que se conoce
como angiogénesis, se favorece el depoésito de colageno, como elemento
fundamental de la nueva matriz de reparacién, (Kiritsy et al., 1993). De esta
manera también se favorece la limitacion del dafio y la pérdida de sangre
indirectamente a través una regeneracion tisular estimulada, modulada por los

factores mitogénicos secretados por las plaquetas.

B.8.2.1. Laregeneracion tisular

Existen descritos diversos modelos para explicar los procesos de
regeneracion tisular normales y, aunque existen claras diferencias entre los
fendmenos que acontecen en tejidos de distinta naturaleza, en general, los
procesos de regeneracion tisular comparten un patrén basico que puede ser
aplicable a todos ellos. La regeneracién de los tejidos normales consta de tres
fases consecutivas: (A) Hemostasis e inflamacion, (B) Formacion de un tejido
de granulacion y (C) Formacion y remodelado de la matriz. Aunque existe un
inevitable solapamiento entre las distintas fases, este modelo es vélido para
comprender el funcionamiento de los estadios iniciales de los procesos
regenerativos (Imagen 7).

Como se describié anteriormente, las plaquetas inician la hemostasis
mediante la formacion de un agregado celular en la zona del dafo. La
activacion plaquetaria, debido a su interaccién con componentes moleculares
del entorno, conlleva la liberacibn de su contenido granular al medio,
iniciandose la fase precoz de la hemostasia, que se encuentra representada en
la Imagen 7 por la primera campana. Entre los diversos agentes que son

expulsados al secretar el trombocito su contenido granular se encuentran los
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factores de crecimiento, los cuales se encargan de modular la diferenciacion y
proliferacion de las células con potencial regenerativo presentes en el entorno.
Pasadas unas pocas horas tras la hemorragia se establece un coagulo estable,
esencial para la migracibn y organizacion de células indiferenciadas e
inflamatorias y que consta fundamentalmente de fibrina. Entonces se inicia un
proceso de inflamacion local con objeto de limitar el dafio y la pérdida de
sangre, en lo que seria la fase tardia de la hemostasia (Imagen 7). Dicho proceso
se encuentra intrinsecamente relacionado con la liberacién de mediadores
inflamatorios y quimiotacticos por parte de las plaguetas como son algunos
metabolitos del &cido araquidonico y el Factor de Hageman (HF), que
conducen a la activacion de la via clasica del complemento. Otras moléculas
liberadas durante estos procesos como la Kalicreina (Sharma & Mohsin 1990) y
el TGF-B (Wahl et al., 1987) son quimiotacticas para células proinflamatorias

como los neutréfilos y los macréfagos, que acuden a la zona.

A B C

Fase Fase Contraccion de la herida Acumulacion de colageno
Precoz Tardia ) |

0.1 0.3 1 100

3 10
TIEMPO (DIAS)

Imagen 7. Fases de la regeneracion tisular.
(Adaptado de Kiritsy et al. 1993)
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Asi, tras la inflamacion original, se inicia la fase B que cursa con la
formacién de un tejido de granulacion, que se caracteriza por la presencia de
gran cantidad de células inflamatorias infiltradas. La plaqueta es una importante
fuente inicial de GFs, sin embargo la estimulacién de la mitogénesis y la
diferenciaciéon que deben acompafiar a un proceso de regeneracion se
mantiene gracias a la liberacién de GFs y otros agentes mitogénicos por parte
de otras plaguetas que se adhieren a la zona dafiada a lo largo del proceso de
regeneracioén y, sobre todo, a otras células que acuden o estan presentes en la
zona de la herida, como las propias células endoteliales, los fibroblastos y los
macrofagos. Dentro del periodo de formacién del tejido de granulacion, los
macrofagos juegan un importante papel. Ademas de ser quimiotacticos para los
macrofagos, los factores de crecimiento PDGF y TGF-f inducen la secrecion
de méas cantidades de estos y otros factores de crecimiento, como bFGF, por
parte de los macréfagos, con lo se establece un sistema de “feedback”
autocrino (Pierce et al., 1991).

La neovascularizacion (o angiogénesis) es el proceso biolégico que se
encamina a la restauracion del aporte sanguineo al nuevo tejido en formacion
de una zona que ha recibido un dafio. Este proceso, fundamental para la
adecuada regeneracion del tejido por la necesidad no sélo de aportar nutrientes
y oxigenacion sino también del transporte de células, se inicia durante la fase
de formacion del tejido de granulacion y se puede ver estimulado por diversos
factores de crecimiento. De entre los factores de crecimiento angiogénicos mas
potentes destacan VEGF (Dvorak 2000) y bFGF (Gospodarowicz et al., 1987).

Una vez pasan tres dias tras la respuesta hemostatica (Imagen 7),
comienza la paulatina desaparicién del tejido de granulacion y se inicia la
sintesis y deposicion del colageno, componente fundamental de la matriz
extracelular, asi como de otros elementos de gran importancia para estos
procesos como son los glicosaminoglicanos y algunas glucoproteinas
estructurales, entre las que destaca la fibronectina. Los componentes méas
abundantes dentro de la matriz extracelular en los periodos iniciales
subsiguientes a la formacion del tejido de granulacién son la fibronectina, el
acido hialurénico y, sobre todo, fibras de colageno tipo I, Il y V. Conforme la
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herida madura y se inicia la remodelacion de la matriz sobre la que se
establece la regeneracion, los niveles del fibronectina, acido hialurénico y
colageno tipo Ill disminuyen, mientras que se incrementa el nimero de fibras

de colageno tipo | y la presencia de otros proteoglicanos (Kiritsy et al. 1993).

Al mismo tiempo en que la matriz extracelular es producida y se
organiza, las nuevas células propias del tejido dafiado se posicionan sobre ésta
dando lugar a la paulatina regeneracion del tejido. La duraciéon y las
particularidades de los mecanismos inherentes a esta fase final de maduracién

tisular son exclusivas para cada tipo de tejido.

Dichos acontecimientos biolégicos estan generalmente orquestados por
los fibroblastos en el caso de los tejidos blandos, por los osteoblastos cuando
se habla de tejido 6seo y por los queratinocitos en el tejido epitelial cutaneo o
intraoral. Como se apunté previamente, estas células se ven altamente
influenciadas por la accién de diversos factores de crecimiento, los cuales

pueden actuar tanto en sentido positivo como inhibidor (Martin et al., 1992).

B.8.2.2. Los factores de crecimiento (GFs)

Las citoquinas conforman un heterogéneo grupo de proteinas de gran
importancia en la regulacion de multitud de procesos vitales para el
funcionamiento normal del organismo. Las citoquinas podrian ser definidas
como un grupo de factores proteicos polipéptidicos que se producen en la
mayoria de las células nucleadas del organismo, con especial preponderancia
por parte de las células del sistema inmune, y que tienen accién pleiotropica
(esto significa que su objetivo, en este caso las células, es mdltiple y que
pueden producir en ellas diversos y dispares efectos), situAndose como
mediadores de interacciones complejas entre distintos tipos celulares.

El campo de la investigacion sobre citoquinas, tal y como se entiende
hoy dia, ha evolucionado a partir de cuatro fuentes independientes. La primera
y posiblemente mas importante es la Inmunologia y, mas especificamente, el

conocimiento que deriva del estudio de las linfoquinas, cuyo origen se remonta
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a la década de los 60. La segunda fuente de la investigacion sobre las
citoquinas proviene del estudio de los interferones. Originalmente descritos en
los afios 50 como agentes antivirales selectivos, poco a poco fueron
reconocidos como proteinas con un amplio rango de acciones moduladoras de
la diferenciacién y proliferacion de gran variedad de tipos celulares, entre los
gue destacan elementos del sistema inmune. La tercera fuente de los avances
sobre el estudio de las citoquinas emana del campo de los factores de
crecimiento hematopoyéticos y los factores estimuladores de colonias. Por
ultimo, aunque discutida, la cuarta fuente de investigacion en citoquinas deriva
del estudio de los factores de crecimiento (GFs) que actian en células no
hematopoyéticas (Graves & Cochran 1990).

Algunos autores se muestran reacios a incluir los factores de crecimiento
“clasicos” dentro de las citoquinas propiamente dichas, sin embargo algunos de
los GFs son capaces de inducir lo que se define como acciones similares (del
inglés “cytokine-like action”) a las que poseen las citoquinas descritas en los

tres grupos anteriores.

Apoyando estas tesis existen dos hechos fundamentales que abogan por
la distincion entre citoquinas y factores de crecimiento (Vilcek 2003):

1.- La produccién o liberacién de GFs suele ocurrir de modo constitutivo
en la mayoria de las células que los sintetizan, mientras que en el caso de las
citoquinas dicha produccién es muy baja o inexistente, dado que esta regulada
por diversos estimulos inter o intracelulares que acontecen en situaciones

especiales.

2.- Al contrario que ocurre con las citoquinas, las acciones
fundamentales de los factores de crecimiento tienen como diana células no

hematopoyéticas.
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Pese a estos datos, la linea de separacion entre ambos grupos sigue
manteniéndose tenue ya que los factores de crecimiento (GFs) comparten una

serie de caracteristicas comunes con las citoquinas (Vilcek 2003):

1.- Todos ellos son polipéptidos de bajo peso molecular (~30 KDa)

2.- La produccion y liberacion de GFs y citoquinas por parte de las
células encargadas de ello es transitoria y su radio de accion es generalmente

corto, limitAndose a ejercer una accion paracrina o autocrina, nunca endocrina.

3.- Las citoquinas y los factores de crecimiento ejercen sus acciones
mediante una unién de alta especificidad a receptores especificos de
membrana, desencadenando una transduccion de sefiales intracelulares que
culminan con un determinado efecto sobre el comportamiento de la célula

diana.

4.- Consecuentemente, la mayoria de las acciones bioldgicas que
provocan los GFs pueden ser atribuidas a una induccién de la alteracién de
patron de expresion génica de la célula diana, interviniendo de manera
determinante en el ciclo celular (Ver apartado A.8.3.3.). Fenotipicamente, la
accion de los GFs conduce a un incremento o reduccién de las tasas de
proliferacién celular, cambios en la diferenciacion de la célula y la expresion de

determinados marcadores o funciones de diferenciacion.

En el marco de los procesos normales de regeneracion y reparacion
tisular, la intervencion de los factores mitogénicos albergados en los granulos
o de las plaquetas en la regeneracién de los tejidos dafiados, no deja de ser un
hecho fundamental (Bennett & Schultz 1993b; Parkar et al., 2001). En este
sentido es un hecho constatado la capacidad de estimulacién que se observa
tras la aplicacion de plaquetas sobre células con potencial osteogénico, gracias
a la liberacion de los GFs que albergan (Slater et al., 1995; Gruber et al., 2003;
Kark et al., 2006). Un mayor conocimiento acerca de los mecanismos intimos
en los que intervienen en estos elementos proteicos, abriria la posibilidad de
aplicar los factores de crecimiento con fines terapéuticos o investigadores.
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B.8.2.2.1. Factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF)

El estudio del factor de crecimiento vasculo-endotelial (Imagen 8) ha
suscitado gran interés en la comunidad cientifica debido al papel que desempefia
en la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis / vasculogénesis) y en la
influencia que tiene sobre una amplia variedad de procesos biolégicos fisiol6gicos
y patofisiolégicos incluidos la embriogénesis, la cicatrizacion, el crecimiento
tumoral, la isquemia miocardial, algunos defectos neovasculares oculares y
procesos inflamatorios crénicos tales como la artritis reumatoide (Folkman 1995;
Ferrara 1996).

Imagen 8. VEGF

Bioguimica del VEGF

El VEGF, también llamado VEGF-A, pertenece a una familia en la cual se
incluyen VEGF-B, VEGF-C y el factor de crecimiento placentario (PIGF). El gen
VEGF-A humano se localiza en el cromosoma 6p21.3 (Ferrara 1996). Este gen
contiene ocho exones los cuales pueden producir al menos cinco isoformas
diferentes de VEGF, de 121, 145, 165, 189 y 206 aminoéacidos (Poltorak et al.,
1997). Estas isoformas se expresan como proteinas diméricas las cuales,
exceptuando Vegf 121, se unen mediante unidon heparinica a receptores
especificos celulares. Vegfigs, la proteina mas representativa de este grupo, es
tipicamente expresada como un homodimero de 45 KDa, que consta de dos
monomeros de aproximadamente 23 KDa de peso molecular (Ferrara et al.
1992).
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Se han identificado dos receptores proteicos tirosin-kinasa (PTK) de alta
afinidad para VEGF: el PTK Flt-1 (0 VEGF-rl) y el PTK KDR (0 VEGF-r2). Los
dos receptores presentan un 44% de aminoacidos homologos del uno al otro. Las
estructuras de los receptores de VEGF son similares a las de los receptores
PTKs de la familia de PDGF, comprendiendo regiones citoplasmaticas con
secuencias insertadas en dominios cataliticos, un Unico dominio hidrofébico
transmembrana y siete dominios inmunoglobulina en las regiones extracelulares.
(Ferrara 1996, 2000). KDR parece ser el mayor transductor de las sefales VEGF
gue inician la mitogénesis y otros efectos biolégicos en células endoteliales. Por
el contrario, Flt-1 es el Unico receptor VEGF expresado en monocitos que, tras su
estimulacién por VEGF o PIGF, media en la estimulacion de la quimiotaxis y la
produccion de factores tisulares por parte estas células (Clauss et al., 1996). Las
funciones de Flt-1 en el endotelio no son del todo conocidas.

Propiedades bioldgicas del VEGF

El papel central del VEGF en el desarrollo de los vasos sanguineos
embrionarios se ha confirmado mediante estudios en los cuales la inactivacion de
un solo alelo del gen VEGF causaba un estancamiento letal de la angiogénesis
en ratones (Carmeliet et al.,, 1996). Por otra parte, el VEGF es también un
potente factor que influye en la permeabilidad de los vasos, por este motivo
también recibe el nombre de factor de permeabilidad vascular, pero el papel
biologico de esta funcidon no esta muy bien descrito. VEGF también tiene efectos
hipotensivos in vivo, y es capaz de estimular la quimiotaxis de monocitos y la

produccion de factores tisulares (Clauss et al., 1996; Ferrara 1996).

Estos hechos hablan del importante papel del VEGF en los procesos de
angiogénesis tanto a nivel embrionario como en los procesos de reparacion
vascular tras un dafio. Probablemente la hipoxia sea el mayor estimulo para el
aumento de la expresion de VEGF tanto in vivo como en modelos celulares
normales y tumorales (Risau 1997). El VEGF es conocido por jugar un papel
central en los procesos angiogénicos criticos en la patogenia del cancer y de la
retinopatia diabética, entre otras alteraciones vasculares (Folkman 1995). Sin
embargo, los efectos angiogénicos de VEGF podrian ser clinicamente
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beneficiosos frente a otras entidades patologicas (Asahara 1996). Pese a ello
existen alin muchas preguntas sin respuesta acerca de la biologia de este factor
de crecimiento. En un futuro la investigacion a este respecto deberia centrarse en
el incremento del conocimiento acerca de los mecanismos por los cuales el VEGF
induce sus diversos efectos bioldgicos. De este modo, la capacidad de VEGF de
promover la regeneracion endotelial en arterias dafiadas y aumentar las
funciones protectoras del endotelio podria abrir un nuevo camino terapéutico. En
este sentido, es bien sabido que, al margen de otros tipos celulares, los granulos
o de las plaquetas son una importante fuente de VEGF (Wartiovaara et al., 1998;
Salgado 2001), por ello no es inconcebible que en el futuro, en la practica clinica,
se usen terapias antagonicas a VEGF mediante anticuerpos bloqueantes para
tratar distintas clases de cancer, mientras que, por otra parte, el VEGF pueda ser
administrado a través de concentrados plaquetarios para tratar arteriosclerosis u
otros procesos patoldgicos de dafio vascular.

B.8.2.2.2. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Clasicamente el suero ha sido empleado para estimular el crecimiento
de cultivos celulares in vitro. De hecho, el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) es un abundante factor de crecimiento en suero humano,
con una presencia estimada de entre 15 y 50 ng/ml (Singh et al., 1982; Huang
et al., 1983), que es suministrado a cultivos de células de origen mesenquimal
como fibroblastos o células musculares lisas de las paredes vasculares

(Antoniades & Owen 1982) para favorecer su desarrollo.

Este importante factor mitogénico fue detectado por primera vez en
plaquetas humanas (Kohler & Lipton 1974; Ross et al.,, 1974), hallazgo
cientifico al que esta proteina debe su nombre. Pese a que los granulos o de
las plaguetas son un importante reservorio de este factor, recientes estudios
demuestran que puede ser sintetizado y liberado por otros tipos celulares como
los macro6fagos, los fibroblastos y los queratinocitos (Khan et al. 2000).
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Bioguimica del PDGF

Los PDGF conforman una familia de homodimeros y heterodimeros
proteicos catidnicos que incluia clasicamente dos tipos de cadenas peptidicas
Ay B unidas por enlaces disulfuro (Ross et al., 1986). Recientemente se han
aislado dos nuevos péptidos pertenecientes a esta familia, la cadenas C (Li et
al., 2000) y la cadena D (LaRochelle et al., 2001), que solo se asocian entre
ellas formando dos homodimeros. Las formas maduras de las cadenas Ay B
del PDGF muestran entre ellas un 60% de similitud en la secuencia de
aminoacidos. De este modo, existen cinco isoformas de PDGF que incluyen
cuatro homodimeros: PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC y PDGF-DD y un
heterodimero: PDGF-AB. Debido al reciente descubrimiento de las isoformas
PDGF-CC y PDGF-DD, y pese a que hasta la fecha alrededor de 60
publicaciones acerca de estas dos nuevas proteinas estan disponibles en la
literatura cientifica, poco se sabe aun sobre la expresién génica, la estructura y

el comportamiento biol6gico de ambos factores.

Imagen 9. PDGF-A

Las formas maduras de PDGF se presentan como proteinas de 30 KDa
de peso molecular, mientras que las cadenas individuales migran en gel de
electroforesis como componentes individuales de aproximadamente 15 KDa
(Meyer-Ingold & Eichner 1995). Los genes que codifican las cadenas A y B del
PDGF estan localizados en los cromosomas 7 y 22 respectivamente (Betsholtz
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et al., 1986). Ambos se organizan de manera similar con 7 exones, de los que
generalmente el 4 y el 5 codifican la mayoria de la proteina madura (Bonthron
et al., 1988). El exon 6 codifica una secuencia terminal COOH- para la cadena
B. En el caso de la cadena A (Imagen 9), ésta se sintetiza en dos porciones
separadas una con la secuencia COOH- y otra sin este terminal. Estas
moléculas precursoras deberan sufrir un proceso de maduracion proteolitica,
eliminando la secuencia terminal COOH-, antes de alcanzar su forma final
bioactiva (Heldin & Westermark 1999).

Hasta ahora se han identificado dos receptores de tipo tirosin-kinasa a
través de los cuales las distintas isoformas de PDGF pueden ejercer su efecto
sobre las células diana (Rosenkranz & Kazlauskas 1999). Dichos receptores de
membrana, denominados PDGF R-a y PDGF R-f tienen un peso molecular de
entre 170 y 180 KDa (Hart et al., 1988). Extracelularmente cada receptor
comprende cinco dominios pseudo-inmunoglobulina, mientras que la porcion
intracelular del receptor corresponde a un dominio tirosin-kinasa (Heldin &
Westermark 1990). El gen para el receptor PDGF R-o se localiza en el
cromosoma 4ql12 (Spritz et al., 1994) y el gen para el receptor PDGF R-p se
encuentra en el cromosoma 5 (Yarden et al., 1986). Dado que las isoformas de
PDGF son moléculas de tipo dimérico, se unen a dos receptores
simultaneamente. El receptor o se une tanto a las cadenas A como a las B con
alta afinidad, mientras que el receptor B solo permite la union de la cadena B.
De este modo PDGF-AA se une a receptores ao, PDGF-AB a receptores ao 0
of3 y PDGF-BB es capaz de interaccionar con los tres tipos de combinaciones

diméricas de receptores tirosin-kinasa (Heldin et al., 1988).

Propiedades biol6gicas del PDGF

Las isoformas diméricas de PDGF poseen capacidad de inducir una gran
variedad de efectos que se pueden solapar, pero que no son idénticos para
cada una de estas proteinas. El grado de interaccion de PDGF con un tipo
celular dependera de la expresion en membrana de receptores para este factor
de crecimiento que presente. Logicamente, debido a su alta capacidad de




Tesis Doctoral Gustavo Avila Ortiz

interaccion con los distintos receptores, PDGF-BB es la isoforma con mas
actividad biologica (Robson et al., 1992), seguido de PDGF-AB (Boyan et al.,
1994).

Tras la unién del PDGF a su receptor especifico de la membrana
plasmatica de la célula diana se provoca la autofosforilacion del dominio tirosin-
kinasa del receptor. Este fendmeno conduce a la creacion de sitios de anclaje
para moléculas de transducciéon de sefial que contienen dominios tipo SH2. Se
genera una sefial que es propagada intracelularmente de un modo muy rapido,
a través del citoplasma hacia el nacleo, en el que se desencadenan una serie
de eventos transcripcionales que modulan el ciclo celular (Heldin & Westermark
1999). En un modelo de regeneracion experimental empleando fibroblastos
gingivales y del ligamento peridontal, Mumford et al. (2001) observaron un
patron de comportamiento distinto entre ambos tipos celulares tras la
administracién de PDGF-BB, lo que sugiere que las diferencias especificas
entre la expresion de receptores de membrana para este factor pueden

determinar sustancialmente su efecto.

La capacidad mitogénica y de modulacion del comportamiento celular
gue pudiera ejercer PDGF sobre células mesenquimales ha sido ampliamente
estudiada en diversos ensayos experimentales para evaluar la posible
influencia de esta proteina sobre las condiciones de regeneracion en
determinadas situaciones de dafio tisular. PDGF es un potente mitbgeno para
la mayoria de las células de origen mesenquimal, incluyendo fibroblastos
gingivales (Dennison et al., 1994; Wang et al., 1994), células musculares lisas
(Graves & Cochran 1990), osteoblastos (Graves et al.,, 1989; Zhang et al.,
1991) y células preosteoblasticas de origen tumoral MG63 (Graves et al.,
1984). También es bien sabido que las células osteoblasticas humanas
responden frente a PDGF-AA y PDGF-BB, mientras que los fibroblastos
humanos son mas susceptibles a la isoforma BB (Graves & Cochran 1991).
PDGF es capaz de estimular la quimiotaxis (Terranova & Wikesjo 1987), la
proliferaciéon y la sintesis de colageno de células del ligamento periodontal
(Bartold & Raben 1996; Ojima et al., 2003), lo que indica que PDGF podria ser

uno de los mas importantes reguladores en el mantenimiento de la matriz
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extracelular dentro del ligamento periodontal, aspecto que es de capital
importancia en cualquier tipo de terapia de tipo regenerativo periodontal.
También se ha observado experimentalmente en estudios realizados sobre
distintos modelos animales que PDGF posee una importante capacidad de
actuar como regenerador periodontal y periimplantario tanto solo (Vikjaer et al.,
1997) como combinado con IGF (Lynch et al., 1991; Rutherford et al., 1992;
Nociti et al., 2000; Stefani 2000). Atendiendo a estos resultados parece claro
gue la aplicacién de las distintas isoformas de PDGF, entre las que destaca
PDGF-BB como el factor mas potente, podria suponer una serie de beneficios
regenerativos a traves de la estimulacion de diversas células de origen

mesenquimal.

Uno de los aspectos mas interesantes de la biologia de los factores de
crecimiento es cémo su actividad puede ser regulada por otros GFs o
citoquinas. Dicha regulacion puede ser compleja y puede ocurrir tanto a nivel
de produccién y sintesis del factor como a nivel de respuesta celular. En este
sentido, se ha observado como la administracién de TGF-B sobre cultivos
primarios de fibroblastos humanos estimula la secrecion de PDGF por parte de
estas células (Soma & Grotendorst 1989), mientras que la adicion de TGF- a
cultivos de fibroblastos de raton modula, mediante fenédmenos competitivos, la
interaccion de las distintas isoformas de PDGF con sus receptores especificos,
(Gronwald et al., 1989).

B.8.2.2.3. Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p)

Hace mas de 20 afios un grupo de investigadores observaron la
presencia de una actividad proliferativa de células transformadas en cultivo en
agar promovida por una proteina, la cual recibi6 el nombre de factor de
crecimiento transformante 3 (Moses et al., 1981). Posteriormente el TGF-§ fue
aislado y purificado a partir de plaguetas humanas (Assoian et al., 1983). Hoy
dia, TGF-B1 (imagen 10) es considerada la proteina tipo de una superfamilia de
factores de crecimiento, diferenciacion y morfogenéticos a la que pertenecen

las activinas, las inhibinas y las proteinas morfogenéticas (Howe 2003)
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Bioguimica del TGF-

TGF-B es una molécula dimérica de 25 KDa de peso molecular, que consiste
en dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro (Frolik et al., 1983).
En mamiferos, TGF-B esta codificado por, al menos, tres genes diferentes:
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3. TGF-B3 presenta una homologia del 80% con las
dos primeras, mientras que TGF-f2 comparte una homologia del 70% con
TGF-B1 (Derynck et al., 1985). La mayoria del conocimiento relacionado con
estas proteinas deriva de estudios realizados con TGF-f1 y TGF-p2. TGF-B1ly
TGF-B2 pueden dan lugar a tres isoformas: homodimeros de TGF-1 o TGF-2
o un heterodimero de TGF-f1 y TGF-f2 (Cheifetz et al., 1987).

Imagen 10. TGF-B

Han sido identificados tres tipos de receptores para TGF-B: TBRI de 53
KDa, TBRIl de 80 KDa y TpRIIl, también conocido como betaglicano o
endoglina, de 300 KDa (Cheifetz et al., 1988). Los dos primeros se unen con
igual afinidad a TGF-B1y a TGF-2, mientras que el otro receptor se une con
mayor afinidad a TGF-B1. Este hecho biolégico concuerda con los hallazgos de
la mayoria de estudios en los que TGF-B1l y TGF-B2 tienen una actividad
similar. Una vez TGF- se une a estos receptores especificos de membrana se
inicia una cascada de sefalizacion intracelular a través de las vias proteicas
Smad o MAPK, cuyo desenlace final es la modulacién de la actividad de

crecimiento celular mediante su accion sobre el nacleo (Howe 2003)
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Propiedades bioldgicas del TGF-3

TGF-B se almacena en los granulos alfa de las plaquetas circulantes en
cantidades similares a PDGF y es liberado en la herida durante la coagulacién
sanguinea y la coexistente activacién plaquetaria (Kiritsy et al., 1993). Sin
embargo el hueso es el mayor reservorio de este factor en el organismo
(Seyedin et al., 1987), lo que parece indicar que las células 6seas son una
importante fuente de esta proteina. TGF- también puede ser secretado por un
amplio rango de células entre las que destacan, ademés de algunas células de
estirpe 0Osea, los linfocitos infiltrados (Kehrl et al., 1986), los macréfagos

(Assoian et al., 1987) y los fibroblastos (Lyons et al., 1988).

Las posibles aplicaciones terapéuticas de TGF-B estan relacionadas con
su reconocido papel dentro de los procesos de regeneracion tisular (Shah et
al., 1999; Faler et al., 2006). TGF-§ tiene la capacidad de estimular eventos
relacionados con la regeneracién de tejidos blandos como la induccion de la
guimiotaxis al lugar de la herida de fibroblastos (Postlethwaite et al., 1987),
macrofagos y sus precursores, los monocitos (Assoian et al., 1987). Pero TGF-
B es, sobre todo, un importante factor regulador in vivo del crecimiento y
diferenciacién de las células que regulan la homeostasis 6sea, como
demuestran diversos estudios experimentales (Heckman et al., 1995; Sun et
al., 1996; Beck etal., 1998). Al igual que ocurre con otros factores de
crecimiento, dependiendo de las condiciones, del tipo celular con el que
interacciona y de la relacion de inhibiciéon o sinergismo que pueda establecer
con otros mediadores, TGF-p puede inhibir o estimular el crecimiento celular.
En general TGF-B se comporta como un inhibidor para células epiteliales
(Sporn et al., 1987) y como un estimulador del crecimiento y diferenciacion de
diversas células mesenquimales, como los fibroblastos y los osteoblastos
(Mundy et al., 1995; Khan et al., 2000), siendo capaz a su vez de inducir la
capacidad mitogénica y de sintesis de colageno por parte de células
osteoblasticas (Centrella et al.,, 1987; Robey et al., 1987). También se ha
observado como TGF-B puede inhibir la reabsorcibn ésea mediante la

estimulacion de la apoptosis de los osteoclastos (Hughes et al.,, 1994).
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Diversos estudios in vitro han revelado como es capaz de interaccionar a
diversos niveles con otros factores de crecimiento. Por ejemplo se ha
demostrado in vitro como, dependiendo de la dosis administrada de cada
factor, TGF-B puede estimular la proliferacion de células osteoblasticas
humanas que han recibido PDGF (Piche & Graves 1989), a la vez que puede
actuar como modulador de la actividad celular inhibiendo la proliferacion de
fibroblastos de ratén (Anzano et al., 1986) y células humanas del ligamento

periodontal (Oates et al., 1993) estimuladas con PDGF.

B.8.2.2.4. Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) componen una vasta
familia de factores presentes en diversas especies que parecen haberse
originado de una molécula antecesora comun a través de complejos procesos
de duplicacién genética coincidentes en su origen con la evolucién de los
vertebrados (Coulier et al., 1997). De hecho, FGF no solo est4 presente en
vertebrados sino que también existe en invertebrados y algunas familias de
virus, como el baculovirus. Los FGFs conforman una gran familia de
mediadores bioldgicos cuyo peso molecular oscila entre 17 y 34 KDa y pueden
ser sintetizados a partir de diferentes genes segun la especie y el subtipo de

proteina (Imagen 11).

Imagen 11. Proteina tipo FGF
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Los FGF estan implicados en la regulacion de procesos bioldégicos complejos
como el desarrollo embriolégico, la remodelacion de los tejidos, la
neoangiogéneis, fenbmenos de carcinogénesis, la inflamacion crénica y la
regeneracion tisular (Ornitz & Itoh 2001). La familia de los FGF humanos se
compone de, al menos, 22 miembros, que comparten entre un 13% y un 80%
de homologia peptidica entre ellos (Ensoli et al., 2003). Dentro de esta familia
el factor de crecimiento mas interesante en el contexto de este trabajo, por sus
propiedades como agente regenerador, es el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF).

Bioguimica del bFGF

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) es conocido por ser
la isoforma 2 dentro de los FGFs humanos. Es una proteina de 154
aminoacidos cuyo peso molecular oscila entre 16 y 18 KDa y es codificada por
un gen presente en el cromosoma 4 (4926-27) del genoma humano. bFGF y la
isoforma 1 o factor de crecimiento fibroblastico acido (aFGF) comparten un
55% de homologia (Thomas 1987). Ambos factores interaccionan con los
mismos receptores de membrana (FGFR), de los que existen descritos hasta la
fecha cuatro tipos distintos (FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4). Todos los
FGFR, cuyo un peso molecular varia entre los 95 y los 150 KDa, tienen una
estructura similar, con un dominio extracelular que consta de tres regiones
similares a inmunoglobulinas a la que se unen los FGF, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular que alberga una region tirosin-kinasa,
encargada de iniciar la cascada de transduccién de sefales una vez se fosforila
tras la unidn del factor (McKeehan et al., 1998). bFGF y aFGF se unen con
igual afinidad a FGFR1, FGFR2, mientras que solo aFGF se une a FGFR4
(Dionne et al., 1990; Partanen et al., 1991). bFGF tiene capacidad de unirse a
la heparina, al heparan sulfato y a la fibronectina de la matriz extracelular a
modo de reservorios, y mantenerse biolégicamente activo tras esta unién
(Rothe & Falanga 1989), lo que es de suprema importancia en el
comportamiento bioldgico de este mediador ya que asi se previene la rapida

degradacion del mismo en torrente sanguineo o en el medio extracelular. Las
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células endoteliales y los macrofagos se encuentran entre las principales
células productoras de bFGF (Baird et al., 1985)

Propiedades biol6gicas del bFGF

Dentro de la gran familia de los FGF, bFGF, junto con aFGF, es la
proteina mas empleada en estudios experimentales y de la que se tiene mas
conocimiento. bFGF es conocido por su importante papel en la angiogénesis
(Cross & Claesson-Welsh 2001) y la capacidad de estimular, de manera dosis
dependiente, la actividad de las células regeneradoras mas importantes del
area orofacial como son queratinocitos (O’Keefe et al., 1988), osteoblastos
(Nakamura et al., 1995) y fibroblastos de ligamento periodontal (Terranova et
al., 1989). Sus efectos, al igual que ocurre con otros factores de crecimiento,
dependen de multiples circunstancias como son la presencia de otras proteinas
o factores reguladores y del tipo celular con el que interactia. En este sentido,
se ha observado como TGF-p podria mediar de una manera importante la
funcion de bFGF en tejido 6seo, ya que estudios in vitro han demostrado como
la estimulacion del crecimiento de células osteoblasticas mediante bFGF cursa

con un incremento de la expresion de mRNA de TGF-B (Noda & Vogel 1989)

B.8.2.2.5. Factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1)

La familia de los factores de crecimiento similares a la insulina
comprende a dos moléculas: IGF-1 e IGF-2, tambien conocidas como
somatomedinas (Laron 2001). Ambos factores son conocidos por el nombre de
“similares a la insulina” puesto que comparten un 47% de homologia con
respecto a esta hormona, fundamental dentro del metabolismo de la glucosa,
mientras que exhiben una homologia del 62% entre ellos (Rall et al., 1987). Los
IGF pueden ser hallados en plasma sanguineo a altas concentraciones, ya sea
en estado inactivo como unidos a grandes proteinas de transporte,
seguramente debido a que se encuentran almacenados dentro de los granulos
alpha de las plaquetas en una considerable proporciéon (Chan & Spencer 1998).
IGF-1 (Imagen 12) es conocida desde hace décadas por mediar in vivo en los

efectos de promocion del crecimiento 6seo que ejerce la GH, u hormona de
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crecimiento (Schoenle et al., 1982), lo que la convierte en un mediador con un
marcado efecto sobre la homeostasis 6sea. IGF-2 es funcionalmente similar a

IGF-1, sin embargo se relaciona mas con el crecimiento fetal.
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Imagen 12. IGF-1

Bioguimica del IGF-1

El factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) es un péptido con
un peso molecular de 7.6 KDa, y un pH ligeramente basico (pH 8.4). El gen que
sintetiza a esta proteina esté localizado en el brazo largo del cromosoma 12
(12923-23) y esta formado por 6 exones (Brissenden et al., 1984). Tanto IGF-1
como IGF-2 son sintetizados en forma de precursores proteicos para luego
sufrir un proceso de maduracion molecular mediada por distintas enzimas que
los conduzca a su forma madura y activa (Jansen et al., 1983). El receptor para
IGF-1 (IGF-1R) es codificado por un gen presente al final del brazo largo del
cromosoma 15 (15925-26) y consta de 21 exones (Seino et al., 1989). Este
receptor es una proteina tetramérica que consiste en dos cadenas o
extracelulares, con un dominio cisteina cada una, y 2 cadenas p intracelulares,
que incluyen un dominio tirosin-kinasa, esencial para la transduccién de
sefiales que acontecen tras la activacion del receptor cuando se une su
sustrato, IGF-1 (Delafontaine et al., 2004). IGF-1R es expresado en la mayoria
de los tejidos y células durante la embriogénesis (Seino et al., 1989), lo que
explica la gran importancia de IGF-1 en los procesos de desarrollo del

organismo.
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Propiedades biol6gicas del IGF-1

IGF-1 es un factor producido en practicamente todos los tejidos, siendo,
por ejemplo, el factor de crecimiento sintetizado en mayor proporcién por las
células Oseas (Giannobile 1996), por eso se pueden localizar grandes
cantidades de IGF-I e IGF-1I en hueso, siendo el IGF-II el factor de crecimiento
mas abundante en la matriz ésea (Khan et al., 2000). El tejido sobre el que
IGF-1 posee mayor grado de modulacién es el 6seo, habiéndose observado
como IGF-1 es el mediador de la actividad anabdlica y mitogénica de la
Hormona de Crecimiento (GH) en los procesos de desarrollo y crecimiento del
hueso (Laron 1999). Los efectos de IGF-1 en células Gseas incluyen la
estimulacion de la proliferacion osteoblastica y la sintesis de colageno tipo | por
parte de éstas (Graves et al., 1994), habiéndose observado como Ila
combinacién de IGF-1 con PDGF se traduce en efectos sinergisticos de ambas
moléculas modulando positivamente la proliferacion y actividad osteoblastica
(Howell et al., 1996).

B.8.2.2.6. Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue el primer factor de
crecimiento en ser descubierto a principios de los afios 60, tras observarse
como extractos de la glandula submaxilar de ratones que fueron inyectados a
ratones recien nacidos, indujeron la erupcion precoz de incisivos (Cohen 1962).
EGF pertenece a una superfamilia de factores proteicos, de la cual es la
proteina tipo. La superfamilia EGF incluye a las subfamilias de las neuregulinas
y los EGFs, a la que pertenecen miembros como el propio EGF, TGF-a, la
betacelulina y la epiregulina (Lee et al., 2003). EGF y TGF-a son péptidos
homdlogos, con 53 y 50 aminoacidos respectivamente, que poseen un
marcado potencial mitogénico. Ambas proteinas se unen al mismo receptor de
membrana, sin embargo no ejercen idénticos efectos y son antigénicamente
diferentes, por ello, pese a sus similaridades y haber sido consideradas
clasicamente la misma proteina, deben ser tenidas en cuenta como moléculas
distintas (Nimni 1997).
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Bioguimica del EGF

EGF es una proteina monomérica que tiene un peso molecular de
alrededor de 6 KDa (Imagen 13). En humanos es codificada por un gen que se
localiza en el cromosoma 4, un gen relativamente largo con 24 exones (Lee et
al., 2003).

El receptor para EGF es una proteina de membrana de 170 KDa,
conocida por el nombre de EGFR, ErbB1l o HER1, y formada por una cadena
peptidica sencilla que consta de un dominio extracelular de 621 aminoéacidos, al
gue se une el EGF, un dominio hidrofébico de transmembrana de 23
aminoacidos y un dominio intracitoplasmatico de 542 aminoé&cidos, que
contiene una porcion tipo tirosin-kinasa, la cual una vez se une EGF al
receptor, al igual que ocurre con los receptores para PDGF o IGF-1, se encarga
de iniciar la cascada de sefales intracelulares que culminan con la modulacion

de la actividad celular inducida por este factor (Carpenter & Wahl 1990).

Imagen 13. EGF
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Propiedades biol6gicas del EGF

EGF es una proteina que se encuentra presente en la mayoria de los
mamiferos, siendo su espectro de accion muy amplio ya que ejerce sus efectos
tanto en células epiteliales como mesenquimales. EGF puede ser secretado
por multiples tipos celulares, siendo las plaguetas son una importante fuente de
este factor (Pesonen et al., 1989). La lista de acciones atribuida a este factor de
crecimiento es extensa (Carpenter & Wahl 1990). Esto se debe probablemente
a que es uno de los factores mas estudiados por su temprano descubrimiento.
Sin embargo es pertinente afirmar que cualquiera de sus acciones puede ser
atribuida a otro factor de la subfamilia EGF, dada su capacidad de mimetizar
las acciones de la proteina tipo.

En cualquier caso, dentro del contexto de este trabajo, es interesante
resefiar el importante papel que EGF parece jugar en la regeneracion tisular,
con mayor influencia en los procesos que atafien a los tejidos blandos. Se
demostrado como EGF estimula la proliferacion de queratinocitos in vitro y la
regeneracién epidérmica in vivo (Brown et al., 1989). Ademéas EGF estimula la
secrecion de colagenasa por parte de fibroblastos, lo que parece indicar que
EGF tiene un importante papel en la remodelacion de los tejidos blandos
(Rumalla & Borah 2001). Dentro de la reparacion 6sea EGF no parece tener un
papel estimulante, al contrario, desde los primeros estudios disefiados para
evaluar el comportamiento de EGF se observd, como esta proteina puede
estimular la reabsorcion ésea en cultivos de osteoblastos de origen animal
(Tashjian & Levine 1979) e inhibir la sintesis de colageno de células
osteoblasticas (Hiramatsu et al., 1982).
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B.9. MARCADORES DE DIFERENCIACION Y PROLIFERACION
CELULAR

B.9.1. Marcadores de diferenciaciéon celular

El citoesqueleto es wuna estructura tridimensional citoplasmatica
dindmica, esencialmente proteica, propia de las células eucariotas. Esta
estructura celular podria ser entendida como analoga al aparato locomotor de
los seres multicelulares complejos, actuando como un musculo y como un
esqueleto que permite el movimiento y la estabilidad de la célula. La expresion
concreta de algunos de los componentes del citoesqueleto en células de una
muestra puede ser Util con fines diagndsticos e investigadores, ya que pueden

servir como marcadores de diferenciacion celular.

Existen tres tipos primarios de fibras que componen el citoesqueleto, son

los microfilamentos, los microttbulos y los filamentos intermedios.

Los microfilamentos son fibras finas y flexibles formadas de proteinas
gue se disponen como hilos de entre 6 y 8 nm de didmetro organizados de
forma lineal helicoidal bicatenaria. Los microfilamentos estdn compuestos
predominantemente de un tipo de proteina contracti de 42 KDa de peso
molecular llamada actina, una de las proteinas celulares mas abundantes,
pudiendo llegar a constituir hasta el 20% del total de las proteinas de algunas
células no musculares. La asociacion de los microfilamentos con la proteina
miosina es la responsable de la contraccion muscular, basandose en un
sistema de consumo energético por ATP. Los microfilamentos se encargan de
llevar a cabo movimientos celulares. Estas fibras se pueden hallar en el centro
de las microvellosidades de las células, concentrados bajo la membrana
plasmatica, en el anillo contractil en el proceso de divisién celular o formando
parte fundamental del entramado contractil de las células musculares, conocido

como sarcémero (Ross et al., 2004).
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Los microtubulos son largos tubos cilindricos huecos no ramificados de
20-25 nm de diametro y una pared con un espesor de alrededor de 5 nm. Se
organizan en 13 protofilamentos de moléculas globulares diméricas de tubulina,
proteina estructural cuyo peso molecular es de unos 110 KDa. Cada dimero de
tubulina se compone de una molécula de a-tubulina y otra de B-tubulina, cada
una de ellas con un peso molecular de aproximadamente 55 KDa. Se
organizan de una manera muy especial, ya que se originan en el MTOC
(Centro organizador de microtubulos), el cual se ubica en las proximidades del
nucleo, extendiéndose hacia la periferia celular. Los microtibulos actian como
un andamio que determina la forma celular, aportando un conjunto de pistas
para que se muevan las organelas y vesiculas de secrecion. Los microtubulos
también forman las fibras del huso para separar los cromosomas durante la

mitosis y pueden ser usados para la locomocién. (Ross et al., 2004).

Los filamentos intermedios se disponen como fibras, trenzadas como
si fueran cuerdas, con un diametro que oscila entre 8 y 10 nm. Se denominan
“intermedios” puesto que su diametro se encuentra entre el correspondiente a
los filamentos de actina (6 a 8 nm) y el de los microtdbulos (20 a 25 nm).
Dentro del citoesqueleto celular representan estructuras resistentes y estables,
siendo su funcion principal aportar solidez estructural y resistencia mecéanica a
la célula frente a las fuerzas de cizallamiento. Se extienden a través del
citoplasma, conectando desmosomas y hemidesmosomas. En el nucleo se
encuentran justo debajo de la membrana nuclear interna. Casi todos los
filamentos intermedios se forman de subunidades con un peso molecular de
alrededor de 50 KDa, de este modo, a diferencia de los microtibulos y los
microfilamentos exhiben una diversidad y una especificidad para cada tejido
considerables (Steiner & Roop 1988). La gran estabilidad estructural y la
especificidad de los filamentos intermedios en determinados tipos celulares,
hacen de la identificacién de algunas proteinas constituyentes de los filamentos
un elemento de gran valor diagnostico como marcadores de diferenciacion de

células de diversas estirpes presentes en una muestra bioldgica.
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B.9.1.1. Citoqueratinas

Las citoqueratinas (CK) son el grupo de filamentos intermedios mas
diverso, comprendiendo mas de 50 isoformas diferentes. Los filamentos de
gueratina estan formados por una gran variedad de subunidades de
citoqueratina diferentes y es posible encontrarlos en diversas células de estirpe
epitelial (Moll et al., 1982).

Las subunidades de citoqueratina no copolimerizan con proteinas de
otros tipos de filamentos intermedios, conformando un sistema citoespecifico e
histoespecifico bien definido, lo que implica una serie de consecuencias
diagnésticas claras. Segun su comportamiento bioquimico, se pueden clasificar
en dos grupos (Sun et al., 1985): Las de grupo | (CK 9-20), comprenden
proteinas relativamente pequefias, de bajo peso molecular y de punto
isoeléctrico &cido, mientras que el grupo Il (CK 1-8), esta constituido por
proteinas mas grandes, con un alto peso molecular (56 a 67 kDa) y un punto

isoeléctrico relativamente basico.

Los dos grupos de citoqueratinas se comportan como heteropolimeros
obligados, es decir, se requiere un miembro de cada grupo para la formacion
de un filamento de queratina. Como consecuencia de esto, cada epitelio
expresa por lo menos dos citoqueratinas diferentes, ya que generalmente, cada
una de las queratinas &cidas se coexpresa con otra queratina basica
especifica, formandose pares de queratinas (Crewther et al., 1983), siendo

excelentes marcadores de diferenciacion en células de estirpe epitelial.

B.9.1.2. Vimentinay Desmina

Los filamentos intermedios de vimentina y simil vimentina se forman de
filamentos homopoliméricos de una sola proteina, de este modo, en contraste
con las citoqueratinas, constituyen una familia de filamentos intermedios muy
diversa presente en muchos tipos celulares de varias estirpes, también Utiles
como marcadores de diferenciacion celular para células de origen

generalmente mesenquimal.
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Los de vimentina son los filamentos intermedios mas abundantes que
hay en todas las células mesenquimales. La vimentina es una proteina, cuyo
peso molecular es de 58 KDa y tiene 464 aminoacidos. La vimentina se
expresa ampliamente al inicio del desarrollo embrionario y puede ser detectada
en tejidos originados tanto en el ectodermo como en el mesodermo, pero
progresivamente su expresion se debilita y se va restringiendo a unos pocos
tipos celulares. En la mayoria de los casos, los filamentos intermedios
especificos de cada tejido, reemplazan a la vimentina en forma progresiva,
aungue a veces se puede observar coexpresion de los dos tipos de filamentos
intermedios en la misma célula (Duprey & Paulin 1995).

Entre los filamentos simil vimentina se incluyen los de desmina, que son
caracteristicos de las células musculares (Paulin & Li 2004). Small & Sobieszek
(1977) purificaron esta proteina, esencial dentro de los filamentos intermedios
de las células musculares, denominandola esqueletina. Pero Lazarides &
Hubbard (1976), quienes también la habian purificado, la llamaron desmina, del
griego “desmos” que significa union, por sus atribuidas funciones como
elementos de unién entre los sarcomeros, que son las unidades contractiles de
las células musculares. Su purificacion bioquimica condujo a la produccién de
anticuerpos para esta proteina, lo que permitié a su vez la determinacién de su
distribucién espacial dentro de diversos tejidos (Lazarides 1980). El gen que
codifica esta proteina fue identificado en 1984 (Capetanaki et al. 1984). Se ha
demostrado como la desmina es capaz de interaccionar con diversas
moléculas y, por tanto, las funciones especificas de la desmina se relacionan
con esa capacidad de interaccién. Muchos aspectos de la biologia celular de la
desmina son destacables, como por ejemplo su resistencia a la
desnaturalizacion quimica, su alta estabilidad mecanica y su interaccion directa
dentro de los procesos de diferenciacion de células musculares, por lo que es
un excelente marcador de dichos procesos para esta estirpe celular (Costa et
al., 2004). Sin embargo, a dia de hoy y pese a la curiosidad que inspira esta
proteina, aln se desconocen gran parte de las funciones que pudiera poseer la

desmina.
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B.9.2. Marcadores de proliferacion celular

B.9.2.1. Ki67

Ki67 es una enorme proteina, cuyo peso molecular es de 395 KDa y que
es codificada por casi 30000 pares de bases del genoma humano. La
expresion de esta proteina en una célula o poblacién celular es asociada con
fendémenos de proliferacion, ya que el hecho biolégico de su presencia en todas
las fases activas de la célula (G;, S, G, y M) y su ausencia en Gg la convierten
en un excelente marcador para determinar la proliferacion celular (Scholzen &
Gerdes 2000).

Ki67 tiene un patron de localizacibon muy complejo pero también muy
especifico dentro del nucleo, ya que durante la mitosis se mueve de una
manera muy precisa desde el nucleolo hacia la capa pericromosémica. De
hecho durante la interfase Ki67 sélo puede ser detectada dentro del nucleo,
mientras que en mitosis la mayoria de la proteina se reubica en la superficie de
los cromosomas (Brown & Gatter 2002). La proteina Ki67 se fosforila y
defosforila durante el proceso de mitosis celular; esto la hace susceptible a la
accion de proteasas, lo que sugiere que su expresion estd regulada por
procesos proteoliticos (Schluter et al., 1993).

Pese a conocerse mucho sobre su estructura, localizacion y significado
biolégico, la funcion de Ki67 alun permanece desconocida, aunque existen
indicios de que la expresion de esta proteina es un requisito absolutamente
necesario para la progresion de la célula a lo largo de su ciclo de division, lo

gue justificaria su presencia en las fases activas del ciclo celular.
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B.10. CLUSTERS DE DIFERENCIACION (CD)

Desde el momento en el que se identificaron diferentes tipos de
linfocitos, los inmundlogos han intentado desarrollar métodos validos para
clasificarlos, estableciendo lo que se conoce por el nombre de “tipaje” celular,
el cual permita la identificacion de distintas subpoblaciones leucocitarias con
fines diagnésticos o investigadores.

La forma béasica de orientar este proceso de caracterizacion celular esta
fundamentada en producir anticuerpos que reconozcan selectivamente distintas
subpoblaciones de linfocitos. Inicialmente se emplearon aloanticuerpos, es
decir, anticuerpos capaces de reconocer formas alélica de proteinas de la
superficie celular, cuyas posibilidades eran limitadas puesto que so6lo son utiles
para proteinas de superficie que existan en formas alélicas, y autoanticuerpos
especificos frente a linfocitos en pacientes con enfermedades autoinmunitarias,
también con evidentes limitaciones. El desarrollo de la ciencia y la tecnologia
referente a este campo tuvo su punto de inflexion con el avance desarrollo de
los hibridomas, cuya utilidad méas interesante cientificamente fue la posibilidad
de producir anticuerpos monoclonales (Abba et al., 2002a).

B.10.1. Los anticuerpos monoclonales

Cada linfocito B produce anticuerpos con una Unica especificidad. Dado
qgue los linfocitos B normales no pueden crecer y prevalecer de una manera
indefinida, para producir un anticuerpo concreto en las cantidades deseadas
era necesario inmortalizar las células B productoras de un anticuerpo
especifico. Tras un proceso de fusién celular entre una célula B y una célula de
mieloma, conocido como hibridacion, se logr6 la obtencion de células
inmortalizadas y productoras de anticuerpos, las cuales se denominaron
hibridomas (Kohler & Milstein 1975). Los anticuerpos producidos por los
hibridomas reciben el nombre de anticuerpos monoclonales (MoAbs).
Actualmente, los hibridomas se generan de un modo habitual fusionando
mielomas de raton sensibles al medio HAT (Hypoxanthine-Aminopterin-
Thymidine) con células B de ratones, ratas o hamsters inmunizados. El

descubrimiento de los anticuerpos monoclonales revolucioné la investigacion
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biomédica, siendo en la actualidad las aplicaciones mas comunes de los
hibridomas y los anticuerpos monoclonales las siguientes (Abba et al., 2002b):

1.- Identificacién de marcadores fenotipicos exclusivos de un tipo celular
determinado. Esta es la base de la clasificacion moderna de los linfocitos,
leucocitos y otros tipos celulares dando lugar a la conocida nomenclatura CD
(del inglés Cluster of Differentiation).

2.- El diagndstico de diversas enfermedades infecciosas y sistémicas,
basandose en la deteccién de antigenos, anticuerpos o ambos, manifestados
especificamente en tejidos o muestras bioldgicas del sujeto portador de dicha
enfermedad.

3.- Diagndéstico y tratamiento de tumores. Los anticuerpos monoclonales
especificos de algunos tumores se emplean para la deteccion precoz de estas

patologias ademas de ser Utiles para la inmunoterapia tumoral in vivo.

4.- Andlisis funcional de la superficie celular y de moléculas secretadas.
En investigacién inmunoldgica, los anticuerpos monoclonales que se unen a
moléculas de la superficie celular y, consecuentemente a este fenémeno,
estimulan o inhiben determinadas funciones celulares son herramientas de un
valor extraordinario para definir las implicaciones bioldgicas de las moléculas
de superficie celular, incluyendo a los receptores de los antigenos. Los
anticuerpos que se unen a las citoquinas y las neutralizan se usan de manera
sistematica para la deteccion de la presencia y analizar las funciones ejercidas
por estos sefalizadores intercelulares en experimentacion tanto in vivo como in

vitro.

Las moléculas de la superficie celular que son reconocidas por
anticuerpos monoclonales se denominan antigenos de superficie, ya que es
posible crear anticuerpos o “marcadores” contra esas moléculas, que permitan
identificar y diferenciar distintas poblaciones celulares. Estos marcadores
pueden ser agrupados en distintas categorias; algunos son especificos para
células de una determinada estirpe o via de maduracién, y la expresion de
otros marcadores varia segun el estado de actividad o diferenciacion de las
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propias células. Los analisis bioquimicos de las proteinas de superficie celular
reconocidas por diferentes anticuerpos monoclonales demostraron que, en
muchos casos, estos anticuerpos reconocian la proteina equivalente de otras
especies. Este descubrimiento generd una considerable confusion, dado que
dichos marcadores de superficie se designaron inicialmente en funcion de los

anticuerpos que reaccionaban con ellos.

B.10.2. La nomenclatura CD

Con objeto de clasificar de un modo razonado los muchos anticuerpos
monoclonales generados por diversos laboratorios de todo el mundo y
solventar este problema de designacion se propuso adoptar un sistema de
nomenclatura uniforme. De este modo se estableci6 la conocida como
nomenclatura “CD”, siglas corresponden al anglicismo “cluster of differentiation”
el cual significa grupo de diferenciacion. Segun dicho sistema, un marcador de
superficie que identifica una estirpe 0o una fase determinada de la
diferenciacién, que tiene una estructura definida y que es reconocido por un
grupo (cluster) de anticuerpos monoclonales se considera miembro de un
grupo de diferenciacion (CD). Las siglas CD vienen seguidas de un numero
ordinal que las determina. Esta manera tan actualmente aceptada de clasificar
los marcadores de superficie fue propuesta y establecida por primera vez en el
1st International Workshop and Conference on Human Leukocyte
Differentiation Antigens (HLDA), que se celebré en Paris en 1982 con la

participacion de eminentes inmunélogos de todo el mundo (Zola 2001).

Dicho codigo, aunque aplicado originalmente en exclusiva para linfocitos
humanos, ahora es normal referirse a marcadores homoélogos presentes en
otras especies y en células diferentes a los leucocitos. El uso de la
nomenclatura CD se ha ampliado a muchos tipos celulares, habiéndose
identificado mas de 250 tipos y subtipos de CDs; ademas existen tres tipos de
proteinas: BCR, TCR y HLA, que marcan el reconocimiento especifico del
antigeno por el sistema inmune y que no han recibido un nimero CD de
identificacion. Los sucesivos HLDA Workshops asignan cada CD basado en la
misma reactividad a un antigeno humano con al menos dos mAbs, es decir,

debe haber al menos dos anticuerpos monoclonales para cada antigeno. El
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indicador provisional “w” (del inglés workshop) se aplica cuando un antigeno no
se encuentra bien caracterizado o esta representado por solamente un MoAb,
como por ejemplo le ocurre al CDw136, y significa que dicho CD es un nuevo
candidato en estudio (Zola & Swart 2005).

La investigacién relacionada con los efectos de los anticuerpos
monoclonales sobre la funcion linfocitaria han demostrado que los antigenos de
superficie no son Unicamente meros marcadores fenotipicos, sino que también
participan en diversas respuestas de los linfocitos. Por lo tanto, en la actualidad
se considera que las dos funciones esenciales que pueden ser atribuidas a los

distintos antigenos CD son:
1.- Promocionar la reaccion y la interaccion intercelular y,

2.- Participar en la transduccion de las sefiales intracelulares que

conducen a la activacion o respuesta celular.
B.10.2.1. CD10

Este marcador, conocido también como antigeno de la leucemia aguda
linfoblastica comun (cALLA), endopeptidasa neutra, metaloendopeptidasa o
encefalinasa, fue descrito por primera vez en 1975 (Greaves et al., 1975). Es
una proteina de 100 KDa de peso molecular. Su naturaleza es de caracter
enzimatico, siendo considerada una metaloendopeptidasa, que funciona como
una enzima de superficie encargada de reducir la respuesta celular frente a
hormonas peptidicas regulando la concentracién local de péptidos mediante su
degradacion (Oliva 2004). De este modo, muchas células sensibles a
hormonas y a péptidos expresan el antigeno para CD10. Esta proteina se
puede localizar en la membrana celular, en el area del aparato de Golgi o en el
citoplasma celular. CD10 se encuentra expresado principalmente por células B
inmaduras y algunas células B maduras, ademas de células progenitoras
linfoides y los granulocitos. Otros tejidos normales no linfoides que se sabe
que expresan comunmente CD10 incluyen a los melanocitos, células
mioepiteliales de las glandulas salivares y de la mama, el borde apical de
células del intestino, los timulos y glomérulos renales, el epitelio prostatico




Tesis Doctoral Gustavo Avila Ortiz

glandular, el borde apical de las células ductales del epididimo, células de la
médula Osea y células de los alveolos pulmonares y de los canaliculos
hepaticos (Metzgar et al., 1981; Keating et al., 1983; Erdos et al., 1985;
Gusterson et al., 1986; Mahendran et al., 1989).

B.10.2.2. CD41

Conocido también como GPIIb o cadena de las integrinas alllb. Es un
heterodimero proteico que consta de dos monémeros: GPIIba, con 120 KDa de
peso molecular, y GPIlbb, péptido con un peso molecular de 23 KDa. Establece
una unién de tipo no covalente con GPllla, conocido también como CD61, para
formar la integrina GPIIb/llla. Se encuentra expresado solamente en plaquetas
y megacariocitos, y de una manera especialmente intensa en las plaquetas con
un namero de aproximadamente 80000 por plaqueta, representando la proteina
de superficie mas abundante de este tipo celular (Wagner et al., 1996). La
importancia biologica del CD41 radica en el hecho de que interviene en la
agregacién y activacion de las plaquetas, dentro de la coagulacién, de una
manera determinante, permitiendo la union de la plagueta al fibrinégeno o la
fibronectina, puesto que reconoce la secuencia peptidica RGD (Berlanga et al.,
2005). Dado que los megacariocitos se encuentran en médula Osea, su
deteccion en sangre es un indicativo de la presencia de plaquetas o restos de

la membrana de las mismas tras su activacion.
B.10.2.3. CD56

Conocido también como marcador Leu-19 o NKH-1, es una proteina de
diversas isoformas con un peso molecular que oscila entre 120 y 140 KDa
(Massaro 2002). Es una isoforma de la molécula de adhesion de células
nerviosas N-CAM, perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se
encuentra expresada principalmente por neuronas y linfocitos NK (Natural
Killers), aunque también se puede detectar su expresion por parte de algunas
subpoblaciones de células T y B. Es una proteina de adhesion intercelular,
aungue se ha demostrado recientemente que también puede funcionar como
sefalizador celular, interviniendo en el proceso de activacion del receptor para
FGF (Kiselyov et al., 2005).
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B.11. INTERES CIENTIFICO DE LA TESIS DOCTORAL

No existe hasta la fecha una descripcion de la ultraestructura de los
preparados ricos en plaquetas obtenidos a partir de la sangre del propio
paciente, que son empleados para mejorar las condiciones de regeneracién
tisular. Tampoco existe ningun trabajo que certifique la presencia, dentro del
coagulo que es aplicado clinicamente, de los factores de crecimiento
plaquetarios con mayor implicacién bioldgica en la regeneracion de los tejidos,
ni ningn modelo valido que ayude a conocer las relaciones que se pudieran
establecer entra las células presentes en la zona receptora y el producto

autologo aplicado.

Debido a la controversia cientifica y las importantes lagunas de
conocimiento que existen alrededor del uso del plasma rico en plaguetas como
agente terapéutico, por sus posibles implicaciones en la alteracién del ciclo
celular y su indeterminado potencial para ser aplicado en determinados
escenarios clinicos como agente inductor de los procesos de regeneracion y
reparacion tisular normales, nuestro grupo de trabajo se planted el desarrollo
de un proyecto de investigacion que permitiera despejar algunas de la dudas
gue existen planteadas a este respecto.

La profundizacion en el conocimiento del plasma rico en plaquetas, en lo
gue atafie a su estructura y componentes bioldgicos y sus propiedades como
agente potenciador de la regeneracion tisular, permitiria establecer los
cimientos que ayuden a conseguir alcanzar un grado de protocolizacién del
empleo de concentrados plaquetarios en base a una consistencia cientifica,
ampliando las posibilidades terapéuticas en cirugias de orden regenerativo no
s6lo en el campo de la Cirugia Bucal o la Periodoncia, sino también con
posibilidades de aplicacién a intervenciones quirdrgicas ejercidas en otras

localizaciones.
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C. HIPOTESIS DE TRABAJO
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C. HIPOTESIS DE TRABAJO

El plasma rico en plaquetas deberia contener plaquetas vy fibrina, y es
conocido que las plaquetas contienen granulos o, los cuales, a su vez,
albergan factores de crecimiento. Estos factores conforman un grupo de
proteinas conocidas por su capacidad de intervenir en el ciclo celular,
modulando la proliferacion, diferenciacién y quimiotactismo de mudltiples tipos
celulares esencialmente de caracter no hematopoyético. Por tanto, el coagulo
de plasma rico en plaquetas deberia contener dichos factores de crecimiento y
la aplicacién de este preparado en condiciones de dafio tisular deberia ayudar
a promover una accién biolégica modulada que conduzca a la regeneracion y
reparacion de los tejidos, mediante la modulacién de las células del entorno en
términos de diferenciacion, proliferacion y quimiotaxis, mientras que la fibrina
podria ser un importante soporte como matriz primaria de regeneracion, al

margen de sus conocidas propiedades hemostaticas y adhesivas.
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D. OBJETIVOS

Los objetivos cientificos de este trabajo de investigacion son los

siguientes:

- Analizar ultraestructuralmente los coagulos de plasma rico y pobre en
plaguetas que se emplean en cirugias regenerativas del &ambito

orofacial.

- Evaluar la presencia en el coadgulo de PRP, mediante técnicas de
especificas de laboratorio, de los factores de crecimiento con mayores

implicaciones bioldgicas dentro de los tejidos presentes en el area bucal.

- Estudiar los efectos que se producen, tras la aplicacion del coagulo de
PRP sobre modelos celulares in vitro de tipo 6seo y epitelial, en cuanto a
su proliferacién, diferenciacion celular y relaciones establecidas con el

preparado plasmatico.

- Asentar las bases que permitan desarrollar un nuevo tipo de terapia con
fines regeneradores utilizando productos derivados de la propia sangre
del paciente.
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E. MATERIAL Y METODOS

E.1. MATERIAL

E.1.1. Donantes

Para este estudio fueron seleccionados 20 sujetos, de los cuales 16 eran
varones y 4 mujeres, con un rango de edad comprendido entre los 22 y los 44
afios, conformando un grupo de donantes con una edad media de 27.4 afios.
Para el disefio de este trabajo de investigacion se siguieron las normas
establecidas en los protocolos bioéticos de Helsinki (World Medical Association
Declaration of Helsinki, 2000). Todos los donantes aceptaron las condiciones
explicadas acerca de la naturaleza del estudio y firmaron el documento de
consentimiento informado elaborado para hacer saber a cada individuo en que

consistiria el uso que se le daria a la sangre que dona.

Los donantes, en aras de minimizar las posibles interferencias
producidas por factores ajenos a la normalidad, fueron seleccionados siguiendo
los siguientes criterios (Eriksson & Whiss 2005):

- Ser pacientes sanos, sin ninguna patologia de base digna de
consideracién que pudiera alterar los resultados obtenidos en este estudio,

como pudieran ser coagulopatias, alteraciones hepaticas, renales o esplénicas.

- Los donantes no debian haber consumido ningun farmaco sea cual
fuera su naturaleza durante al menos 14 dias previos al momento de la
extraccion de la sangre venosa, ni debian haber sido tratados por motivos
odontolégicos, también en los anteriores 14 dias.

- Los donantes no debian haber recibido ninguna vacuna ni haber sufrido

una infecciéon severa en el Ultimo mes.
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- Por ultimo los donantes fueron incluidos sélo si habian declarado que

en los tres meses previos no habian:

- Sufrido hospitalizacion
- Recibido acupuntura, tatuajes o piercing
- Padecido fiebre tras visitar una region en la que exista la malaria

- En el caso de las mujeres, estado embarazadas.

E.1.2. Centrifugadoras

La centrifugadora utilizada para obtener el hematocrito de las distintas
muestras de sangre que se han manejado en este estudio fue una Nahita
modelo 2600.

Para centrifugar las muestras contenidas en los tubos Eppendorf se
empled una centrifugadora modelo Eppendorf Centrifuge 5810 R.

E.1.3. Cloruro de Calcio

El Cloruro de Calcio empleado como activador del coagulo tanto en el
procedimiento de obtencién de PRP como de PPP se encontraba en una
solucién de 0.025 mol/l (Diagnostica Stago®).

E.1.4. Lineas celulares

E.1.4.1. Modelo 6seo: Linea celular MG63

Se empleé como modelo dseo la contrastada linea celular MG63 (Billiau
et al., 1977). Dicha linea, cuyo nimero de referencia de la ATCC es CRL-1427,
fue suministrada por el banco de células del Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada. MG63 es una linea de estirpe
mesenquimal, derivada de osteosarcoma humano de un varén, caucasiano de
14 afios. Esta linea celular requiere actuar en cultivo con un nivel 1 de

bioseguridad
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E.1.4.2. Modelo epitelial: Linea celular DOK

Como modelo celular epitelial se utilizé la linea DOK (Chang et al.,
1992), obtenida del banco celular de la ECACC y cuyo numero de referencia es
94122104. La linea DOK deriva de una pieza dorsal de lengua de un varén
caucasiano de 57 afios. Tras eliminar un carcinoma de células escamosas del
paciente, el cual habia sido un gran fumador, la displasia fue quitada
subsecuentemente y se empled para iniciar un cultivo primario hasta establecer
la linea DOK. El grado de displasia en el paciente fue descrito como moderado.
Las células muestran alguna estratificaciéon en cultivos confluentes y presentan
un perfil de produccién de queratina similar a la displasia original. El cultivo de
esta linea requiere un nivel 1 de bioseguridad.

E.1.5. Material para Western Blot

E.1.5.1. Anticuerpos

Para la ejecucién de la técnica de Western Blot fueron empleados
anticuerpos monoclonales primarios especificos para los distintos factores de
crecimiento que se pretendian identificar: Anti VEGF (C-1): sc-7269 (Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, Estados Unidos), Anti PDGF-A
(E-10): sc-9974 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California,
Estados Unidos), Anti-Human TGF-B1 Clone 9016.2 (Sigma, Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos), Anti-Human IGF-1 Goat (Sigma, Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos), Anti-Human bFGF Clone FB-8 (Sigma, Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos), Anti-Human EGF Clone EGF-10 (Sigma, Saint
Louis, Missouri, Estados Unidos). Como anticuerpos secundarios se emplearon
anticuerpos IgG marcados con fluorocromos, especificos para la especie en la
que se produjo el anticuerpo primario, todos obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, California, Estados Unidos).
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E.1.5.2. Soluciones

Las soluciones y geles empleados para la técnica de Western Blot, asi

como el material empleado para elaborarlos quedan recogidos a continuacion:

GELES DE ELECTROFORESIS

Gel Superior (para un gel)
Agua milliQ: 2.56 ml

Tampédn del gel superior: 1 ml
S.D.S. 10%: 40 pl

Acrilamida 30%: 0.4 ml

AMPS (Sulfato amonico): 25 pl
TEMED: 5 nl

Gel Inferior (al 12%)

Agua milliQ: 2.1 ml

Tampédn del gel superior: 2.3 ml
S.D.S. 10%: 90 pl

Glicerol 50%: 0.9 ml
Acrilamida 30%: 3.7 ml

AMPS (Sulfato amoénico): 50 pl
TEMED: 10 pl

SOLUCIONES CONSTITUYENTES

Tampén del Gel Superior

6 gr de Tris
80 ml de agua milliQ
Completar hasta 100 ml con pH= 6.8

Tampén del Gel Inferior
18.5 gr de Tris
80 ml de agua milliQ

Completar hasta 100 ml con pH= 8.8
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S.D.S. 10%
1grde S.D.S.

9 ml de agua milliQ

A.M.P.S.
0.1 gr de AM.P.S.

1 ml de agua milliQ

Sample buffer
0.0605 gr de Tris

1grde S.D.S.

5 ml de glicerol

0.01 gr de Azul Bromofenol

2.75 ml de B-mercaptoetanol

30 ml de agua milliQ

Completar hasta 50 ml con pH= 6.8

Tampon de electroforesis

6 gr de Tris
1 mlde S.D.S. 10%
28.8 gr de glicina

Completar hasta 1000 ml con pH= 8.3 (Conservar en frio a 4°C)

Tampon de transferencia

1.455 gr de Tris

0.7325 gr de glicina

50 ml de metanol

0.9375 ml de S.D.S. 10%

Completar hasta 250 ml con pH= 9.2

Solucién de blogueo

5 gr de leche desnatada en polvo
100 ml de TBS (1x)

Solucién de lavado
0.5 ml de Tween 20 al 0.1 %
500 ml de TBS (1x)

(NOTA: Todos los procedimientos se realizaron a temperatura ambiente)




Tesis Doctoral Gustavo Avila Ortiz

E.1.5.3. Cuba de electroforesis y aparato de transferencia

Para la técnica de Western Blot se utilizé el kit de electroforesis Power
Pac HC™ (BIO-RAD, Hercules, California, Estados Unidos). Una vez se
termind el proceso de corrido proteico fue empleado el Trans-Blot® SD (BIO-
RAD, Hercules, California, Estados Unidos) para realizar la transferencia de
proteinas desde el gel a los soportes de nitrocelulosa.

E.1.6. Anticuerpos para el tipaje de las lineas celulares

Para la identificacion de elementos plaquetarios en el preparado de PRP
se empleo el PE-conjugated anti-CD41, especifico para GPIIb de plaquetas,
R7058, 0.375 mg/l (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca).

Para el tipaje de las dos lineas celulares, MG63 y DOK, se emplearon

los siguientes anticuerpos monoclonales:

CD45 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU):

Antigeno comun de leucocitos. Es una proteina de transmembrana de
tipo | presente en todas las células hematopoyéticas excepto en eritrocitos. Por
su especificidad para células de origen sanguineo se empleé como control
negativo para MG63 y DOK.

CD14 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

Es una proteina de membrana que se observé en macrofagos y cuya
funcion es la unién a lipopolisacaridos de origen bacteriano. Se empled en el
mismo panel que CD45, también como control negativo.

HLA-ABC (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

El anticuerpo monoclonal W6/32 reacciona con el complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I, HLA-A, B, C. Este complejo esta asociado a la
B2-microglobulina, se expresa en todas las células nucleadas y juega un papel
destacado en la respuesta inmune y la vigilancia tumoral. Fue usado como

control positivo.
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CCRS5 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

Es un receptor de membrana presente en macrofagos, entre otros tipos
celulares. Es el receptor para algunas quimioquinas como RANTES, MIP 1-
alpha y MIP 1-beta. En otro orden de propiedades biolégicas, puede ser
también el sitio de union para HIV y SIV.

CXCR3 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)
También conocido como CD183, es el receptor para algunas
quimioquinas. Su activacion induce la activacion de integrinas, cambios en el

citoesqueleto y la migracidén quimiotactica asociada a procesos inflamatorios.

CXCR4 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

Es también conocido por la designacion CD184. Es el receptor para la
guimioquina de tipo CXC conocida como SDF-1. Dentro del desarrollo
embrionario, esta implicado en la linfo y mielopoyesis, la cardiogénesis, la
formacién de vasos sanguineos y el desarrollo del cerebelo. Aunque se
encuentra expresado en varias células sanguineas y pertenecientes a diversos
tejidos, su papel en la homeostasis tisular tras el desarrollo ain no esté
desvelado.

CD95 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

También llamado Apo-1 o receptor Fas, es miembro de la superfamilia de
los receptores para factores de necrosis tumoral. La unién a su ligando Fas
ligand (también conocido por FasL o CD178) activa la apoptosis celular, o
muerte celular programada. Su expresion no significa necesariamente la

presencia de fenbmenos apoptoticos.

HLA-DR (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)
Es una glucoproteina de transmembrana, que forma parte del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il. Este complejo es de vital importancia

en el inicio de la respuesta inmune.
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CD55 (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, California),
Conocido como DAF (Complement Decay-Accelerating Factor), es un

factor regulador de una de las tres vias del sistema del complemento.

CD59 (Immunotech, Marsella, Francia)
También conocido por las siglas MACIF (Membrane attack complex
inhibition factor), al igual que CD55 es un factor regulador de la cascada del

sistema del complemento.

CD 56 (Immunotech, Marsella, Francia),

También denominada N-CAM, su expresibn se ha asociado
clasicamente con células de origen linfoide, sobre todo linfocitos NK, aunque se
puede encontrar en otros tipos celulares, como las neuronas y células del
musculo esquelético. Es una proteina que media en la adhesion intercelular,
aungue se ha observado como es capaz de funcionar como sefalizador celular,

interviniendo en el proceso de activacion del receptor para FGF.

CD38 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

CD38 es una ectoenzima multifuncional que se encuentra expresada en
una amplia variedad de células y tejidos especialmente en leucocitos. Se
encarga de mediar en la adhesién celular y la transduccién de sefiales

intracitoplasmaticas inducidas por el Calcio.

CD10 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

Es una metaloendopeptidasa, que funciona como una enzima de
superficie encargada de reducir la respuesta celular frente a hormonas
peptidicas regulando la concentracion local de péptidos mediante su
degradacion. Puede tener importancia en los fenébmenos de remodelacion de la

matriz extracelular.

CD20 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)
Realizada en el mismo panel que CD10, es una proteina de

transmembrana de tipo Il que forma un canal que permite el flujo de calcio
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hacia el interior de la célula, requerido para su activacion. Se expresa en

diversos tipos de leucemias y linfomas.

CD3 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

Es una proteina perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas
gue se asocia con el receptor para antigenos de las células T (TCR). Es
esencial para la expresion de superficie del propio TCR y la transduccion de

senales.

CD19 (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

CD19 estd implicado en la transduccion de sefiales, dado que su
activaciéon cursa con un incremento intracelular de la concentracién de Ca?*.
Esta proteina interviene en el desarrollo de las células que lo expresan

(clasicamente los linfocitos B), asi como en su activacion y diferenciacion.

CKA — PE/ CK18 — FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, EEUU)

CKA y CK18 son citoqueratinas, un grupo de filamentos intermedios del
citoesqueleto que se expresan comunmente en células de origen epitelial. La
expresion de citoqueratinas suele ser un claro indicador de actividad

diferenciadora.

EPCAM (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU):
También llamada proteina de membrana celular KSA, es una proteina de
adhesion celular expresada en algunas células epiteliales normales y en la

mayoria de las células tumorales de origen epitelial.

(http://pathologyoutlines.com/cdmarkers.html)

E.1.7. Material para Inmunohistoguimica

Para llevar a cabo la técnica de inmunohistoquimica se utilizaron el
inmunotefidor de capilaridad Immunotek 500 Plus (DAKO, Barcelona, Espafa)
y el kit para anticuerpos monoclonales y policlonales MASVISION (Master
Diagnostica, Granada, Espafia) empleando los siguientes anticuerpos: Anti-
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CD10 (Clona 56C6), Anti-CD 56 (Clona 1B6), Anti-Desmina (Clona C18), Anti-
Vimentina (Clona V9), Pancitoqueratina (Clona CK AE1-AE3) y Anti-Ki67
(Clona SP6), todos ellos obtenidos de Master Diagnostica (Granada, Espafia)
y aplicados en una dilucién de 1:20.

E.1.8. Microscopios electronicos

Para la obtencién de imagenes de los distintos preparados bioldgicos
analizados en este trabajo mediante la técnica de microscopia electronica de
transmision (TEM) se empled un microscopio electrénico Zeiss modelo DSM
950 (Berlin, Alemania). Las imagénes de SEM convencional fueron obtenidas
observando la muestra con un microscopio electronico de barrido LEO modelo
1430VP SEM con una intensidad de 20Kv. Las imagenes de microscopia
electronica de barrido de alta resolucion fueron obtenidas con un microscopio
electrénico de barrido de emision de campo (FESEM) LEO modelo 1530 —
GEMINI con una intensidad de 5Kv y un WD = 5mm.

E.1.9. Microscopio 6ptico

La imagenes de microscopia Optica presentadas se obtuvieron
empleando un microscopio Nikon Phase contrast — 2 ELWD 0.3 que llevaba
acoplada una cdmara NIKON Coolpix 5400 con 5.5 Megapixels de resolucion.

E.1.10. Citdmetro de flujo

La citometria de flujo por fluorescencia para el tipaje de las lineas
celulares se realizé con un citometro de flujo FACSort BD (Becton Dickinson
Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose, California, Estados Unidos).

E.1.11. Campana de flujo vy estufa de cultivo

Para el manejo en esterilidad de los cultivos celulares fue usada una
campana de flujo modelo Aura Vertical S.D.4 (Bio Air Instruments, Siziano,
Italia). Para el cultivo de las lineas celulares empleadas en el presente trabajo
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se utilizd6 una estufa Steri Cult CO, Incubator — HEPA Class 100 (Thermo
Electro Corporation, NY, Estados Unidos), siempre mantenida a 37°C y un 5%
de CO.,.

E.1.12. Pipetas
Todas las pipetas empleadas en las distintas fases experimentales
recogidas en este trabajo fueron pipetas Nichipet EX (Japon) con distintos

rangos de aspiracion.

E.1.13. Material Fungible

Las puntas de pipetas usadas fueron puntas Neptune Barrier Tips, que
presentan un filtro de seguridad y que son adaptables al tipo de pipeta descrito
anteriormente. Para el manejo de la mayoria de las diversas muestras
biolégicas obtenidas se emplearon tubos Eppendorf con capacidad de 2 ml.
Las lineas celulares fueron cultivadas en Falcons de 250 ml, mientras que la
incubacion con las distintas muestras de coagulos de PRP y PPP se realiz6 en
microplacas estériles de poliestireno de 24 pocillos de 16 mm de diametro
(Iwaki, Asahi Techno Glass, Japon). Los porta y cubre objetos empleados en el
procesado de las diversas muestras obtenidas a lo largo del proceso de
experimentacion fueron obtenidos de la casa Menzel-Glaser (Braunschweig,

Alemania).
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E.2. METODOS

E.2.1. Preparacion de los coaqulos de PRP vy PPP

Se extrajo sangre venosa a cada uno de los donantes seleccionados
para el ensayo en distintos dias, siguiendo la planificacion marcada por el
protocolo de investigacion previamente establecido. En el procedimiento de
extraccion sanguinea, se minimizé la posibilidad de activacion plaquetaria
mediante el uso de una aguja de palometa con un torniquete ligero, pese a ello
se desecharon los primeros 2 ml de sangre, para obtener muestras lo menos
alteradas posible. Tras la extraccién de un volumen determinado de sangre a
cada paciente, segun los requerimientos del ensayo programado, ésta se
almacené en tubos Vacutainer (BD, Reino Unido) de 5cc, los cuales contenian
0.1 cc de citrato de sodio al 3.8% para evitar su coagulacién, identificando
posteriormente cada una de las muestras. Para la obtencion de los coagulos de
PRP y PPP, los tubos que contenian las muestras de sangre se introdujeron en
la centrifugadora Nahita, la cual se programé para que centrifugara las
muestras a 1500 rpm durante 7 minutos. Terminado el proceso de centrifugado,
se extrajeron cuidadosamente los tubos del interior de la maquina, para evitar
la alteracion en la distribucién de las fracciones del hematocrito. Para preparar
el coagulo de PRP se extrajeron 500 ul de la porcién de plasma que quedo
encima del precipitado, o serie roja, resultante tras el centrifugado de las
muestras sanguineas, usando una pipeta con un rango de aspiracién entre 100
y 1000 ul, con cuidado de no aspirar serie roja. Para preparar PPP se siguio el
mismo procedimiento anterior, con la diferencia de que se pipeteé la fraccién
mas superior del sobrenadante plasmatico. Dichas muestras de plasma, tanto
rico como pobre en plaquetas, se depositaron separadamente, debidamente
identificadas, en tubos de ensayo estériles o Eppendorf de 2 ml. A cada una de
estas muestras de 500 ul de plasma se le afadieron 250 ul de Cloruro de
Calcio y fueron inmediatamente sumergidas en agua mantenida a 37° C
durante aprox. 12 minutos para acelerar el proceso de coagulacién del plasma,
tanto rico como pobre, obteniendo las que fueron la muestra finales de PRP
(Imagen 14) y PPP (Imagen 15) empleadas para cada uno de los ensayos.
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Imagen 14. Coagulo de PRP

Imagen 15. Coagulo de PPP
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E.2.2. Preparacion de las muestras bioldgicas para analisis con TEM

Las muestras obtenidas se fijaron in situ con glutaraldehido al 2.5% en
una solucién 0.1M de tamp6n de cacodilato de sodio (pH 7.4) durante una hora
a temperatura ambiente. Concluidas las 2 horas, las muestras se lavaron en
tampon cacodilato 0.1M con pH 7.4 por tres veces con intervalos de 10 minutos
entre cada lavado, siempre con una temperatura entre 0°C y 4°C. A
continuacién se llevd a cabo una postfijacion en una solucion de agua
destilada que contenia OsO4 al 1% vy ferricianuro potasico al 1% que fue
aplicada durante 60 minutos en oscuridad, entre 0°C y 4°C. Transcurridos los
60 minutos, se realizaron tres lavados en agua destilada con intervalos de 5
minutos entre ellos a la misma temperatura que en los pasos anteriores.
Posteriormente se aplicé acido tanico al 0.15% en tampdn durante un minuto a
temperatura ambiente. Tras ello se sumergieron las muestras en solucion
tampon cacodilato, descrito anteriormente, durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, con un intervalo de tiempo de 5 minutos entre ellos,
se realizaron dos lavados con agua destilada, de nuevo a temperatura
ambiente. Las muestras fueron después sumergidas en una soluciéon de agua
bidestilada con acetato de uranilo al 2%, en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 120 minutos. Transcurrido ese tiempo se lavaron las
muestras tres veces con agua bidestilada, a intervalos de minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se deshidrataron con un gradiente de
concentraciones crecientes de etanol a una temperatura entre 0-4°C, siguiendo
este protocolo:

1.- Etanol al 50% durante 5 minutos
2.- Etanol al 75% durante 5 minutos
3.- Etanol al 90% durante 5 minutos
4.- Etanol al 95% durante 5 minutos
5.- Etanol al 100% durante 5 minutos
6.- Etanol al 100% durante 5 minutos

7 .- Etanol al 100% durante 5 minutos

8.- Etanol al 100% durante 5 minutos
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Posteriormente las muestras se infiltraron en Epon-etanol (en relacion
1:2) durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se infiltraron
otra vez las muestras un tiempo de 60 minutos en Epon-etanol (esta vez en

relacion 1:1) a temperatura ambiente.

Tras estos dos primeros procesos de infiltracidn, se infiltraron de nuevo
las muestras en Epon-etanol (2:1) durante 60 minutos a temperatura ambiente
para, una vez transcurrido el tiempo estipulado en el protocolo seguido, infiltrar
finalmente las muestras en Epon completo durante toda una noche a una

temperatura de entre 0°C y 4°C.

Al dia siguiente, tras separar las muestras del recipiente con o6xido de
propileno, se cortaron secciones ultrafinas, con un grosor de 500 a 700 um, que
fueron montadas sobre rejillas de cobre. Por Gltimo y para dejar las muestras
listas para ser observadas con TEM, se contrasto el preparado final con acetato

de uranilo y citrato de plomo.

Este proceso se llevé a cabo en la Unidad de Preparacion de Muestras
Bioldgicas (LPMB) del Servicio de Microscopia Electronica del Centro de
Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada siguiendo el
protocolo establecido para este tipo de microscopia por Renau y Megias
(1998).

E.2.3. Preparacion de las muestras bioldgicas para analisis con SEM

En primer lugar las muestras fueron fijadas en una solucién de
glutaraldehido al 2.5% en tampon cacodilato 0.1M, pH=7 durante dos horas a
4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados de las muestras con el mismo

tampon en intervalos de 15 minutos y a temperatura constante de 4°C.

A continuacion se procedio al postfijado con tetroxido de osmio al 1% en
oscuridad durante 1 hora, a temperatura ambiente. Tras el postfijado se
realizaron tres lavados en agua destilada con intervalos de 5 minutos entre

cada uno.
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Una vez en este punto del proceso, las muestras fueron deshidratadas
en un gradiente de concentraciones crecientes de etanol, siguiendo el siguiente
protocolo:

1.- Etanol al 50% durante 15 minutos
2.- Etanol al 70% durante 15 minutos
3.- Etanol al 90% durante 15 minutos
4.- Etanol al 100% durante 15 minutos

Las muestras fueron desecadas mediante el método por Punto Critico
(Anderson 1951) con Didéxido de Carbono (CO,). Este procedimiento fue
realizado en un Secador de Punto Critico Polaron CPD7501.

Posteriormente fueron cubiertas por evaporacion de Carbon empleando
un evaporador de carbon Hitachi (Japan) aquellas muestras que iban a ser
observadas en el microscopio de barrido de alta resolucién.

Para hacer electroconductor a cada uno de los preparados que se
deseaba observar con SEM sin alta resolucion, se montaron las muestras en
pletinas de plata y se espolvorearon con aleacion de oro/paladio hasta un
grosor de unos 250 A.

En ambos casos las muestras fueron unidas a un soporte de acrilico con
pegamento, que se dividié en dos piezas cortadas con un disco de diamante,
para poder observar la superficie del interior del coagulo.

El proceso descrito anteriormente se llevd a cabo en la Unidad de
Preparacion de Muestras Biolégicas (LPMB) del Servicio de Microscopia
Electrénica del Centro de Instrumentacién Cientifica (CIC) de la Universidad de

Granada.
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E.2.4. Citometria de flujo para la caracterizacién del coagulo de PRP

Tras el estudio mediante SEM y TEM de los coagulos de PRP y PPP, se
procedio a realizar una técnica de citometria de flujo para confirmar que el tipo
celular predominante en el plasma rico en plaquetas son plaquetas, y no otras
células de origen sanguineo. Para ello se emple6 un anticuerpo monoclonal, el
CD41-PE (Caltag Laboratorios, Burlingame, CA, Estados Unidos), especifico
para una glucoproteina de membrana de plaquetas humanas: el CD41 [(Gplly-
Il (2110B3)]. Se aplicaron 5 ul de este anticuerpo sobre cada una de las 20
muestras de 20 ul de PRP que se emplearon para este ensayo, dejando
incubar durante 20 minutos. Posteriormente, por cada muestra se aplicdé una
cantidad de 0.5 ml de lisina (BD PharM Lyse™, Becton Dickinson Biosciences
Pharmingen, San Jose, California, Estados Unidos). Finalmente, se lavo con
abundante PBS hasta enrasar el tubo de ensayo y se realiz6 una lectura y
andlisis de citometria de flujo mediante FACScan (Becton Dickinson, Mountain
View, CA).

E.2.5. Caracterizacion Bioguimica mediante Western Blot

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado D.2.1., se obtuvo una
muestra de codgulo de PRP por cada paciente. Paralelamente se preparé la
camara de electroforesis y se virti6 el gel inferior, afiadiendo alcohol
isopropilico para evitar las burbujas y enrasando el gel. Pasados unos minutos,
cuando gelifico el gel inferior se retird el alcohol isopropilico con papel de filtro y
se afadio el gel superior, colocando inmediatamente después el peine que
conforma los pocillos con cuidado de evitar la formacion de burbujas. Una vez
gelifico el gel superior, se retird el peine y se sitlo la cAmara en el interior de la
cubeta de electroforesis, a la cual se afiadié el tampon de electroforesis
dejando que rebosara. Posteriormente se rellené cada pocillo del gel superior
con 15 ul de muestra de coagulo de PRP, previamente diluida en sample buffer
en una proporcion aproximada de 1mg de muestra por ml. Se conect6 la
electroforesis en las siguientes condiciones: 60V y 45 mA durante unos 120

minutos.
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Finalizado el proceso de corrido proteico se procedié a la transferencia
de las proteinas. Para ello se dispuso el tampo6n de transferencia en la cubeta
correspondiente, poniendo por este orden: 2 rectangulos de papel Whatman,
un rectangulo de nitrocelulosa que estuvo inmerso en agua milliQ durante 10
minutos, el gel de electroforesis con la cara que contiene las proteinas mirando
hacia la nitrocelulosa tras hacerle un corte en una esquina que permitiera el
posterior reconocimiento de la orientacién y otros 2 rectangulos de papel
Whatman, evitando la formacion de burbujas intermedias. Todo este conjunto
se mantuvo sumergido durante 20 minutos en el tampén. A continuacién se
posicion6 el “sandwich” en el aparato de transferencia con los siguientes
parametros: 25V y 60 mA durante 50 minutos. Cuando termindé la transferencia
se separo el gel y se desechd. La nitrocelulosa se mantuvo durante 60 minutos
en 20 ml de solucién de bloqueo a temperatura ambiente.

Tras el bloqueo la membrana de nitrocelulosa se incub6 ésta con el
anticuerpo primario del factor de crecimiento que se deseaba detectar, el cual
se afiadié a la solucién de bloqueo en proporcién 1/200. La nitrocelulosa se
dej6 en movimiento-agitacion durante 24 horas a 4°C. Tras el tiempo de
incubacion se realizaron tres lavados de 5 minutos también en movimiento
continuo. Seguidamente se incub6 la membrana de nitrocelulosa con el
anticuerpo secundario, que se afiade a 20 ml de solucion de bloqueo,
dejandola en movimiento durante 2 horas a temperatura ambiente. Pasado este
periodo se hicieron de nuevo 3 lavados de 5 minutos, también en movimiento,
para facilitar la retirada del anticuerpo secundario, con lo que la membrana de

nitrocelulosa se encontr6 preparada para el revelado del Western Blot.

E.2.6. Cultivo de las células

E.2.6.1. MG63

Inicialmente, las células sufrieron un proceso de descongelacion en el
cual la ampolla en la que se almacenan en congelacion se dej6é a temperatura

ambiente durante 1 minuto y posteriormente se transfirié a un bafio de agua a
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37°C durante 1 o 2 minutos, sin sumergir totalmente la ampolla, hasta la
descogelacion. La ampolla se limpié con alcohol al 70% antes de abrirla. Se
pipetearon 0.5 ml de medio previamente calentado a 37°C y se transfirio todo el
contenido a un tubo Eppendorf estéril. Se rellené de medio y se centrifugo la
muestra durante 5 minutos a 80-100 G. Posteriormente se resuspendieron las
células en el volumen apropiado de medio de cultivo y se incubaron en las

condiciones adecuadas.

El medio de cultivo empleado consisti6 en EMEM con BSS de Earle
junto con 2mM de glutamina modificado conteniendo: 1.0 mM de piruvato
sédico, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA), 1.5 g/L de bicarbonato
sédico, suplementado con un 10% de FBS inactivado. Los cultivos se
introdujeron en la estufa de cultivo a 37°C y un 5% de CO,. Para el

mantenimiento de los cultivos el medio fue renovado cada 2 6 3 dias.

E.2.6.2. DOK

Las células fueron descongeladas siguiendo el procedimiento expuesto
anteriormente para MG63.

El cultivo de las células se realiz6 con medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) que contenia 2mM de glutamina + 5 ug/ml de hidrocortisona
+ un 10% de FBS inactivado. Los cultivos se introdujeron en la estufa de cultivo
a 37°C y un 5% de CO.. El medio fue renovado cada 2 ¢ 3 dias.

E.2.7. Tipaje de las lineas celulares

Las células en cultivo de la linea MG63 fueron separadas empleando
PBS y EDTA, mientras que las células del modelo epitelial DOK se separaron
del Falcon de cultivo aplicando EDTA vy tripsina. Posteriormente, en ambos
tipos celulares, la suspensién fue centrifugada y se decantd el sobrenadante.
Las células fueron resuspendidas en solucion tampon (PBS), obteniendo un

botén de precipitado celular con el que se trabajé.
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Para tipar ambas lineas se realizdé una bateria de anticuerpos para los
siguientes marcadores: CD45, CD14, HLA-ABC, CCR5, CXCR3, CXCR4,
CD95, HLA-DR, CD55, CD59, CD 56, CD38, CD10, CD20, CD3, CD19, CKA-
PE y CK18-FITC y EPCAM. De todos estos marcadores CD3, CD19, CKA-PE y
CK18-FITC requerian la permeabilizacién de las células antes de ser aplicados.

El procedimiento para la aplicacion de los anticuerpos que no
necesitaban permeabilizacion celular consisti6 en la aplicacion de 5 ul de
anticuerpo por cada 20 pul de células en tubos de ensayo estériles, adecuados
al citometro de flujo que se utiliz6. Se dejo incubar el preparado a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Posteriormente se afiadié una cantidad de 0.5 ml
de lisina y se lavo abundantemente con PBS hasta llenar el tubo de ensayo,

con lo cual la muestra estaba preparada para la lectura en el citdmetro de flujo.

En el caso de los anticuerpos que necesitaban de permeabilizacion se
empled el kit de fijacion y permeabilizacion para citometria de flujo de Dako
Cytomation (Glostrup, Dinamarca). En primer lugar se aplicaron 100 ul de
solucidn A del kit sobre 20 ul de células y se dejé incubar durante 15 minutos. A
continuacién se lavé con PBS y se centrifugaron las muestras durante 5
minutos en la centrifugadora Eppendorf 5810 R. Pasados dichos 5 minutos las
muestras fueron decantadas y secadas, para después recibir 5 ul de anticuerpo
monoclonal y 100 pl de soluciéon B del kit. Se dej6 incubar esta preparacion
durante otros 15 minutos. Finalmente la muestra fue lavada con abundante
PBS, estando preparada para su lectura mediante analisis de citometria de
flujo.

Las muestras fueron leidas y se registraron 5000 parametros para cada
muestra usando el software CellQuest. Los ajustes para todos esos parametros
fueron optimizados al inicio del estudio y se mantuvieron constantes durante

todos los subsiguientes analisis.
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E.2.8. Caracterizacion morfolégica de las lineas celulares

Las lineas celulares fueron caracterizadas morfolégicamente, tanto en
cultivo como aisladas, antes de ser cocultivadas con los coagulos de PRP o
PPP. Para ello fueron empleadas técnicas de microscopia Optica y de
microscopia electronica de transmisioén y de barrido, tanto de alta como de baja
resolucion, siguiendo los protocolos de preparacidbn de muestras descritos

previamente.

E.2.9. Cocultivo de los coaqulos de PRP y PPP con las lineas celulares

Se prepararon 6 coagulos de PRP y 6 coagulos de PPP por cada
donante usando el procedimiento descrito en el apartado D.2.1. Posteriormente
se deposité cada una de estas muestras en un pocillo debidamente identificado
de una microplaca estéril Iwaki (Japén) de 24 pocillos. Cada pocillo que estaba
destinado a albergar alguna muestra recibié 0.5 ml de medio de cultivo RPMI
sin suero fetal bovino. Una vez separadas las lineas celulares de su soporte de
cultivo por el procedimiento descrito en el apartado D.2.7., se afiadieron 4x10*
células MG63 en 40 ul de suspension, rociando aleatoriamente la superficie de
un total de 3 muestras de PRP y 3 muestras de PPP. Igualmente, se
sembraron 4x10* células DOK en 40 pl de suspension sobre un total de 3
muestras de PRP y 3 muestras de PPP. De este modo se prepararon 20
microplacas que contenian 12 muestras divididas en 4 grupos por cada placa
de cultivo: Un primer grupo representado por 3 muestras de PRP con células
MG63, un segundo grupo de 3 muestras de PPP junto a células MG63, un
tercer grupo que contenia 3 muestras de PRP en cocultivo con células DOK y
el cuarto grupo de 3 muestras de PPP junto a células de la linea DOK (Imagen
16). Una vez preparadas, las muestras se introdujeron en condiciones de
cultivo, a 37°C y un 5% de CO,. El medio no fue renovado a lo largo de esta

experiencia.

Las microplacas fueron mantenidas hasta 72 horas en la estufa de
cultivo y se analizaron a tres tiempos distintos: 0 horas, 24 horas y 72 horas.
Para cada tiempo se extrajo una muestra de cada grupo por microplaca de
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cultivo y con la ayuda de un bisturi estéril se dividié cada muestra en 3 partes
para ser analizada por tres procedimientos distintos: SEM, TEM e
inmunohistoquimico, aplicando la metodologia recogida en los apartados
D.2.2.,D.2.3.y D.2.10.

Imagen 16. Microplaca para cultivo de los coagulos de PRP y PPP con las lineas MG63 y DOK.

E.2.10. Técnicade inmunohistoguimica

Las distintas muestras, que serian analizadas mediante procedimientos
de inmunohistoquimica, consistentes en coagulos de PRP y PPP cultivados a
distintos tiempos junto con células MG63 y DOK, inmediatamente tras ser
extraidas del cultivo fueron identificadas e incluidas en O.C.T. (Sakura Tissue —
TekR, Jap6n), para posteriormente ser congeladas a -40°C, provocando su
fijacion. Empleando un criostato (Microm HM500, Walldorf, Germany) se
obtuvieron diversos cortes de 3 um de las distintas muestras, que fueron
colocados en portaobjetos de vidrio con poli-L-lisina al 0.02%, un adhesivo para

secciones de tejidos.
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Posteriormente se siguié el siguiente procedimiento de tincion para

inmunohistoquimica:

1.- Bloqueo de la peroxidasa enddgena: Se sumergieron las muestras en
solucion de peroxido de hidrégeno durante 10-15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad, para después aclararlas en TBS 3 veces durante 5

minutos.

2.- Incubacion del anticuerpo primario: Se cubrieron las secciones con el
anticuerpo correspondiente siguiendo las instrucciones del fabricante de
cantidad y tiempo de aplicacion para cada uno de los anticuerpos
seleccionados, descritos en el apartado D.1.7. Posteriormente se lavaron las

muestras con TBS 3 veces durante 5 minutos cada vez.

3.- Incubacién del polimero conjugado con peroxidasa y fraccion de
inmunoglobulina F (ab’): Se aplicaron 100 ul del Reactivo A del kit MASVISION
a cada una de las muestras y se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos. Pasado este tiempo, se lavaron las muestras de nuevo con TBS 3

veces durante 5 minutos.

4.- Realizacion del revelado de inmunotincion: Para preparar la mezcla
sustrato/cromoégeno se afadieron 50 ul del Reactivo B del kit MASVISION a 1
ml de agua destilada y se mezcld bien. A continuacion se afiadieron 50 pl del
Reactivo C y 50 ul del Reactivo D y se mezclé bien de nuevo para obtener
finalmente la solucién sustrato cromégeno. Esta mezcla se afiadié a cada una
de las muestras en cantidad necesaria hasta cubrir completamente los portas.
Se incubd este preparado a temperatura ambiente durante aproximadamente
10 minutos, para después aclarar con agua destilada 3 veces durante 5

minutos.

5.- Intensificacién de la tincidn: Se aplico el Reactivo E del kit de forma
gue cubrié las secciones, dejandolo un tiempo de entre 1 y 2 minutos a

temperatura ambiente.
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6.- Contraste de la muestra: Se cubrié la muestra con hematoxilina para
tincion de contraste (Reactivo F del kit MASVISION), durante 1-2 minutos. Se

lavaron las muestras con agua bidestilada.

7.- Aclarado y montaje: Finalmente, tras el lavado con agua, se
deshidrataron las muestras por pasos sucesivos en soluciones de alcohol de
concentracion creciente, se aclararon y fueron montadas con medio de montaje

permanente (Balsamo de Canadd) con su correspondiente cubreobjetos.
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F. RESULTADOS
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F. RESULTADOS

F.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL COAGULO DE
PRP Y PPP

Se llevo a cabo la caracterizacion morfoldgica del coagulo de plasma
rico en plaquetas y del coagulo de plasma pobre en plaquetas utilizando
técnicas de citometria de flujo y mediante un analisis ultrestructural de dichas
muestras realizado con microscopia electronica de barrido (SEM) y de

transmisiéon (TEM).

F.1.1. Citometria de flujo para CD41

El estudio citofluorimétrico de los elementos formes presentes en las
distintas muestras de coagulo de PRP, tras su incubacion con el anticuerpo
monoclonal que detecta el antigeno de superficie plaquetario CD41-PE, mostré
una fuerte positividad de expresion del mismo (Figura 1). Por este motivo se
puede afirmar que los constituyentes celulares que se encuentran en mayor
proporcién dentro del codgulo de plasma rico en plaquetas son, efectivamente,

plaquetas.

F.1.2. Microscopia electronica de barrido

El analisis mediante SEM de las distintas muestras de PPP revel6 la
presencia de una malla de filamentos distribuidos al azar, entre los cuales
guedaron lo que parecian ser restos de membranas celulares y espacios de
formas y tamafios variables (Figura 2). Este modelo ultraestructural del
entramado fibrilar se repiti6 en todos los casos analizados. Dichos filamentos

fueron identificados como fibrina (Figura 3).

El analisis mediante SEM de la estructura del coagulo de PRP revel6
una ultraestructura filamentosa que respondia al patron expresado en el

coagulo de PPP, sin embargo, numerosos elementos celulares podian ser
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visualizados atrapados entre los filamentos de fibrina y ocupando los espacios
variables del entramado fibrilar (Figuras 4 y 5). Estos elementos celulares
presentaban una morfologia oval y/o aplanada coincidente con la morfologia
descrita para los elementos plaquetarios activados. Ademas, mostraban
numerosas vesiculas de secrecion sobre la superficie celular. Estos resultados
son compatibles con los obtenidos tras el andlisis por citometria de flujo.
Acompafiando a estos elementos formes plaquetarios, la malla se encontraba
ocupada por restos de membranas celulares, asi como debridados celulares

gue corresponden a plaquetas degranuladas (Figuras 6y 7).

F.1.3. Microscopia electrénica de transmision

El andlisis ultraestructural de los cortes ultrafinos del coagulo de PPP
mediante TEM mostré la presencia de una malla constituida por elementos
fibrilares seccionados en mdultiples planos y distribuidos al azar. No fue
objetivable la presencia de elementos formes de origen sanguineo, pero se
pudieron observar restos de membranas celulares colapsadas. Estas imagenes
son compatibles con los resultados obtenidos en los andlisis mediante SEM
(Figura 8).

El andlisis mediante TEM del codgulo de PRP, confirmé la existencia
tanto de elementos fibrilares (identificados como fibrina) como celulares
(identificados como plaquetas) que se encontraban atrapados en el interior del
entramado fibrilar (Figura 9). En el citoplasma de los elementos plaquetarios se
observaron lisosomas, granulos densos y granulos alfa, redondeados vy
elongados, fundamentalmente localizados bajo la membrana plasmatica; asi
como cuerpos mitocondriales, pequefios y ovales; estructuras bandeadas de
microtUbulos y microfilamentos periféricos; un reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) de morfologia variable junto a una pequefia proporcién de ribosomas
libres en el citoplasma y, por ultimo, algunos sideromas (Figuras 10, 11y 12).
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F.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL COAGULO DE PRP

En el presente estudio se han utilizado técnicas de electroforesis de
proteinas en SDS-PAGE y posterior transferencia y deteccion mediante Western
Blotting para valorar la presencia de los factores de crecimiento plaquetarios con
mayor implicacién en la regeneracion osteo-epitelial dentro de distintas muestras
de PRP. Para ello, se emplearon diferentes anticuerpos monoclonales que
reconocen epitopos concretos, altamente especificos para VEGF, PDGF-A,
TGF-B1, b-FGF, IGF-1 y EGF (ver apartado D.1.5.1.). Nuestros resultados han
puesto en evidencia un patron de bandas electroforéticas de diferentes pesos
moleculares para la muestras de PRP (45 KDa para VEGF, 25 KDa para TGF-
B1, entre 16 y 18 KDa para bFGF, 15 KDa para PDGF-A, 7.6 KDa para IGF-1y
6.4 KDa para EGF), pesos correspondientes a aquellos que caracterizan a los
factores de crecimiento analizados. Asi, confirmamos la existencia de los

mismos en el coagulo de PRP (Figura 13y Tabla 3).
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F.3. LINEAS CELULARES Y COAGULO DE PRP/PPP:
CARACTERIZACION MORFOLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA

F.3.1. Caracterizacion de la linea MG63

F. 3.1.1. Microscopia 6ptica

La linea celular MG63 fue, en primer lugar, estudiada bajo microscopio
Optico de inversion, Gtil para visualizacion y seguimiento de células en cultivo. Se
observé un cultivo celular en monocapa y confluente, de células pleomorficas,
con variaciones en la forma y en el tamafio, en las que predominan las formas
estrelladas, de amplio citoplasma, del cual emergen numerosas y largas
prolongaciones. Junto a las células de morfologia estrellada se observan, en
menor proporcion, células de morfologia fusiforme o alargada. Al mismo tiempo
se identificd la presencia, en pequefia proporcion, de células redondeadas y
altamente refringentes, las cuales se encontraban flotando en el sobrenadante

del cultivo, supuestamente en estado quiescente (Figura 14).

F. 3.1.2. Microscopia electrénica de barrido y transmision

El analisis por SEM de las células constituyentes de la linea MG63
adheridas al frasco de cultivo mostré que las células presentaban una morfologia
similar a la observada mediante microscopia Optica, es decir, se visualizd un
cultivo de células poligonales, mayoritariamente estrelladas, con extensas

prolongaciones citoplasmaticas (Figuras 15y 16).

El andlisis mediante SEM de las células en situacién de aislamiento del
cultivo revel6 como la mayoria de estas células presentaban una morfologia que
diferia de la que se aprecio para las células adheridas al frasco de cultivo y que
se ha detallado mas arriba. En esta situacion las células MG63 se mostraban
con una morfologia esferoidal, una superficie celular muy irregular donde podia
apreciarse una gran cantidad y variedad de elementos vesiculares, asi como

prolongaciones citoplasmaticas (Figura 17). También se encontraron, en menor
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proporcién, células de morfologia bipolar, con engrosamiento nuclear casi
centrado en el citoplasma el cual queda casi en su totalidad circunscrito a las

dos grandes prolongaciones citoplasmicas que definen su morfologia (Figura 18).

El analisis mediante TEM de las células MG63 aisladas del cultivo celular
muestra la morfologia propia de células resuspendidas con un nucleo de
contorno irregular, maltiples nucleolos y un amplio citoplasma, en el que se
observan numerosas organelas que caracterizan a los tumores osteogénicos
como son el gran namero de mitocondrias, un RER bien desarrollado y de
disposicion perinuclear que se continla con cisternas del REL dilatadas y
cargadas de material de sintesis y transferencia no bien identificado. También se
identificaron numerosos ribosomas libres intracitoplasmaticos sugerentes de alta

actividad metabdlica (Figura 19).

Cabe destacar la existencia de innumerables fagosomas que incluian
tanto residuos organicos (organelas), como material de electrodensidad variable.
Se observé una gran red de microtibulos y microfilamentos que se distribuian
fundamentalmente alrededor del nucleo por el citoplasma. Finalmente, se
observaron cuerpos apoptéticos en los cuales quedan reflejados la
desestructuracion de las crestas mitocondriales y la doble membrana de las

mismas (Figura 20).

F. 3.1.3. Tipaje mediante Citometria de Flujo

El analisis mediante citometria de flujo de la expresion de distintos

marcadores por parte de la linea MG63 permitio su tipaje celular (Tabla 4).

Al margen del control positivo (HLA-ABC), los marcadores que expresaron
una marcada positividad fueron CD10, CD55, CD56, CD59 y CD95, mientras
gue el marcador CXCR3 se expres6 mas levemente, todos los demas fueron

expresados negativamente (Figuras 21 a 31).
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F. 3.1.4. Caracterizaciéon morfoldgica de los cocultivos de MG63

Cocultivo de MG63 vy coagulo de PRP

0 horas

El analisis mediante SEM de las células MG63 en cocultivo con el coagulo
de PRP en tiempo “0” ha demostrado, por un lado, la presencia de un material
gque a 620 aumentos muestra un aspecto esponjoso y a 7540 aumentos una
consistencia fibrilar, que identificamos como fibrina a la superficie de la cual se
encuentran adheridos escasos elementos celulares de la linea en estudio (Figura
32). Estas células muestran una morfologia esférica, con una superficie cargada
de elementos de secrecidn, de aspecto similar al observado para estas mismas
células en situacion de aislamiento en la caracterizacion basal (Figura 33). El
estudio de MG63 en cocultivo con el codgulo de PRP a tiempo “0” usando TEM,
mostré la presencia de elementos fibrilares seccionados en las diferentes
direcciones del espacio y elementos celulares dispuestos en la periferia de las
fibras y contactando con éstas. Las células son pleomorficas, predominando la
morfologia esferoidal, con un nucleo polimorfo (redondeado, ovalado o irregular)
en ocasiones con invaginaciones y proyecciones de cromatina condensada, con
uno o varios nucleolos sin evidencia de cuerpos densos filamentosos. En el
citoplasma hay gran presencia de RER, con relativa abundancia de
polirribosomas libres, ademas de un aparato de Golgi desarrollado, con granulos
de material denso en su vecindad. Las mitocondrias, que se encuentran
esparcidas por el citoplasma, son muy variables en tamafio y forma. Fue
detectada la presencia de lisosomas, siderosomas, algunas gotas lipidicas y
particulas de glucégeno aisladas (Figura 34). La membrana celular es de bordes
irregulares y muestra prolongaciones que establecen relaciones superficiales

con la fibrina (Figura 35).

24 horas

El analisis ultraestructural por SEM de las muestras del cocultivo tras 24

horas mostrd imagenes que representaban una situacion de mayor colonizacién
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de la superficie del coagulo, en la que las células establecen relaciones
evidentes con la malla de fibrina (Figura 36), pero con una moderada abundancia
celular (Figura 37). El estudio con TEM revel6 la presencia de células MG63
dispuestas sobre la superficie del codgulo de PRP. Dichas células se mostraron
mas electrollcidas, con un gran incremento de su citoplasma en relacién al
ndcleo celular, en el que los cuerpos vesiculares de diferente indole habian
aumentado y diversificado su presencia. Fue llamativa la aparicion de material
procedente de la secrecion celular, de caracteristicas similares a las del interior
celular. Gran parte de este material, que se encontré englobado por membranas,
se ubicaba interpuesto entre las células y la malla de fibrina, siendo compatible
con la secrecidon de material osteoide, propio de células de esta estirpe (Figura
38).

72 horas

Tras el estudio por SEM de la linea MG63 a las 72 horas de cocultivo con
PRP, se observé como las células muestran un mayor pleomorfismo, con un
aumento de la presencia de células ovaladas, alargadas y fusiformes (Figura 39).
Algunas de las células exponian una superficie similar a la observada en tiempo
“0”, con abundantes elementos de secrecidn (Figura 40). Ademas, un gran
nuamero de células comienzan a emitir pseuddpodos, en forma de prolongacion
principal de la cual parten prolongaciones secundarias (Imagen en “Pata de
ganso”) (Figura 41). En el andlisis por TEM se observaron uniones mas intimas
entre las células y el material fibrilar (Figura 42). Se pudo visualizar una formacion
de elementos de union, asi como lo que parece el comienzo de fendmenos de

englobamiento del material fibrilar por parte de las células (Figura 43).

Cocultivo de MG63 y coaqulo de PPP

0 horas

El analisis al SEM de las células MG63 en cocultivo con el coagulo de PPP
en tiempo “0” ha demostrado, por un lado, la existencia de un entramado fibrilar que

hemos identificado anteriormente como fibrina, distribuido al azar con una escasa
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presencia de elementos formes pertenecientes a la linea MG63 (Figura 44). Cuando
estas mismas muestras fueron analizadas mediante TEM encontramos secciones
realizadas en distintos planos de corte del material fibrilar (fibrina) y orientadas en
las diferentes direcciones del campo analizado, siendo imposible encontrar en los
cortes realizados la presencia de células dispuestas en la superficie del coagulo.
Entre los elementos fibrilares se visualizan algunos restos celulares consistentes en
porciones citoplasmaticas rodeadas de membrana plasmatica, con formaciones
electrodensas y un punteado denso de distribucion homogénea compatible con

elementos ribosémicos libres incluidos en un citoplasma claro (Figura 45).

24 horas

El estudio mediante SEM de las muestras obtenidas a las 24 horas tras
cocultivo de las células de la linea MG63 con PPP, habla de una abundante
presencia de estas células, que crecen adheridas a la superficie de coagulo de
fibrina (Figura 46). Estas células desplegaban una morfologia preponderantemente
esferoidal. Se observé un patente crecimiento en el que las células MG63 se
encuentran adyacentes unas a otras. Algunos de estos elementos celulares
comienzan a emitir prolongaciones que se introducen entre los cuerpos celulares de
las células adyacentes en direccion a la profundidad del coagulo (Figura 47). Al igual
gue lo observado para los tiempos 0 y 24 horas en las muestras obtenidas del
cocultivo de MG63 en coagulo de PRP, las células presentaron en su superficie
numerosos elementos vesiculares de secrecion y microvellosidades cortas de
disposicion al azar. En las imagenes obtenidas mediante TEM se observé como las
células mostraban un citoplasma cargado de elementos formes, entre los que
destacaron las numerosas mitocondrias en las que se podian apreciar sus crestas,
nuMerosos cuerpos vesiculares intracitoplasmaticos claros que recuerdan a los
cuerpos vesiculares lipoideos, cuerpos vesiculares con material denso incluido,
abundante material electrodenso que podemos identificar como ribosomas libres.
Fue muy interesante la observacion de formaciones secretoras cubiertas de
membrana e inclusion de material denso, similar al intracitoplasméatico, que queda
dispuesto en la vecindad celular, en ocasiones entre los elementos fibrilares de la
muestra. También llam6é enormemente la atencion la existencia de acumulos de

material amorfo adyacente y en contacto con tramos de las membranas celulares,
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de caracteristicas similares a las inclusiones vesiculares tanto intra como
extracitoplasmaticas y que son compatibles con material osteoide. Este material se
pone claramente en evidencia en la Figura 48, en la que podemos observar un gran
acumulo de material osteoide interpuesto entre las numerosas secciones del
material fibrilar del codgulo de PPP. En estas muestras también observamos areas
de intima relacion entre las células MG63 y la fibrina. Es remarcable la observada
existencia esporadica de invaginaciones de fondo esférico que engloban material
fibrilar y que recuerda a alguna de las fases de los procesos de fagocitosis celular
(Figura 49).

72 horas

Tras el analisis por SEM de las muestras obtenidas a las 72 horas se observo
un mayor pleomorfismo celular, donde predominan las formas fusiformes. Ademas,
se aprecio un incremento de las prolongaciones citoplasméaticas de estas células de
estirpe 6sea (Figuras 50y 51).

El estudio de las imagenes obtenidas mediante TEM tras el andlisis de estas
muestras fue ciertamente sugerente. Las células presentaban un citoplasma con un
gran incremento vesicular en comparacion con las imagenes correspondientes a las
muestras tras 24 horas de cocultivo, con vesiculas que despliegan un gran abanico
de heterogeneidad tanto en lo que refiere a sus tamafios como a su composicion.
También se observd la existencia de material osteoide interpuesto entre las
membranas celulares y las secciones fibrilares adyacentes (Figura 52). Se evidencié
igualmente, un incremento de las prolongaciones citoplasmaticas, las cuales
rodeaban, practicamente encerrando, a los elementos fibrilares, como se observa
en la Figura 53, en donde se puede ver la existencia de un gran fagosoma en cuyo
interior destaca un material de electrodensidad similar a la que ofrecen los
acumulos fibrilares rodeados por las prolongaciones celulares de la MG63.
Asimismo descubrimos la presencia de elementos de union fisica entre las
membranas celulares y los elementos fibrilares, posiblemente a través de

hemidesmosomas
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F. 3.1.5. Caracterizacién inmunohistoquimica: Cocultivos de MG63

Las muestras fueron analizadas mediante microscopia 6ptica. Se evaluo
la expresién de los distintos marcadores por parte de las células MG63
presentes en las muestras. De este modo, fue establecida una valoracién para
todas las muestras a partir de la cual se realiz6 una media ponderada de la
expresion de dichos marcadores (Tabla 5).

Cocultivo de MG63 vy coagulo de PRP

CD10

El andlisis de la expresién de CD10 en las células MG63 cocultivadas con
los coagulos de PRP mostrd una conversion hacia la positividad a las 24 horas
de incubacion con el coagulo de PRP, manteniéndose esta expresion a las 72
horas de cultivo.

CD56
El analisis de la expresion de CD56 en las células MG63 revel6 una

inexistencia de la expresion de este marcador a todos los tiempos (Figura 54).

DESMINA

La incubacién de los cortes criocongelados, contituidos por células MG63
cocultivadas en superficie del coagulo de PRP, mediante el anticuerpo
monoclonal anti-desmina mostré una expresién negativa de este marcador en el

citoplasma de las células analizadas para los tres tiempos establecidos.

VIMENTINA
El analisis de la expresién de vimentina indicd positividad citoplasmatica
de esta molécula en células presentes en la muestra tomada a las 24 horas,

disminuyendo dicha expresién hacia las 72 horas (Figura 55).

CITOQUERATINAS
No se observd positividad expresion de estas moléculas en las células
MG63 durante los diferentes tiempos analizados (Figura 56).
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Ki67

El andlisis de la expresion de la molécula Ki67, mostré resultados
positivos en las células presentes en las muestras obtenidas del cocultivo tras 24
y 72 horas, pero con una intensidad muy discreta en ambos tiempos (Figura 57).

Cocultivo de MG63 y coaqulo de PPP

CD10
La expresion de la molécula CD10 se mostr6 negativa sobre estas células
en todos los tiempos analizados (Figura 58).

CD56
Se observé una expresion inexistente para la molécula de adhesion CD56
en las células de la linea MG63 en cocultivo con PPP.

DESMINA
La expresion de la molécula de desmina fue inexistente en las células

MG63 cocultivadas con PPP en los tres tiempos analizados (Figura 59).

VIMENTINA
La expresion de la molécula de vimentina fue detectada en las muestras
obtenidas tras 24 horas de cocultivo con moderada intensidad, disminuyendo su

expresion a las 72 horas de seguimiento.

CITOQUERATINAS

No se encontrd expresion de las citoqueratinas por parte de las células
MG63 durante las primeras 24 horas de cocultivo con PPP, positivandose dicha
expresion a las 72 horas de seguimiento en algunas células (Figura 60).

Ki67

La proteina Ki67 mostré un patrén de expresiéon similar al observado para
las células de la linea MG63 aplicadas en cocultivo con PRP, pero algo mas
enlentecido, ya que se pudo detectar una muy baja positividad de expresién de
este marcador a las 72 horas del seguimiento.
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F.3.2. Caracterizacion de la linea DOK

F. 3.2.1. Microscopia 6ptica

La linea celular DOK fue estudiada para establecer su caracterizacion
morfolégica, en primer lugar, bajo microscopio 6ptico de inversion, observandose
un cultivo celular en monocapa sin superposicién y confluente, con poco
pleomorfismo, en el que predominaban las formas celulares alargadas y/o

fusiformes, con algunas de morfologia “en caliz” (Figura 61).

F. 3.2.2. Microscopia electrénica de barrido y transmision

El analisis mediante SEM y TEM de las células correspondientes a la
linea DOK revel6 la morfologia de superficie de las células que corresponden a
esta linea celular, tanto aisladas como adheridas a la superficie del recipiente de
cultivo. EIl analisis de las células constituyentes de la linea DOK adheridas al
recipiente de cultivo mostraron un crecimiento “en placa’” con mayor
pleomorfismo celular que en el caso del estudio al microscopio o6ptico.
Observamos un cultivo con células poligonales irregulares, alargadas y
fusifomes, en menor cuantia esféricas, donde predominan voluminosas
prolongaciones citoplasmaticas, de las que algunas relacionan a las células
entre si (Figuras 62 a 65).

La mayoria de las células en situacién de aislamiento del cultivo
presentaron un gran pleomorfismo celular. Se visualizaron células de morfologia
esferoidal, con una superficie celular muy irregular donde pudo apreciarse una
gran cantidad y variedad de elementos vesiculares; de morfologia poligonal con
engrosamiento central que reflejaba la localizacion del nucleo y prolongaciones
citoplasmicas cortas (Figuras 66y 67).

El estudio al TEM muestra elementos celulares de morfologia fusiforme o
arrifonada con abundante citoplasma y nucleos pleomoérficos con profundas
identaciones de la membrana nuclear (Figura 68). El citoplasma es denso, con

numerosas organelas entre las que destacan las mitocondrias de mediano tamafio y
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estructuras vacuoladas polarizadas. Se observa la red de RER acompaiado de
grandes y abundantes del REL. Acumulos de ribosomas libres asi como gran
cantidad de glucdégeno disperso homogéneamente por el citoplasma caracterizan a
estas células. Sin embargo la caracteristica mas evidente y fundamental desde el
punto de vista ultraestructural es el acumulo en el citoplasma de material
fibrilar/lamelar yuxtapuesto compatible con material queratoideo (queratina). Por
altimo, son células cuya membrana citoplasmatica se caracteriza por presentar
innumerables prolongaciones cortas dirigidas al azar que recuerdan de algiin modo

a las microvellosidades caracteristicas de las células digestivas (Figura 69).

F. 3.2.3. Tipaje mediante citometria de flujo

La linea DOK, de estirpe epitelial, fue tipada mediante un analisis por
citometria de flujo (Tabla 4), con el que se registré la expresién de distintos
marcadores.

Los marcadores que se expresaron con una marcada positividad, aparte
del control positivo (HLA-ABC) fueron CCR5, CD10, CD55, CD59, CD95 vy

EPCAM.

CXCR3, CXCR4, CD56, CKA y CK18 se expresaron con menos

intensidad, mientras que el resto no fueron expresados (Figuras 70 a 80).

F. 3.2.4. Caracterizacion morfoldgica de los cocultivos de DOK

Cocultivo de DOK vy coagqulo de PRP

0 horas

El analisis por SEM de las células DOK en cocultivo con el coagulo de
PRP en tiempo “0” demostrd, por un lado, la presencia del material fibrilar
mencionado previamente, el cual fue identificado como fibrina, al que se
encuentraban adheridos a su superficie escasos elementos celulares de la linea

DOK. Estas pocas células, que se presentaron con una morfologia alargada,
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mostraban una superficie celular similar a la observada para estas mismas
células en situacion de adherencia al recipiente de cultivo de cultivo (Figura 81).
El estudio mediante TEM de las muestras de DOK en cocultivo con el coagulo
de PRP a tiempo “0”, hizo imposible la deteccion de elementos celulares. Por el
contrario, mostré la presencia de fibrina seccionada en las diferentes direcciones
del espacio y restos celulares de contornos muy irregulares con amplias

invaginaciones que rodean al material fibrilar que albergan (Figura 82).

24 horas

El estudio de las muestras por SEM a las 24 horas de cocultivo reveld un
incremento del pleomorfismo celular respecto de las células presentes en las
muestras obtenidas a tiempo 0, observandose la presencia de gran numero de
células ovaladas, alargadas y fusiformes. Las células aplanadas se encontraban
dispuestas formando un gran tapizado celular sobre la superficie fibrilar, al que
se superponian células de morfologia oval/esferoidal (Figura 83). Sobre las
superficies celulares se concentraban pequefias formaciones a modo de
“microvellosidades” y abundante material de secrecion celular electrolicido
(Figura 84). El andlisis por TEM de las muestras revelé que las células presentes
en relacion al coagulo se mostraban mas electrollcidas, con un gran incremento
de su citoplasma con respecto al nucleo celular (Figura 85). En el citoplasma se
vio como incrementé el nimero y se diversificd la presencia de cuerpos
vesiculares de diferente indole (Figura 86).

72 horas

El estudio empleando SEM de las muestras obtenidas a las 72 horas
mostré una situacion similar a la obtenida para 24 horas (Figura 87). Sin embargo
fue evidenciable la presencia de relaciones establecidas entre la malla de fibrina
a través de prolongaciones muy llamativas (Figura 88). Igualmente, en el analisis
de las muestras mediante TEM se observé la existencia uniones intercelulares
mas intimas con el material fibrilar, incluso con la formacion inicial de elementos
de unién. Se observa un gran incremento de material de alta densidad (negro)
tanto en el interior del citoplasma como acompanando y/o adherido al material
fibrilar extracelular (Figura 89y 90).
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Cocultivo de DOK y coagulo de PPP

0 horas

El andlisis al SEM de las muestras del coagulo de PPP en cocultivo con
células DOK obtenidas a tiempo “0” demostré la abundante presencia del material
fibrilar que identificamos como fibrina, en ausencia de elementos formes de
cualquier tipo (Figura 91). El estudio mediante TEM de estas mismas muestras revelo
la presencia del entramado de fibrina seccionado en las diferentes direcciones del
espacio, en presencia de lo que se identific6 como restos celulares (Figura 92). No
fue posible la deteccidén de elementos celulares pertenecientes a la linea DOK.

24 horas

El estudio con SEM de las muestras obtenidas a las 24 horas de cocultivo de
las células de la linea DOK con PPP, permiti6 observar algunos elementos celulares
dispuestos sobre el coagulo, formando un discreto tapizado celular sobre la
superficie fibrilar (Figura 93). La morfologia de estas células fue caracterizada como
predominantemente esferoidal. Sobre sus superficies celulares se concentraban
pequefias formaciones a modo de “microvellosidades” y abundante material de
secrecion celular blanquecino (Figura 94).

En el analisis de estas muestras al TEM, se observd como las células se
mostraban mas claras, con un gran incremento de su citoplasma en relacion al
nacleo celular, en el que los cuerpos vesiculares de diferente indole habian
aumentado y diversificado su presencia (Figura 95). El hallazgo més llamativo en la
observacion de estas muestras fue el alto grado de interaccidén que se observo entre
las propias células y entre las células y la malla de fibrina perteneciente al codgulo
(Figura 96), estableciéndose relaciones evidentes entre la membrana de los
elementos celulares y la fibrina, llegando incluso a quedar filamentos de esta Ultima

englobados por la propia membrana de la célula (Figuras 97 y 98).
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72 horas

La observacion de las muestras de coagulo de PPP que habia sido
cocultivado con células DOK durante 72 horas puso de manifiesto la existencia de
una mayor presencia celular ocupando la superficie del coagulo (Figura 99). La
mayoria de estas células presentaban una morfologia que recuerda la observada en
las células caracterizadas en su disposicion en el frasco de cultivo, disponiéndose
sobre la superficie del coagulo en forma de estructuras aplanadas de tonalidad
oscura. El resto de células presentaron una morfologia esferoidal, con actividad
secretora, compatible con las imagenes obtenidas en la caracterizacion de las

células aisladas de cultivo pertenecientes a esta linea (Figura 100).

Tras el estudio con TEM se pudo igualmente observar la presencia de
células de la linea DOK dispuestas sobre el coagulo de PPP. Dichas células
presentaban una morfologia alargada y aplanada, correspondiente a los hallazgos
descritos en la caracterizacion por SEM. Las células pudieron encontrarse
dispuestas unas sobre otras en la superficie del coagulo, estableciendo marcadas
relaciones de membrana entre ellas, adquiriendo una organizacién que recuerda a
la disposicién estratificada celular de un epitelio (Figura 101). Asimismo, se
observaron uniones intimas con el material fibrilar, con la formacion inicial de

elementos de unién (Figura 102).

F. 3.2.5. Caracterizaciéon inmunohistoquimica: Cocultivos de DOK

Una vez procesadas, las muestras fueron analizadas mediante
microscopia optica, evaluandose la expresion de los distintos marcadores por
parte de las células DOK que se disponian en relacién al coagulo, ya fuera de
PRP o PPP. De este modo, fue establecida una valoracién para todas las
muestras a partir de la cual se realiz6 una media ponderada de la expresion de

estos marcadores (Tabla 5).
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Cocultivo de DOK vy coaqulo de PRP

CD10
No se detectd la expresion de CD10 en células DOK en ninguna de las
muestras obtenidas a 24 o 72 horas. A tiempo “0” fue imposible su valoracién

por inexistencia de celularidad en relacion a la superficie del coagulo (Figura 103).

CD56

No se observd expresion positiva de la molécula CD56 a ningun tiempo
de evaluacion en ninguna de las células DOK presentes en las muestras que se
obtuvieron tras el cocultivo de esta linea celular con las muestras de coagulo de
PRP.

DESMINA
La expresion de esta molécula en el citoplasma de las células analizadas
fue negativa en todos los tiempos de cultivo. No fue valorable el tiempo “0”, por

las razones anteriormente expuestas.

VIMENTINA
La incubacion de cada una de las muestras de DOK junto con PPP junto
el anticuerpo monoclonal anti-vimentina no ha mostrado expresion

citoplasmatica de esta molécula en todos los tiempos analizados.

CITOQUERATINAS

El andlisis de expresién de citoqueratinas se ha realizado mediante la
incubacion con el anticuerpo monoclonal anti-CK AE1/AE3. Existe expresion de
estas moléculas en las células DOK durante las primeras 24 horas,
disminuyendo su expreson hacia las 72 horas del cocultivo con PRP (Figura 104).

Ki67
No hemos observado expresion para Ki67 en las células DOK que se

cocultivaron junto a las muestras de PRP.
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Cocultivo de DOK y coagulo de PPP

CD10
No se observd expresion para la molécula CD10 en células DOK
cocultivadas con PPP, tanto a tiempo 0 como a 24 y 72 horas.

CD56
Idéntico patron de expresion de CD56 que para el cocultivo con PRP. No
hemos detectado expresién alguna de CD56 sobre las células DOK en los tres

tiempos analizados.

DESMINA

La expresion de la proteina de filamentos intermedios desmina fue
negativa en el citoplasma de las células analizadas. Este patron de expresion se
reflej6 en los tiempos 24 y 72 horas utilizados. A tiempo “0” fue imposible su

valoracion por inexistencia de celularidad en relacién al coagulo.

VIMENTINA
La incubacion de este material citolégico mediante el anticuerpo
monoclonal anti-vimentina no ha mostrado expresion citoplasmatica de esta

molécula en todos los tiempos analizados durante el cocultivo con PPP.

CITOQUERATINAS

Existi6 expresion de las citoqueratinas en el citoplasma de las células
DOK durante las primeras 24 horas, incrementando su expresion hacia las 72
horas de cocultivo con PPP (Figura 105).

Ki67

La expresion de la proteina Ki67, negativa durante las primeras 24 horas.
en cocultivo con PPP, tornd ligeramente hacia la positividad a las 72 horas del
seguimiento, pero con un representacion muy escasa en las células presentes

en relacion al coagulo.
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G. FIGURAS Y TABLAS

G.1. Figuras
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Figura 1. CD41-PE positivo.

Figura 2. SEM del coagulo de PPP.
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Figura 3. SEM del coagulo de PPP.

Figura 4. SEM del coagulo de PRP.

Se puede observar una imagen similar a migas de pan sobre un entramado fibrilar.
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Figura 5. SEM del coagulo de PRP.

En esta imagen se pueden observar restos plaquetarios atrapados en la malla de fibrina.

Figura 6. SEM del coagulo de PRP.

Es posible identificar agregados plaquetarios en relacién al entramado de fibrina.
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Figura 7. SEM del coagulo de PRP.

Elemento plaquetario degranulandose, liberando al medio extracelular su contenido granular.

Figura 8. TEM del coagulo de PPP (10000X)
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Figura 9. TEM del coagulo de PRP. Elementos fibrilares y celulares (4000X)

Figura 10. TEM del coagulo de PRP. Detalle de un elemento plaquetario degranulandose.
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Figura 11. TEM del coagulo de PRP. Granulos o (GR) y Mitocondrias (Ml) (25000X)

Figura 12. TEM del coagulo de PRP. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (16000X)
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Figura 13. Resultados positivos para la deteccién de los distintos GFs propuestos en este

estudio mediante Western Blot.

Figura 14. Imagen de microscopia 6ptica del cultivo de MG63 (100X).
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Figura 16. Caracterizacién morfologica por SEM de una célula MG63 en cultivo.
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Figura 17. Caracterizacion morfolégica por SEM. Imagen de una célula de MG63 aislada.

Figura 18. Caracterizacion morfolégica por SEM. Imagen de una célula de MG63 aislada.
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Figura 19. Caracterizacién morfologica por TEM de una célula MG63 aislada (3150X)

Figura 20. Caracterizacién morfologica por TEM de una célula MG63 aislada (10000X)
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Figura 21. Citometria de flujo. Control negativo (CD14 / CD45) en la linea MG63.
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Figura 22. Citometria de flujo. Control positivo (HLA-ABC) en la linea MG63.
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Figura 23. Citometria de flujo. Negatividad para CCR5 y ligera positividad para CXCR3 en la

linea MG63.
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Figura 24. Citometria de flujo. Negatividad para CXCR4 en la linea MG63.
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Figura 25. Citometria de flujo. Positividad para CD95 y negatividad para HLA-DR en la linea

MGG63.
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Figura 26. Citometria de flujo. Positividad CD55 y CD59 en la linea MG63.
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Figura 27. Citometria de flujo. Positividad para CD56 y negatividad para CD38 en la linea

MG63.
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Figura 28. Citometria de flujo. Positividad para CD10 y negatividad para CD20 en la linea
MG63.
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Figura 29. Citometria de flujo. Negatividad para CD3 y CD19 en la linea MG63.
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Figura 30. Citometria de flujo. Negatividad para CDK18 y PAN-CK en la linea MG63.
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Figura 31. Citometria de flujo. Negatividad para EPCAM en la linea MG63.

20um s

Figura 32. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células MG63 a 0 horas.
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Figura 33. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células MG63 a 0 horas.
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Figura 34. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con MG63 a 0 horas (3150X)
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Figura 36. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células MG63 a 24 horas.
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Figura 37. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células MG63 a 24 horas.

Figura 38. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con MG63 a 24 horas (3150X)
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Figura 40. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células MG63 a 72 horas.

Detalle de una célula MG63 en relacion al coagulo de PRP.
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Figura 42. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con MG63 a 72 horas (6300X)
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Figura 44. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células MG63 a 0 horas.
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Figura 45. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con MG63 a 0 horas (4000X)

Figura 46. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células MG63 a 24 horas.
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Figura 48. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con MG63 a 24 horas (4000X)
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Figura 50. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células MG63 a 72 horas.
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Figura 52. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con MG63 a 72 horas (3150X)
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Figura 54. Muestra de MG63+PRP a 72h. CD56 negativo (40X)
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Figura 55. Muestra de MG63+PRP a 24h. Vimentina positiva (40X)

Figura 56. Muestra de MG63+PRP a Oh. CK AE1/AE3 negativa. Nétese la escasez celular
(40X)




Tesis Doctoral Gustavo Avila Ortiz

gl
¥

v
- "uﬁg‘:"’

Figura 57. Muestra de MG63+PRP a 24h. Ki67 positivo (40X)

Figura 58. Muestra de MG63+PPP a 72h. CD10 negativo (40X)
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Figura 59. Muestra de MG63 PPP 72h. Desmina negativa (40X)

Figura 60. Muestra de MG63+PPP a 72h. CK AE1/AE3 positiva en algunas células (60X)
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Figura 62. Caracterizacién morfologica por SEM. Imagen del cultivo de DOK.
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Figura 64. Caracterizacién morfologica por SEM. Detalle de una célula DOK en cultivo celular.
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Figura 65. Caracterizacién morfologica por SEM.

Detalle las relaciones intercelulares en cultivo de DOK.

Figura 66. Caracterizacion morfologica por SEM. Imagen de una célula DOK aislada.
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Figura 67. Caracterizacion morfolégica por SEM. Imagen de dos células DOK aisladas en con

distinta morfologia.
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Figura 68. Caracterizacién morfologica por TEM de la linea DOK (4000X)
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Figura 70. Citometria de flujo. Control negativo (CD14 / CD45) en la linea DOK.
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Figura 71. Citometria de flujo. Control positivo (HLA-ABC) en la linea DOK.
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Figura 72. Citometria de flujo. Positividad para CCR5 y CXCR3 en la linea DOK.
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Figura 73. Citometria de flujo. Positividad para CXCR4 en la linea DOK.
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Figura 74. Citometria de flujo. Positividad para CD95 y HLA-DR en la linea DOK.
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Figura 75. Citometria de flujo. Positividad para CD55 y CD59 en la linea DOK.

—" 00 &
iz
LA
L e
&
€
e
L)
ﬂ T T TTEWTTT A
0% 10" 102 10° 104
D38 FITC

Figura 76. Citometria de flujo. Positividad para CD56 y negatividad para CD38 en la linea DOK.
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Figura 77. Citometria de flujo. Positividad para CD10 y negatividad para CD20 en la linea DOK.
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Figura 78. Citometria de flujo. Negatividad para CD3 y CD19 en la linea DOK.




Tesis Doctoral Gustavo Avila Ortiz

109 101 102 10° 104
Anti-Cytokeratin 18 FITC

Figura 79. Citometria de flujo. Positividad moderada para CK-A y CDK18 en la linea DOK.
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Figura 80. Citometria de flujo. Marcada positividad para EPCAM en la linea DOK.
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Figura 82. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con DOK a 0 horas (4000X)
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Figura 84. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células DOK a 24 horas.
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Figura 85. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con DOK a 24 horas (3150X)

Figura 86. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con DOK a 24 horas (10000X)
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Figura 87. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células DOK a 72 horas.

Figura 88. Imagen por SEM del coagulo de PRP tras cocultivo con células DOK a 72 horas.
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Figura 89. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con DOK a 72 horas (5000X)

Figura 90. Imagen por TEM del coagulo de PRP tras cocultivo con DOK a 72 horas (8000X)
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Figura 91. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células DOK a 0 horas.

Figura 92. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 0 horas (4000X)
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Figura 93. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células DOK a 24 horas.
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Figura 94. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células DOK a 24 horas.
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Figura 95. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 24 horas (4000X)

Figura 96. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 24 horas (3150X)
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Figura 98. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 24 horas (25000X)
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Figura 100. Imagen por SEM del coagulo de PPP tras cocultivo con células DOK a 72 horas.
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Figura 101. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 72 horas (2500X)

Figura 102. Imagen por TEM del coagulo de PPP tras cocultivo con DOK a 72 horas (10000X)
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Figura 103. Muestra de DOK+PRP a Oh. Ausencia de células DOK, aunque se observan
plaquetas (40X)

Figura 104. Muestra de DOK+PRP a 24h. CK AE1/AES positiva (60X)
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Figura 105. Muestra de DOK+PPP a 24h. CK AE1/AE3 positiva (60X)
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G.2. Tablas

Granulos a Granulos 5

PROTEOGLICANOS:

Especificos: Tromboglobulinapy PF4 NUCLEOTIDOS:

inas: ATPy ADP
Ag para la TGB: CTAP-IIl, NAP-2, PBP Adenosinas y

e - Guaninas: GTPy GDP
No especificos: Serglicina ,HRGP y

PROTEINAS ASOCIADAS A MEMBRANA:

. AMINAS:
P-selectina -
GMP33 Serotonina (5-HT)
GPIV Histamina
GPllb/Illa

Osteonectina

FACTORES DE LA HEMOSTASIA:

- Fibrindgeno (Factor I) y Factores V, VII, XI, Xl Calcio
Magnesio

- Proteina S, Kinin6genos, Plasminégeno Pirofosfato

FACTORES MITOGENICOS:

PDGF, TGF-B-1, VEGF, IGF-1, bFGF, EGF, ECGF, HGF

OTROS FACTORES MITOGENICOS:

Esfingosin 1-fosfato, IL 1-8,1L 8

INHIBIDORES DE LA FIBRINOLISIS:

Inhibidor de la a2-plasmina
Inhibidor-1 del activador del plasmin6geno
Antitripsina a2

GLUCOPROTEINAS ADHESIVAS:

Fibrin6geno
Fibronectina / Vitronectina
Factor de von Willebrand
Trombospondina
Laminina 8

OTRAS PROTEINAS:

Multimerina (GPla)
Albdmina
Inmunoglobulinas: 1gG, IgA e IgM
Inhibidor C1 del complemento

CATIONES BIVALENTES:

Lisosomas

PROTEASAS ACIDAS:

CatepsinaDy E
Hidrolasas / Colagenasa
Carboxipeptidasas Ay B
Prolinacarboxipeptidasa

Fosfatasa acida / Arilsulfatasa

GLUCOHIDROLASAS:

Heparinasa
B-N-acetil-glucosaminidasa
B-Glucuronidasa/ B- Galactosidasa
B-Glicerofosfatasa
a-D-Glucosidasa/ B-D-Glucosidasa
a-L-Fucosidasa/ B-D-Fucosidasa
a-L-Arabinosidasa / a-D-Manosidasa

OTRAS ENZIMAS:

Elastasa
GMP33
LAMP-1/LAMP-2

Tabla 1. Contenido molecular mas remarcable de los granulos plagquetarios
(Gemmell & Park 2000; Rendu & Brohard-Bohn 2001; King & Reed 2002; Reed 2002; Anitua et al. 2004)
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FACTOR NOMBRE SINONIMOS
I Fibrinégeno -
Il Protrombina -
Il Tromboplastina Tromboquinasa
v Calcio -
\% Proacelerina Globulina acelerada (Ac-G)
Vi No asignhado Antiguo nombre para el Factor Va
Vi Proconvertina Factor estable o SPCA
VIII Globulina antihemofilica (PTC) Factor antihemofilico A
IX Componente de la tromboplastina Factor antihemofilico B
(PTC)
X Factor Stuart-Prover Autoprotrombina C
Xl Antecedente de la tromboplastina Factor antihemofilico C
(PTA)
Xl Factor Hageman Factor contacto o Glass Factor
Xl Fibrinasa Factor estabilizador de la fibrina o
Factor Laki-Lorand

Tabla 2. Factores de la coagulacion.
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VEGF TGF-p 1 bFGF PDGF-A IGF-1 EGF
DONANTES
PRP PRP PRP PRP PRP PRP
P.G. + + + + + +
J.F. + + + + + +
O.C. + + + + + +
S.R. + + + + + +
J.L. + + + + + +
G.A. + + + + + +
V.R. + + + + + +
G.G. + + + + + +
M.Z. + + + + + +
E.M. + + + + + +
E.F. + + + + + +
F.G. + + + + + +
[.M. + + + + + +
J.S. + + + + + +
D.G. + + + + + +
AA. + + + + + +
R.G. + + + + + +
C.F. + + + + + +
L.G. + + + + + +
L.F. + + + + + +

Tabla 3. Expresion de los distintos GFs plaquetarios buscados mediante Western Blot en PRP.
Negatividad (-) / Positividad (+)
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CELULAS
MARCADORES
MG63 DOK

CD45/CD14 (Control negativo) - -
HLA-ABC (Control positivo) ++ ++
CCR5 - ++
CXCR3 + +
CXCR4 - +
CDh9s5 ++ ++
HLA-DR - +
CD55 ++ ++
CD59 ++ ++

CD56 ++ +

CD38 - -
CD10 ++ ++

CD20 - -

CD3 - -

CD19 - -

CKA PE - +
CK18 FITC - +
EPCAM - ++

Tabla 4. Marcadores antigénicos en las células MG63 y DOK tras tipaje celular.

Negatividad (-) Positividad moderada (+) Alta positividad (++)
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MG63 DOK
MARCADORES PRP PPP PRP PPP

oh | 2an | 720 | on | 24h | 72h | oh | 24n | 72h | oh | 24h | 72h

CD10 X + + X - - X - = X - -

CD56 X = - X - - X - = X - -

DESMINA X - - X - - X - - X - -

VIMENTINA X ++ + X ++ + X - - X - -
CKAELAES | X | - | - | x| - | + | x| ++ |+ | x | « | =

KI67 -  PEEERE 0 e

Tabla 5. Resultados de Inmunohistoquimica.

Expresién del marcador

-: No se expresa el marcador

+: Marcador expresado por < 10% de las células presentes

++: Marcador expresado por 10% - 50% de las células presentes

+++; Marcador expresado por > 50% de las células presentes

X: Ausencia o escasez de células.
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H. DISCUSION
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H. DISCUSION

En el presente trabajo se ha pretendido ampliar el conocimiento sobre
las bases biolégicas que deben sustentar al empleo clinico del PRP y otros
productos analogos ricos en plaquetas. En contra de lo deseable, es posible
encontrar en la literatura cientifica una gran variedad de protocolos disefiados
para la obtencion de preparados autélogos derivados de la sangre del paciente
gue son aplicados con diversas finalidades quirdrgicas y en cuyo contenido
destaca una alta concentracion de elementos plaquetarios. Todos los métodos
propuestos comparten un patron comun en el que se provoca la separacion de
una cantidad variable de la sangre del paciente en distintas fracciones
mediante un proceso de centrifugado, para posteriormente extraer el volumen
plasmatico que alberga las plaquetas y que serd aplicado con fines
regenerativos (Marx et al., 1998; Anitua 1999; Landesberg et al. 2000;
Sonnleitner et al., 2000; Gonshor 2002; Efeoglu et al., 2004). Estos métodos se
distinguen fundamentalmente entre técnicas de doble o simple centrifugado y
en el tipo de activador que se emplea para gelificar la fraccion plasmatica

extraida.

Curiosamente, todos los autores reportan excelentes resultados para el
protocolo de centrifugado que proponen en cuanto a la obtencién de un
producto rico en plaquetas que contiene altas concentraciones de factores de
crecimiento de origen plaquetario. El porcentaje de incremento de plaguetas
gue se refleja en los estudios disponibles en la literatura cientifica en funcién a
los distintos protocolos propuestos va desde el 150% (Landesberg et al., 2000)
al 404% (Marx et al., 1998) sobre la concentracion plaquetaria en sangre
normal (Marx 2004). Parece ser que se obtiene una mayor concentracion
plaguetaria y, por tanto, una mayor concentracion de factores de crecimiento
mediante el empleo de técnicas de doble centrifugado (Appel et al., 2002;
Weibrich et al., 2005). Sin embargo, esto no debe ser necesariamente
considerado una ventaja, ya que la dosis Optima de factores de crecimiento
necesaria para provocar regeneracion tisular aun no ha sido establecida en

funcion de los condicionantes clinicos y el tipo de tejido que se pretende
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regenerar. Se ha observado como la administracién continuada a bajas dosis
de PDGF en cultivos de osteoblastos de origen animal estimula la funcion
osteoblastica, mientras que su aplicacion continuada a altas dosis provoca la
inhibiciobn de la actividad de estas células (Hsieh & Graves 1998). Estos
hallazgos se encuentran alineados con lo reportado en otros estudios in vitro
recientemente publicados en los que se ha observado una inhibicion de los
fenomenos proliferativos en cultivos de células osteoblasticas al aplicar PRP
con altas concentraciones plaquetarias, mientras que concentraciones mas
reducidas conseguian provocar una estimulacibn mas adecuada de la
diferenciacién y proliferacién de estas células (Arpornmaeklong et al., 2004;
Choi et al., 2005; Graziani et al., 2006), lo que sugiere la existencia de un
posible fendmeno de sobresaturacion celular que podria evitar la induccién de
fenomenos de proliferacion y diferenciacion celular. En este mismo sentido,
Weibrich y colaboradores han observado en un estudio llevado a cabo sobre un
modelo animal como la aplicacién de un preparado con una concentracién
plaguetaria moderada (con un incremento de alrededor del 250%) induce una
estimulacion 6ptima de la regeneracion 6sea periimplantaria, mientras que altas
concentraciones podrian incluso conducir a un efecto inhibitorio de los
procesos regenerativos (Weibrich et al., 2004). Por tanto, surge una pregunta:
¢, Cual es el protocolo que nos hace obtener un producto mas adecuado?

Algunos estudios han evaluado una posible influencia de la edad, el sexo
y el nimero de plaquetas en sangre circulante del donante sobre la
concentracion de plaquetas (Weibrich et al., 2001) y la concentracién de
factores de crecimiento (Weibrich et al., 2002a) presentes en preparados ricos
en plaquetas producidos por distintos métodos, no habiendo sido capaces de
establecer una correlacién siginificativa. Estos hallazgos podrian justificar que
todos los autores que proponen distintos métodos para obtener PRP
encuentren su protocolo como valido, sea cual sea la metodologia empleada.
Por lo tanto, a la espera de trabajos cientificos mas clarificadores al respecto,
gué protocolo de centrifugado usar para obtener preparados aut6logos ricos en
plaquetas parece depender fundamentalmente de cuestiones econémicas y de
planificacion operatoria, en cuanto a la cantidad de concentrado plaquetario

gue el cirujano pueda necesitar para llevar a cabo la intervencién.
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En nuestro estudio hemos utilizado un protocolo de un solo centrifugado,
basado en la técnica propuesta por Anitua (1999; 2001), por distintas razones.
En primer lugar, los volumenes de sangre requeridos para llevar a cabo esta
técnica son muy reducidos, pudiendo obtener una cantidad de preparado
autdlogo suficiente que se ajusta a las necesidades impuestas por el tipo de
estudio disefiado. En segundo lugar, la técnica es muy sencilla
metodoldgicamente y es rapida de ejecutar, mostrandose como un protocolo
facilmente reproducible, lo que es muy interesante para el desarrollo del trabajo
de investigacion, en el que se manejaron multitud de muestras. En tercer lugar,
esta metodologia no requiere el empleo de una maquinaria ni un material
fungible especialmente costoso, lo que la convierte en una técnica favorable
desde un punto de vista econémico. En cuarto y ultimo lugar, una importante
ventaja de este protocolo es el tipo de activador de la coagulacion que se

emplea: Cloruro de Calcio (Cl,Ca).

En la descripcién de las primeras técnicas de obtencién de PRP se
preconizé el uso de una mezcla de trombina bovina y Cl,Ca como solucién
activadora de la porcion de plasma extraida tras el proceso de centrifugado
(Marx et al., 1998). Algunas voces se alzaron en contra de usar trombina
bovina debido al riesgo de provocar coagulopatias realcionadas con el factor V
gue pudieran comprometer la vida del paciente (Landesberg et al., 1998). Para
obviar ese problema se ha propuesto activar la coagulacién del plasma rico en
plaguetas con trombina autdloga (Kassolis et al., 2000), trombina de origen
humano (Tisseel®) (Sonnleitner et al., 2000), o incluso empleando un péptido
agonista para el receptor de la trombina (TRAP) (Landesberg et al., 2005; Tsay
et al., 2005) con el que, ademas de evitar los problemas de reacciones
adversas, se obtendria una rapida coagulacion del gel (9.25 minutos por 100
mmol/Litro de TRAP). Pese a la polémica asociada a la trombina bovina, aun
no se ha demostrado que la aplicacion de concentrados plasmaticos de
plaguetas activados con trombina bovina pudiera desencadenar coagulopatias
indeseables, aunque sustituir su uso ha sido sugerido para evitar ese riesgo
(Sanchez et al., 2003a).
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Sin embargo, desde nuestro punto de vista, su uso implica otra serie de
inconvenientes. En primer lugar, el uso adicional de trombina encarece el coste
del proceso de preparacion. En segundo lugar, existe el riesgo de transmision
de enfermedades virales de origen bovino. Pero lo que es mas importante, la
trombina es conocida por ser un potente activador de las plaquetas, actuando
como agonista fuerte (Furman et al., 1998), lo que provocaria una liberacion
rapida y masiva del contenido plaquetario, incluidos los granulos a. De este
modo, la secrecidén precoz de los granulos o desembocaria en la liberacién,
entre otras moléculas, de factores de crecimiento, proteinas conocidas por su
gran labilidad y una baja supervivencia plasmatica, lo que podria conllevar la
desnaturalizacion prematura de estos agentes y la consiguiente inutilizacién de
los mismos, lo que podria distorsionar los resultados de este trabajo. Al
contrario que la trombina, el Calcio, o factor IV de la coagulacién, es un
agonista débil de los procesos de activacién plaquetarios (Gemmell & Park
2000). Por tanto, el uso de Cl,Ca, que se disocia en iones de CI'y Ca™", siendo
este Ultimo el activador real, es en nuestra opinién una opcién mas adecuada
para conseguir la coagulacion de la muestra de plasma, buscando la facilidad
de manejo de la muestra y la activacion débil de las plaquetas. De este modo
se evitarian los mencionados problemas de liberacion exacerbada del
contenido plaquetario, la aparicibn de reacciones inmunes adversas v,
ademas, es un producto con un coste muy bajo, con el que se consigue la
coagulacién de las muestras de PRP y PPP en aproximadamente 12 minutos
segun el procedimiento que hemos seguido.

Hasta el momento actual, gran parte del conocimiento relacionado con el
empleo de estos derivados sanguineos autdlogos con fines regenerativos
emana esencialmente de la descripciébn de su utilidad clinica y de los
beneficiosos efectos que derivan de su aplicacion, pero de forma sorprendente
en ausencia de un estudio que evidencie los constituyentes del coéagulo.
Hablamos, por tanto, de la aplicacién clinica de un producto sin una base
cientifica solida que ayude a explicar los efectos terapéuticos reales que este
material bioldgico pueda ejercer. Por ello, el primer objetivo que se planted
dentro de esta linea de investigacion fue la caracterizacion morfolégica de los
coagulos de PRP y PPP.
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Utilizando técnicas de estudio ultraestructural, mediante microscopia
electronica, hemos evidenciado la constitucién del gel de PRP y PPP que el
clinico utliza directamente sobre sus pacientes. Nuestros resultados
demuestran y confirman las sospechas de que el gel de PRP esta constituido
por una malla de fibras distribuidas al azar (fibrina), conformando un entramado
ocupado por elementos celulares identificados como plaquetas. Los resultados
aportados por este estudio concuerdan con el modelo propuesto en un reciente
trabajo llevado a cabo por Dohan y colaboradores, en el que se presenta una
recreacion tridimensional virtual, de lo que deberia encontrarse en el PRP,
intentando ilustrar como seria la relacién fibrilar, celular y molecular que se da
en dichos coagulos (Dohan et al., 2006). Hay que resaltar, que para llevar a
cabo la caracterizacion de estos elementos formes sanguineos, las plaquetas,
utiizamos técnicas de citofluorometria de flup (FACS) basadas en
procedimientos inmunocitoquimicos como la inmunofluorescencia indirecta
(IF), aplicando el anticuerpo monoclonal CD41-PE, que reconoce
especificamente una glicoproteina de superficie que define esta poblacion
celular (Fernandez et al., 2006, aceptado en 2005).

Tras demostrar que las células presentes en mayor proporcién en el
PRP obtenido por el método descrito en este estudio son plaquetas, se puede
descartar la presencia en cantidades indeseables de otras células de origen
sanguineo tales como monocitos/macréfagos o linfocitos. La posibilidad de
obtener un preparado que contenga plaquetas como elemento forme
mayoritario despejaria las preocupaciones expuestas al respecto por algunos
autores, los cuales, tras emplear PRP en un modelo experimental animal en el
gue no se alcanzaron los resultados regenerativos esperados, justificaron estos
hallazgos con la elevada tasa de leucocitos presentes, cuyos productos de
secrecion podrian interferir con la regeneracion ésea (Li et al., 2004). Estas
células leucocitarias podrian liberar o promover la secrecién por parte de otras
células del entorno de mediadores biolégicos proinflamatorios o quimiotacticos
para tipos celulares como los osteoclastos, cuya activacion podria interferir con

los propoésitos regeneradores que se persiguen.
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Del mismo modo, se hizo patente que no sélo es posible la activacion
plaquetaria in vitro en el gel de PRP, sino que, como indicaron Lemons y
colaboradores (2000), se puede inducir la liberacién controlada de los granulos
de las plaquetas y su contenido al medio, lo que seria muy interesante desde el
punto de vista de la aplicacion de factores de crecimiento plaguetarios con fines

terapéuticos.

Si bien, y como hemos mencionado anteriormente, no existian en la
literatura estudios que proporcionaran evidencias cientificas acerca de la
constitucion del PRP y del PPP, de igual forma no es posible encontrar datos
gue proporcionen evidencia de la presencia de factores de crecimiento
plaquetarios en el coagulo de PRP que el clinico utiliza en el momento de su
acto terapéutico. Hasta ahora, la gran mayoria de los estudios que han
localizado algunos de los factores de crecimiento plaquetarios en el PRP se
han llevado a cabo metodol6gicamente sobre la fraccion correspondiente del
centrifugado sin aplicar el agente gelificador (Marx et al., 1998; Zimmerman et
al. 2001; Weibrich et al., 2002b, 2003a, 2003b, 2005; Eppley et al., 2004), pero
no directamente sobre el codgulo de PRP que se emplea clinicamente. A
nuestro entender, el anadlisis de la presencia de factores de crecimiento
plaguetarios directamente sobre este coagulo, proporcionaria una dimensién
muy ajustada a la realidad clinica, ya que es el PRP en este estado gelificado

como es utilizado por el profesional en su quehacer diario.

Teniendo en cuenta este planteamiento, nos propusimos profundizar en
el conocimiento bioquimico del gel de PRP, concretamente, en la deteccion de
una serie de factores de crecimiento plaquetarios: VEGF, TGFbl, bFGF,
PDGF-A, IGF-1 y EGF. Estos fueron seleccionados en funcién tanto de una
revision de los factores mitogénicos que habian sido identificados en el interior
de los granulos o (Tabla 1), como de aquellos que, atendiendo a las propiedades
reportadas en la literatura cientifica, pudieran tener una mayor influencia sobre
las células implicadas en los procesos de regeneracion osteoepitelial. Para
alcanzar este objetivo, utilizamos técnicas de extraccibn de proteinas,
electroforesis en SDS-PAGE e identificacion mediante Western Blotting, las

cuales han servido para evidenciar la presencia de dichos factores de
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crecimiento en coagulos de PRP obtenidos de distintos donantes. Estos
resultados nos permiten afirmar que nos encontramos ante la primera
identificacion simultanea de estos 6 factores de crecimiento plaquetarios “in
situ” sobre este material bioldgico gelificado, lo que demuestra su presencia
como constituyentes del coagulo de PRP.

Ahora bien, si nuestros resultados suponen un avance novedoso en el
conocimiento del coagulo de PRP, no es menos cierto que plantean nuevos
interrogantes. En este sentido, la reflexion surge rapidamente: ya hemos
identificado los factores de crecimiento en el coagulo de PRP que, en términos
clinicos, supone decir que el odontdlogo proporciona realmente estos factores

de crecimiento al paciente, pero ¢,son activos?

No hay que olvidar, que la técnica utilizada por nosotros, el Western blot,
asi como cualquiera de las otras técnicas que pudiesen ser aplicadas para este
fin, como por ejemplo la técnica de ELISA, permiten detectar la presencia de
moléculas determinadas, y mas concretamente de epitopos de ellas, mediante
Su unién a reactivos inmunolégicos de alta especificidad, como son los
anticuerpos monoclonales. Sin embargo, los factores de crecimiento son
proteinas cuya accion es muy local (Vilcek 2003) y que poseen una vida media
muy corta ya que, una vez son liberadas por parte de las células secretoras,
pueden sufrir un proceso de desnaturalizacion por la accion de enzimas
proteoliticas, verse inmersos en fendmenos de endocitosis o ser solubilizados
por el propio elemento de vehiculizacion (Giannobile 1996). Por ejemplo, PDGF
no puede ser detectado en sangre circulante en condiciones normales y
cuando es inyectado intravenosamente su vida media es de 2 minutos (Nimni
1997). A laluz de estos datos es inevitable plantearse serias dudas en cuanto a
la variable cantidad de factores de crecimiento con posibilidad de ejercer su
accion biologica que se liberarian por coagulo de PRP aplicado. En vista a
estas limitaciones es l6gico preguntarse como seria posible hacer, mediante la
aplicacion de PRP, una estimulaciéon selectiva de un tejido en concreto que
interese regenerar en un determinado escenario clinico o experimental, ya que
el medio de aplicacion y la dosis a administrar de cada uno de los factores de
crecimiento plaquetarios pueden ser factores criticos a la hora de modular la
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actividad celular en el sentido deseado (Hokugo et al., 2005). Creemos que
esta cuestion debe representar uno de los interrogantes a resolver antes de
protocolizar la aplicacién rutinaria de productos ricos en plaquetas en la clinica
diaria.

Una serie de reflexiones siguen a la anterior: ¢Son estos factores de
crecimiento los Unicos o principales responsables de los efectos biolégicos que
subyacen a la mejora de las condiciones de regeneracion tisular?, ¢Es el
componente fibrilar del coadgulo el que media solo y exclusivamente en los
procesos bioldégicos que conducen a estos efectos regeneradores y los
consiguientes resultados clinicos? O ¢Se complementan en esta modulacion
positiva el entramado fibrilar y diversos elementos plasméticos, entre los que se

encuentran los factores de crecimiento, actuando conjuntamente?

Para intentar resolver estas interrogantes, disefiamos una experiencia in
vitro que permitiera, en primer lugar, poner en evidencia la interrelacion
existente entre los componentes constitutivos del coagulo de PRP y PPP y dos
modelos celulares que representan a los tipos celulares implicados en los
procesos de regeneracion osteoepitelial oral y, en segundo lugar, analizar el
comportamiento de estas células, en términos de proliferacion y diferenciacion
en distintos intervalos de tiempo hasta 72 horas, tiempo en el que finaliza la
fase de hemostasia e inflamacién inicial, en la que interactian el coagulo

sanguineo y las células con potencial regenerativo (Kiritsy et al., 1993).

En base a los hallazgos de caracterizacion morfolégica sabemos que el
PPP esta constituido en su inmensa mayoria por material fibrilar identificado
como fibrina, por ello representa un modelo aislado para el estudio de las
posibles interacciones y efectos biolégicos con elementos formes de origen
diverso. Por otro lado, sabemos como el PRP suma al material fibrilar los
elementos formes sanguineos, inexistentes en el modelo de PPP, identificados
en su mayoria como plaquetas, que aportan diversos factores de crecimiento.
Junto a los dos modelos experimentales de coagulo, elegimos la
internacionalmente contrastada linea celular osteoblastica humana MG63 como
modelo osteogénico (Kue et al., 1999; Bachle & Kohal 2004), y la también
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reconocida linea celular de origen humano DOK como modelo epitelial (Chang
et al., 1992).

Las distintas muestras de coagulo y los modelos celulares fueron
interrelacionados sembrando un numero de células definido de ambas estirpes
celulares sobre los coagulos de PPP y de PRP. Este procedimiento, en
términos de cultivos celulares, es denominado cocultivo, el cual se realizé
sobre placas estériles para cultivos celulares con pocillos de fondo plano a los
gue se les afiadié medio de cultivo RPMI en ausencia de suero bovino fetal
inactivado que se sabe contiene factores de crecimiento cuya presencia podria

interferir en los resultados obtenidos asi como en su interpretacion.

Para valorar los cambios morfofuncionales celulares derivados del
cocultivo se recurrio a la caracterizacion previa de las lineas celulares DOK y
MG63 en condiciones basales, tanto en cultivo como aisladas, valiéndonos de
técnicas de microscopia Optica y electrénica. El estudio mediante microscopia
Optica invertida, utilizada como metodologia de analisis y seguimiento de
células en cultivo (Helmrich & Barnes 1998), mostr6 como las células de la
linea MG63 y DOK presentaban un gran pleomorfismo celular, observandose
células con morfologia estrellada, fusiforme y esférica, muchas de las cuales
desplegaban grandes prolongaciones citoplasmaticas. De igual forma, el
analisis mediante microscopia electronica de barrido puso de manifiesto las
diferentes morfologias celulares asi como las prolongaciones citoplasmaticas
emitidas por ambos tipos celulares durante en su cultivo. En cambio al ser
observadas en condiciones de aislamiento del frasco de cultivo mediante SEM
y TEM se pudo ver como predominaba la morfologia celular esférica o globular
de las células. A nuestro juicio, estos hallazgos iniciales ponen en evidencia
que los resultados que se obtienen al trabajar con estos modelos celulares
pueden estar influenciados por la presencia de células aisladas, en grupo o
dispuestas en monocapa adheridas al sustrato, en el momento del

procesamiento.

Tras caracterizar ultraestructuralmente en condiciones basales los dos

modelos celulares utilizados en nuestro disefio experimental, procedimos al
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estudio de la relacion de éstos con los coagulos de PRP y PPP. En este
sentido, los resultados derivados del estudio ultraestructural mediante SEM y
TEM de las distintas muestras obtenidas a partir del modelo que aqui se
propone han permitido objetivar una serie de fenémenos de gran importancia.
En primer lugar se observd como, tanto para las celulas de la linea MG63
como DOK, es necesario un tiempo inicial para que ocurran fenbmenos de
adherencia celular a la estructura en malla que caracteriza tanto al PRP como
al PPP. Avala este resultado, la escasa o0 nula presencia de ambos tipos
celulares adheridos a la malla del coagulo a tiempo “0”. Esto pone en evidencia
gue la interrelacién existente entre el coagulo de fibrina y las células
osteogénicas utilizadas afecta fundamentalmente al fenébmeno de adherencia
célulo-fibrilar y a unos aspectos fenotipicos particulares del proceso de
diferenciacién celular. En segundo lugar, y relacionado con el proceso de
diferenciacién celular, observamos una gran cantidad de elementos vesiculares
de secrecion a nivel de la membrana celular y en el espacio extracelular,
acompanado de un notable incremento de material amorfo pericelular de
caracteristicas similares al material osteoide. Para nosotros, este resultado
sugiere que, en el contexto del modelo de regeneracion Osea, las células
MG63 incrementan su grado de diferenciacion funcional y evocan las funciones
gue caracterizan in vivo las células destinadas a la regeneracién 6sea (Garant
2003). En tercer lugar, el mantenimiento del cocultivo en el tiempo, cursé con
un incremento de las morfologias celulares fusiformes y con la aparicion de
prolongaciones citoplasmaticas que profundizaban en la superficie del coagulo
y que abrazan a las fibras constituyentes del mismo; un claro signo de que las
células, tanto MG63 como DOK, alcanzaban progresivamente una mas
estrecha relacion fisica con las muestras de coagulo, fendmeno en el que la
fibrina juega un papel primordial (Nehls & Herrmann 1996). Sin embargo, el
hallazgo mas interesante fue la observacion de fenébmenos de fagocitosis del
material fibrilar por parte de las células MG63 que se encontraban en relacion
al coagulo de PRP y PPP tras 72 horas de cocultivo. Este evento se podria
explicar en que las células correspondientes a la linea MG63, tras adherirse
inicialmente a la estructura fibrilar del codgulo de PRP y/o PPP, madurarian
esta adherencia mediante el establecimiento de medios de unidén bien
diferenciados, como los hemidesmosomas, y emitiendo prolongaciones
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citoplasmaticas que engloban a este material fibrilar, para posteriormente
internalizarlo como un gran fagosoma con objeto de iniciar su degradacion
intracelular, empleando el material fibrilar como sustrato metabdlico (Imagen 53).
Al mismo tiempo se pudo ver como estas células sintetizan, en sus bien
desarrollados RER y aparato de Golgi, material osteoide destinado a ocupar el
espacio aparecido como consecuencia de la fagocitosis de dicho material
fibrilar.

En armonia con lo expuesto por Yamada y colaboradores (2004), que en
un estudio sobre modelo animal observaron como la aplicacion de un
andamiaje con células pluripotenciales mesenquimales junto con un
concentrado plaquetario es capaz de estimular la regeneracion 6sea de manera
mas eficaz que la mera aplicacion de la malla con células indiferenciadas,
pensamos que nuestros hallazgos permiten valorar al entramado de fibrina
constituyente de los coagulos de PRP y PPP como un conductor de la
organizacion celular en los procesos regenerativos, actuando a modo de
andamiaje, y como un inductor de la diferenciacion morfo-funcional de las
células osteogénicas y epiteliales implicadas en la regeneracion tisular. A la luz
de estas observaciones se abre la puerta al empleo de estos preparados como
un soporte biolégico autélogo para transportar distintos tipos celulares, agentes
bioactivos o farmacos que al ser aplicados en la zona deseada ayuden resolver
situaciones de dafo tisular por traumatismos o infecciones, como ha sido

sugerido recientemente (Yazawa et al., 2003; Jung et al., 2005).

Tras evidenciar, mediante técnicas de andlisis ultraestructural, la
existencia de eventos de diferenciacion celular y fenbmenos de interaccion
célula-coagulo nos propusimos encontrar marcadores bioquimico-moleculares
qgue reflejaran este grado de diferenciacion morfofuncional anteriormente
comentado. Para ello se planted realizar un analisis de la expresion de
diversos marcadores por parte de las células de las lineas MG63 y DOK
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Este nuevo objetivo nos planteaba
la necesidad de caracterizar en estos términos las células MG63 y DOK
escogidas como modelos experimentales, ya que no existia, hasta entonces,

un estudio de estas caracteristicas en la literatura cientifica consultada. Para
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ello se llevé a cabo una técnica de citometria de flujo con anticuerpos
monoclonales especificos para CD45, CD14, HLA-ABC, CCR5, CXCRS,
CXCR4, CD95, HLA-DR, CD55, CD59, CD 56, CD38, CD10, CD20, CD3,
CD19, CKA-PE y CK18-FITC y EPCAM.

Una vez establecido el tipaje celular (Tabla 4), se seleccionaron los
marcadores que, habiendo expresado positividad en ambas lineas, fueron
considerados mas interesantes por sus implicaciones bioldgicas dentro de los
eventos celulares que se querian analizar en el contexto de este trabajo como
fueron CD10 y CD56, ademas de otros marcadores clasicos de proliferacion
celular (Ki67) y de diferenciacion epitelial (CK AE1/AE3) y mesenquimal
(Desmina y Vimentina). Si bien, los marcadores objeto final de nuestro estudio
guedaron finalmente acotados a aquellos que creiamos mas relevantes para
alcanzar los objetivos de esta investigacion, no quisimos perder la ocasion de
analizar la expresién de otros marcadores que pudieran tener importancia en
los procesos de adhesién, quimiotaxis, proliferacién y diferenciacion celular por
parte de las células MG63 y DOK, abriendo asi nuevas posibilidades y
perspectivas a desarrollar por nosotros u otros investigadores en un futuro
inmediato y que podrian complementar las bases cientificas de la utilizacion

terapéutica del PRP.

Como se indic6 anteriormente, en la mayoria de los muestras obtenidas
a tiempo “0” existia una escasa o nula presencia de elementos formes, tanto de
células MG63 como DOK, sobre la superficie de los coagulos de PRP y PPP, lo
gue hizo imposible realizar una valoracién ponderada fiable de los resultados
de la expresion de los marcadores de diferenciacién y proliferacion elegidos
para el estudio por inmunohistoquimica (Figura 103). Si observamos atentamente
la metodologia de cocultivo empleada en nuestro modelo experimental, en el
gue las células fueron sembradas sobre los distintos coagulos, se puede
justificar esa falta de celularidad en que las células sembradas sobre el coagulo
se deslizarian sobre su superficie depositandose en el pocillo de cultivo. De
este modo, la interaccion con las muestras de PRP y PPP se estableceria a
partir del momento “0”. Este hecho demuestra que, dentro de los limites de este

estudio, no existe una interaccion precoz o inmediata significativa de las células
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empleadas como modelo osteoepitelial con los sustratos de PRP o PPP. Por lo
tanto, es entendible que en el tiempo “0” la expresién de los marcadores es un

fiel reflejo del estado de caracterizacion basal de esta linea celular.

El andlisis de la expresion de los marcadores por parte de las células
MG63 en las muestras de cocultivo junto con coagulos de PRP y PPP mostro la
disminucion de la expresion de CD10, una metaloproteasa que se expresa en
células sensibles a diversas hormonas y péptidos moduladores, que ejerce su
funcion degradando esos elementos proteicos del entorno celular,
disminuyendo su concentracion y la respuesta biolégica de la célula diana
(Oliva 2004). La baja expresion de CD10 dejaria a estas células mas expuestas
frente a posibles acciones hormonales y peptidicas y, por tanto, habria una
mayor probabilidad de modulacion celular a partir de la accién de diversos
mediadores de naturaleza proteica. En este contexto, es ldgico pensar que
para alcanzar y mantener un mayor grado de diferenciacion en las células
osteogénicas MG63 seria necesario un mayor efecto biolégico hormonal y
peptidico. CD56 se ha relacionado con la activacién de receptores de factores
de crecimiento como el FGF (Kiselyov et al., 2005). La disminucion en la
expresion de CD56 desde el tiempo basal “0” hacia las 72 horas de cocultivo
podria indicar una menor necesidad de las células MG63 a la estimulacion y/o
modulacién del crecimiento celular por parte de diversos factores mitogénicos.
El analisis inmunohistoquimico mostré6 ademas una disminucién progresiva de
la expresion de vimentina, un filamento intermedio considerado un Optimo
marcador de diferenciacién de células mesenquimales. Es conocido como una
expresion alta de vimentina se encuentra inversamente relacionada con un
mayor grado de diferenciacién celular (Duprey & Paulin 1995). Por ello,
podemos decir, que el cocultivo de las células MG63, tanto con el coagulo de
PRP como con el de PPP, provoca un aumento de su grado de diferenciacion.
Este dato bioquimico-molecular concuerda con los datos obtenidos mediante
las técnicas de estudio ultraestructural que hemos venido utilizando para este
estudio, las cuales han revelado signos evidentes de diferenciacion
morfolégica. Ademas, esta idea queda apoyada por la inexistente expresion de
desmina, la cual tiene su expresion maxima y casi exclusiva en el tejido

muscular estriado con diferenciacion terminal; es decir, cuando la célula
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mesenquimal indiferenciada de la que es originaria la célula muscular estriada
ha seguido una de las lineas de diferenciaciébn posible, la diferenciacién
muscular (Costa et al,. 2004). Por ello, es esperable que las células
osteogénicas, y en concreto las MG63, tipo celular proveniente de otro de los
grandes caminos de diferenciacion mesenquimal, sean negativas a la
expresion de esta proteina marcadora, la desmina. La expresién de
CKAE1/AE3, citoqueratinas, no es un hallazgo relacionado con tipos celulares
de origen mesenquimal. La sola y leve expresion a las 72 horas de cocultivo
con PRP, parece estar mas relacionada con la propia idiosincrasia de las
células MG63 que con una significacion en la diferenciacion de las mismas. No
hay que olvidar que las células de la linea MG63, pese a ser un excelente y
contrastado modelo biol6gico osteogénico, son de origen tumoral, lo que podria
explicar la aparicién de aberraciones cromosémicas que incluyen numerosas
alteraciones genéticas que podrian modular de forma no bien conocida la
expresion de gran multitud de proteinas impropias de esta estirpe celular. Por
altimo la expresion de Ki67, un marcador nuclear de proliferacion celular
(Scholzen & Gerdes 2000), por parte de las células MG63 que se disponian en
relacion a los coagulos de PRP y PPP se estableci6 como muy discreta a lo
largo de las 72 horas de cocultivo. Se conoce, como existe una relacion inversa
entre los procesos de diferenciacion y proliferacion celulares, es decir, cuando
las células se estan diferenciando, disminuye su tasa de proliferacién, lo que
justifica la baja expresion de este marcador en este modelo osteogénico.

El analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion y
proliferacion en las células de la linea de origen epitelial DOK ha mostrado
algunas coincidencias en la expresion de marcadores con las células
osteogénicas MG63. La expresion de las moléculas CD56 y CD10 y del
marcador de proliferacion Ki67 es similar al de las células osteogénicas MG63;
por tanto, los mismos comentarios y argumentos utilizados previamente son
aplicables en este contexto. La negatividad en la expresion de desmina y
vimentina era esperable ya que son marcadores de células mesenquimales, y
no epiteliales, y se efecturaron como control negativo. El principal hallazgo fue
la observacion del aumento de expresion de citoqueratinas por parte de las
células DOK a lo largo del tiempo de cultivo tanto para PRP como para PPP.
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Este hallazgo se encuentra en concordancia con nuestros resultados
ultraestructurales que evidencian un mayor grado de diferenciacién celular
morfolégica de las células DOK hacia las 72 hrs de postcultivo. Igualmente, son
resultados que se encuentran de acuerdo con lo indicado por otros estudios in
vitro en los cuales células de origen epitelial aisladas expresan gran cantidad
de estas moléculas (Gasparoni et al., 2005). Ademas, fue muy llamativo que la
expresion mas alta de estas moléculas se consiguié con mas rapidez en el
caso del cocultivo con PRP que con PPP. Esta observacion, que no tiene un
reflejo claro en nuestro estudioultraestructural, podria reflejar la Unica evidencia
de que diversos factores plaquetarios, no necesariamente factores de
crecimiento, podrian modular o intervenir en el proceso de diferenciacion de

células de origen epitelial, en nuestro caso de las células DOK.

La concordancia entre los hallazgos morfoldgicos ultraestructurales con
los obtenidos mediante procedimientos cito e inmunohistoquimicos indican que
el modelo bioldgico aqui desarrollado y la tecnologia utilizada para su estudio
se muestran muy eficaces para el andlisis de la influencia del PRP frente al
PPP en el proceso altamente complejo de regeneracion osteo-epitelial. En este
sentido, todos los resultados, observaciones y evidencias derivados de
nuestros estudios ultraestructurales, son aplicables tanto para el modelo de
cocultivo con PRP como de PPP, como se desprende del andlisis de las
imagenes presentadas. Por tanto, esto induce a pensar que los posibles
efectos que pudieran ejercer los factores de crecimiento que son liberados por
las plaquetas englobadas en el codgulo de PRP sobre las células incubadas en
cocultivo son irrelevantes, al menos, durante el periodo inicial de 72 horas

postcocultivo.

Esta conclusién, que contrasta con los resultados presentados por otros
estudios in vitro que encuentran una clara modulacién positiva de los procesos
de diferenciacion y proliferacion de células relacionadas con la regeneracion
osteoespitelial en tiempos similares a través de los factores de crecimiento
contenidos en las plaguetas (Okuda et al., 2003; Ogino et al., 2006), es acorde
con los resultados aportados por un ensayo in vitro de reciente publicacion, en

el que no se observaron diferencias significativas en la influencia de coagulos
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de PRP o PPP sobre la proliferacién y diferenciacion de osteoblastos y
fibroblastos humanos (Cenni et al., 2005). La reflexion aqui expuesta se
encuentra en concordancia con lo expuesto por Kawase y colaboradores en un
interesante trabajo publicado en 2003, en el que se sugiere que la secuencia
de beneficiosos eventos clinicos observados en el paciente como consecuencia
de la utilizacién del PRP en los diferentes campos de la patologia oral podria
ser explicada merced a la interrelacion que los distintos tipos celulares
implicados en la regeneracion osteoepitelial establecen y mantienen con la
estructura fibrilar, a modo de soporte y matriz conductora, en combinacion con
la modulacién ejercida por los factores de origen plaguetario presentes en el
PRP (Kawase et al., 2003). En base a esta idea, la accién biol6gica del
entramado de fibrina cobraria una gran importancia sobre la capacidad
moduladora de los factores de crecimiento dentro de los procesos de

regeneracién y reparacion tisular.

En conclusion, a la luz de los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion, se puede afirmar que el empleo de preparados autdlogos
obtenidos de la sangre del paciente, no debe venir dado por el hecho de que
sean ricos 0 no en plaquetas, sino por la presencia de fibrina y otras proteinas
estructurales, como la fibronectina y la vitronectina, presentes en el coagulo
sanguineo, caracteristica que comparten tanto el coagulo de PRP como el de
PPP.

Finalmente queremos resefiar que con la presentacion de este trabajo
de Tesis Doctoral creemos aportar importantes hallazgos que pueden ser de
utilidad para el avance del conocimiento cientifico relacionado con el uso clinico
de estos productos de origen sanguineo, aunque indudablemente otros muchos
interrogantes en relacion a este tema se encuentran a la espera de ser
respondidos, algunos de los cuales pretendemos abordar con mayor

profundidad en proximas experimentaciones.
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|. CONCLUSIONES

1.- La caracterizacion morfologica del coagulo de plasma rico en
plaguetas evidencié que consta esencialmente de una malla de fibrina en
relacion a una gran cantidad de elementos formes sanguineos, que en su
mayoria son plaquetas. Igualmente se pudo constatar que el coagulo de
plasma pobre en plaquetas consta esencialmente de un entramado de fibrina
en ausencia aparente de plaquetas u otras células sanguineas que preserven

una integridad citoestructural.

2.- Existen, al menos, seis factores de crecimiento plaquetarios distintos

dentro del coagulo de plasma rico en plaguetas que es aplicado clinicamente.

3.- Los resultados derivados del estudio del modelo propuesto en este
trabajo ponen en entredicho la influencia que los factores de crecimiento
plaguetarios poseen sobre la modulacion de las células implicadas en la
regeneracion osteoepitelial.

4.- La validacion experimental del modelo biolégico coagulo-célula abre
la puerta a nuevas terapias basadas en la posibilidad de usar estas matrices
autdlogas como transportadores bioldgicos de farmacos, agentes bioactivos o
células pluripotenciales o aplicarlas a modo de membranas autdlogas

conductoras de la respuesta celular regenerativa.
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