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I. INTRODCUCCION

La enfermedad periodontal representa una de las causas principales de pérdida
dental a nivel mundial. Caracterizada por defectos periodontales formados como
resultado de un proceso infeccioso que es iniciado por la presencia de
microorganismos subgingivales, las toxinas de estos microorganismos producen
un estado constante de inflamacién que gradualmente rompe el epitelio de union y
conduce a la reabsorcién de hueso alveolar, clinicamente se caracteriza por
migracion, perdida de la arquitectura gingival, movilidad y migracion dental y

finalmente la pérdida de los dientes.

En un intento por restablecer la salud y funcion de los tejidos periodontales han
surgido investigaciones para identificar modalidades de tratamiento que permitan
promover la regeneracion de dichos tejidos. Dentro de las terapias regenerativas
que se han utilizado con diversos grados de éxito se incluyen la colocacion de
autoinjertos, aloinjertos y substitutos 6seos, la utilizacion de barreras fisicas como
es el caso de las membranas que buscan guiar la proliferacion de los tejidos
periodontales Otra modalidad autorizada recientemente por la FDA (Federal
Drugs Administrartion) para promover la regeneracion de los tejidos
periodontales es la colocacion de un factor de crecimiento recombinante (factor de
crecimiento derivado de las plaquetas mezclado con fosfato § tricalcico)que son
una clase de mediadores que tienen un papel importante en la estimulacion y

regulacion de dicho proceso.

El plasma rico en plaquetas es una forma de obtener y concentrar los factores de
crecimiento que el organismo utiliza en forma natural para que de esta manera se

estimulen las vias naturales de la cicatrizacion.



Como es bien sabido que las plaquetas tienen muchas funciones més alla de la

simple hemostasia. Las plaquetas contienen los ya mencionados importantes
factores de crecimiento, que cuando son secretados, son responsables de los
eventos celulares importantes para la cicatrizacion.

La importancia de hacer esta revision es entender porque los factores de
crecimiento son utilizados como un procedimiento terapéutico importante en la
regeneracion periodontal, dandonos una alternativa para devolver la salud y

funcion de los tejidos periodontales.



1. PLAQUETAS

1.1 ORIGEN DE LAS PLAQUETAS

Ciclo vital de las células sanguineas

Es necesaria la constante produccion de células nuevas para mantener la cantidad
original. La hemopoyesis es la formacion de células sanguineas y tiene lugar en
los tejidos u oOrganos hematopoyéticos, de los cuales el mas importante es la
médula o6sea. Alli se forman todos los eritrocitos, trombocitos, leucocitos
granulares y monocitos. Parte de los linfocitos también se forman en la médula
oOsea, pero el resto se originan en los tejidos y organos linfoides (timo, nddulos
linfaticos y bazo). La formacion de células sanguineas en la médula osea se
denomina mielopoyesis.

Las células sanguineas maduras son liberadas al torrente sanguineo y circulan por
los vasos a partir de ese momento. A la vez que forman células sanguineas, los

tejidos hemopoyéticos también las degradan'.

Ciclo vital de los trombocitos

Se forman en la medula Osea a partir de los megacariocitos, células
extremadamente grandes de las series hematopoytiécas de la médula 6sea, que se
fragmentan y forman diminutas plaquetas en la médula 6sea o poco después de
entrar en la sangre. La concentracion normal de plaquetas en la sangre oscila entre

150 000 y 300 000 por microlitro”.

Los megacariocitos son células grandes redondeadas, de 50-100 um de diametro.
El nucleo también es grande con numerosos lobulos de tamafio variable. El
abundante citoplasma es apenas eosinéfilo en los preparados de extendidos

sanguineos y contiene numerosos granulos azurofilos pequefios.




La célula madre unipotente especifica de la linea de los megacariocitos y, por lo
tanto de los trombocitos, CFU-Meg, da origen al megacarioblasto, que es la
primera célula identificable por su morfologia en la serie trombocitica, es decir,
los estadios celulares desde el megacarioblasto es una célula muy grande, de 30-
100 pm de diametro, con un gran nucleo oval y citoplasma basofilo. En el
megacariocito formador de plaquetas los granulos forman pequefios grupos en el
citoplasma, en especial en la periferia, donde también se distinguen
invaginaciones similares a seudopodos. Las plaquetas se forman cuando los
seudopodos se extienden por entre las células endoteliales de los pequenos vasos
sanguineos de la médula 6sea, donde se separan y son arrastrados por el torrente
sanguineo. Solo después adoptan la forma caracteristica de gajo, de 3 pm de
diametro. Cuando el citoplasma se transformod en plaquetas degenera la célula, y

, . . . 1
el nucleo, con los restos de citoplasma, es fagocitado por los macrofagos .

El periodo de maduracion en la médula o¢sea, desde la aparicion del
megacarioblasto hasta la liberacion de las plaquetas, dura unos 10 dias. Los
trombocitos circulantes tienen una vida media adicional en el torrente sanguineo
que dura otros 10 dias. Después se elimina de la circulacion principalmente por el
sistema de macrofagos tisulares.

En condiciones normales se mantiene constante, dentro de los limites estrechos, el
numero de plaquetas circulantes, pero si disminuye en cantidad, aumenta la
produccion por estimulacion de la produccion de megacarioblastos, de la
maduracion de los megacariocitos y se refuerza la produccion de trombocitos.
Este efecto es ejercido por el factor de crecimiento trombopoyetina (TPO), una
glucoproteina, que se produce de manera constitutiva en el higado y los rifiones, y

hay receptores para trombopoyetina en las plaquetas’ *>.




1.2 MORFOLOGIA DE LAS PLAQUETAS

Los trombocitos (plaquetas) son elementos con forma de gajo, con un diametro de
unos 3-4 um.

Las plaquetas sanguineas tienen una zona central, el granuldmero, que contiene
granulos que se tifien de purpura a azul, rodeado por una zona mas clara, el

hialémero que no contiene granulos®.

Desde el punto de vista estructural las plaquetas pueden dividirse en cuatro zonas

segun su organizacion y funcion.

. Zona periférica. Esta zona consiste en la membrana celular cubierta por
una gruesa capa superficial de glucocaliz, esta compuesto por glucoproteinas,
glucosaminoglucanos y varios factores de la coagulacion adsorbidos desde el
plasma sanguineo. Las glucoproteinas integrales de la membrana actian como

receptores para la funcion plaquetaria.

o Zona estructural. Esta zona estd compuesta por microtiibulos, filamentos
de actina, miosina (la mayor parte se encuentra en forma de monémero) y
proteinas fijadoras de actina que forman una red de sostén para la membrana
plasmatica. Los microtubulos se disponen en forma circunferencial y tienen la
funcion como un citoesqueleto, mantener la forma de gajo (o forma de disco) de

la plaqueta.

. Zona de organelos. Esta zona ocupa el centro de la plaqueta y contiene
mitocondrias, peroxisomas, particulas de coldgeno y por lo menos tres tipos de
granulos dispersos en el citoplasma: lisosomales, densos (o delta) y alfa. Los més
abundantes son los granulos alfa de unos 0.2um de diametro, que contienen
principalmente fibrin6geno, que interviene en el proceso d coagulacion, factores
de la coagulacion, como el factor de von Willebrand (que favorece la adhesion de

los trombocitos a la pared de los vasos sanguineos), plasmindgeno, inhibidor del
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activador del plasminogeno y factores de crecimiento. Los granulos densos,

menos abundantes, mas pequefios y de mayor densidad, contienen principalmente
adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina (captada por
endocitosis del plasma sanguineo circulante) e histamina que facilitan la adhesion
plaquetaria y la vasoconstriccion en el sitio de la lesion vascular. Los granulos
densos son similares a los lisosomas que se hallan en otras células y contienen
varias enzimas hidroliticas. El contenido de los granulos densos actiia en la
reabsorcion del coagulo durante las etapas avanzadas de la reparacion vascular.

También se distinguen unos pocos tibulos de REL" ¢,

zona periférica Zona estrucitural
metnbrana
plasmatica

1 L

zonade organelos )P 84
gramuos i a0 1
Lisosomales (|1

Fig. 1 Dibujo esquematico de una plaqueta
donde se muestran sus estructuras’.

. Zona membranosa. Esta zona se compone de dos tipos de canales
membranosos. El sistema canalicular abierto (OCS), que son invaginaciones de la
membrana plasmatica hacia el interior del citoplasma y el sistema tubular denso
(DTS) sirve como sitio de deposito para iones de calcio®.

Sus membranas contienen receptores para colagena, difosfato de adenosin (ADP),

el factor de von Willebrand de la pared vascular y ﬁbrin(')geno4.

10



Las plaquetas sanguineas no contienen componentes nucleares en los mamiferos”

> (Fig. 1).

1.3 FUNCION DE LAS PLAQUETAS

Las plaquetas desempefian un papel central en la hemostasia, es decir, detencion
de la hemorragia, pero también parece tener importancia para el mantenimiento
del endotelio de los vasos sanguineos por la liberacion de factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF), que estimula los procesos de reparacion tisulares',

Las plaquetas poseen muchas caracteristicas funcionales de las células completas,
aunque no tienen nucleos ni se reproducen. Su citoplasma contiene factores
activos, tales como:

1) moléculas de actina y de miosina, asi como otra proteina contractil, la
trombostenina, que determina una contraccion de las plaquetas; 2) restos del
reticulo endopldsmico y del aparato de Golgi que sintetizan diversas enzimas y
especialmente almacenan grandes cantidades de iones calcio; 3) mitocondrias y
sistemas enzimaticos capaces de formar adenosin trifosfato (ATP) y adenosin
difosfato (ADP); 4) sistemas enzimaticos que sintetizan prostaglandinas, que son
hormonas locales que producen muchos tipos de reacciones vasculares y tisulares
locales; 5) una proteina importante llamada factor estabilizador de la fibrina, y 6)
factores de crecimiento que determina la multiplicacion y crecimiento de las
células endoteliales vasculares, las células musculares vasculares lisas y los

fibroblastos?.

La membrana celular de las plaquetas también resulta esencial. Cuenta en su
superficie con una cubierta de glucoproteinas que evita su adherencia al endotelio
normal, pero no a las areas lesionadas de la pared vascular, especialmente de las
células endoteliales lesionadas. La membrana de las plaquetas contiene grandes
cantidades de fosfolipidos que desempefan varias funciones en la activacion de

multiples puntos del proceso de coagulacion de la sangre?.

11




Como ya se menciono anteriormente, las plaquetas Tienen numerosas extensiones
pseudopodiales, invaginaciones en su membrana celular y vesiculas internas
(granulos de almacenamiento).

Las vesiculas estan compuestas por tres tipos de granulos: lisosomal, densos y
alfa.

e Los granulos lisosomales parecen funcionar como almacenamiento de
enzimas digestivas.

e Los granulos densos principalmente almacenan y secretan adenosin
difosfato (ADP), que es un potente reclutador y activador de otras
plaquetas.

e Los granulos alfa son los granulos de almacenamiento de los factores de

crecimiento, los cuales se encuentran en forma bioinactiva.

Los factores de crecimiento que prueban estar contenidos en esos granulos
alfa son:
e Los tres isomeros de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(FCDPaa, FCDPbb y CDPFab).
e Los dos isdbmeros de factor de crecimiento beta transformador (FCTp;
y FCTBy).
e Factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV)

e Factor de crecimiento epidermal (FCE).

La plaqueta, en particular, sintetizan enérgicamente factores de crecimiento a lo

. . s 7
largo de su periodo de vida y los secreta en respuesta a la coagulacion'.

12
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2. HEMOSTASIA

La hemostasia es el proceso de formacion de codgulos en las paredes de los vasos
sanguineos dafiados y la prevencién de la pérdida sanguinea al mismo tiempo, que

mantiene la sangre en estado liquido dentro del sistema vascular®.

El fendmeno inicial es la constriccion del vaso y esta se debe a la serotonina y el
vasoconstrictor tromboxano A, liberados de las plaquetas asi como de reflejos
nerviosos que inician por impulsos dolorosos, originados en el vaso traumatizado
0 en los tejidos vecinos.

Cuando las plaguetas entran en contacto con una superficie vascular dafiada, como
las fibras de colageno de la pared vascular, modifican sus propias caracteristicas.
Empiezan a hincharse adoptando formas irregulares. Se tornan muy pegajosas y se
adhieren al colageno de los tejidos y a una proteina denominada factor de von
Willebrand que se propaga por todo el plasma; secretan grandes cantidades de
ADP, que actia sobre los receptores especificos para éste en la membrana
plaquetaria para producir la acumulacion de mas plaquetas (agregacion
plaquetaria). Por lo menos hay tres tipos diferentes de receptores de ADP en las
plaquetas de los humanos: P2Y, P2Y,y P2X;.

El ADP vy el tromboxano actlan, a su vez, sobre las plaquetas cercanas para
activarlas, y la adhesividad de estas nuevas plaquetas facilita su adherencia a las

plaguetas activadas originalmente® *

El factor activador de las plaquetas (FAP) también fomenta la agregacion; este
factor es una citosina secretada por los neutrofilos y los monocitos, ademas de las
plaquetas, y presenta también actividad inflamatoria. A partir de los fosfolipidos
plaquetarios, se libera acido araquidonico que, por la accion de la ciclooxigenasa,
se transformard en prostaglandina G, (PGG,) y prostaglandina H, (PGH,). La
PGH, se transformara en tromboxano A, por la accion de la tromboxano-

sintetasa®.

13
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La pared vascular dafada o los tejidos extravascualares activan un numero

sucesivamente mayor de plaquetas, que a su vez, atraen cada vez mas plaquetas,
formando asi un tapdn plaquetario.

El tercer mecanismo de hemostasia consiste en la formacion del coagulo de
sangre. El coagulo empieza a formarse en 15 a 20 segundos ante un traumatismo
intenso de la pared vascular. Las sustancias activadoras de la pared vascular
traumatizada, de las plaquetas y de las proteinas sanguineas que se adhieren a la

pared vascular traumatizada inician el proceso de coagulacién®.
La coagulacion tiene lugar en tres etapas esenciales:

1. Tras la ruptura del vaso o una lesiébn de la propia sangre, se
desencadena una cascada compleja de reacciones quimicas en la sangre
en la que intervienen factores de la coagulacion. El resultado neto es la
formaciéon de un complejo de sustancias activadas denominadas en
conjunto activador de la protrombina.

2. El activador de la protrombina cataliza la conversion de protrombina
en trombina.

3. La trombina actla como una enzima y convierte el fibrindgeno en
fibras de fibrina, que atrapan en su red plaquetas, células sanguineas y

plasma para formar el coagulo.
Primero se expondran los procesos de conversion de la protrombina en trombina y

del fibrindgeno en fibrina para entender su intervencion en la cascada de

coagulacion que expondremos més adelante?.

14
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2.1 Conversion de la protrombina en trombina

La formacion de trombina a partir de protrombina es el penultimo paso en el

proceso de coagulacion®.

Despues de formarse el activador de la protrombina, en cantidades suficientes de
Ca'™ i6nico, provoca la conversion de protrombina en trombina. La trombina
produce a su vez, la polimerizacion de las moléculas de fibrindégeno en fibras de

fibrina®.

Diversos factores de la coagulacion son activados por la accion de la trombina;
estos incluyen la trombina por si mismo y los factores XIlII, V, VII y XI. La

trombina también se adhiere a la proteina C, que es un anticoagulante®.

Las plaquetas también desempefian un papel importante en la conversion de la
protrombina en trombina, porque gran parte de la protrombina se une primero a
los receptores de la protrombina en las plaquetas que ya se han adherido al tejido
dafiado, esta unién acelera la formacion de mas cantidad de trombina a partir de la

protrombina, esta vez en el tejido especifico donde se necesita el coagulo®.

La protrombina es una glucoproteina plasmética, una alfap,-globulina, que esta
presente en el plasma normal. Es una proteina inestable que puede fragmentarse

facilmente en compuestos mas pequefios, uno de los cuales es la trombina®

La protrombina se sintetiza continuamente en el higado, y se utiliza de forma
constante en todo el organismo para la coagulacion de la sangre.

La trombina es una proteasa de serina que juega un papel importante en la
coagulacion al convertir fibrindgeno en mondémeros de fibrina, también es un
importante mediador de la funcién de las plaquetas en la hemostasis y se dice que
participa durante la inflamacion y en etapas tempranas de la cicatrizacion de las

heridas®.

15
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2.2 Conversion de fibrindgeno en fibrina.

El fibrindgeno es una larga glucoproteina fabricada y secretada por el higado. La
trombina actta sobre el fibrindgeno y elimina cuatro péptidos de bajo peso
molecular de cada molécula de fibrindgeno, creando una molécula de monémero
de fibrina con capacidad automatica para polimerizar con otras moléculas de
mondémero de fibrina; de este modo se forma la fibrina. Muchas moléculas de
monomero de fibrina polimerizan en segundos en fibras largas de fibrina que
componen el reticulo del coagulo. Para fortalecer el reticulo de fibrina interviene
una sustancia llamada factor estabilizador de la fibrina, normalmente esté presente
en las globulinas plasmaticas, pero también se libera de las plaquetas atrapadas en

el coagulo. Este debe activarse para ejercer su efecto sobre las fibras de fibrina® *°.

Al iniciarse la coagulacion, se forma el activador de la protrombina a través de
dos mecanismos basicos, aunque las dos vias interactlan constantemente: 1) la via
extrinseca, que comienza con el traumatismo de la pared vascular y del tejido
circundante, y 2) por la via intrinseca que se inicia en la propia sangre.

En ambas vias interviene una serie de proteinas plasmaticas denominadas factores
de la coagulacion, son enzimas proteoliticas inactivas en su mayoria. Cuando se
activan sus acciones enzimaticas provocan las sucesivas reacciones en cascada del

proceso de la coagulacién® * .

Los factores de la coagulacion circulan de forma inactiva en la sangre y son

activados durante el proceso de formacion del coagulo™.

16



2.3 Viaextrinseca de la coagulacion

La via extrinseca que inicia la formacion del activador de la protrombina
comienza cuando una pared vascular o un tejido extravascular sufre un
traumatismo y entra en

contacto con la sangre. Se conoce como via extrinseca ya que el factor tisular es
extrinseco a la circulacion de la sangre. Se establecen entonces los siguientes

pasos:

1. Liberacion del factor tisular. El tejido lesionado libera un complejo de
varios factores llamado factor tisular o tromboplastina tisular, que se
compone de fosfolipidos de las membranas tisulares y de un complejo
lipoproteico que actia como una enzima proteolitica.

2. Activacion del factor X: importancia del factor VII y del factor tisular. El
complejo lipoproteico del factor tisular se une en un complejo con el factor
VIl de la coagulacion y, en presencia de iones de calcio, actla
enzimaticamente sobre el factor X para dar el factor X activado (Xa).

3. Efecto del factor X activado (Xa) para formar el activador de la
protrombiana. EIl factor Xa se combina con los fosfolipidos tisulares que
integran el factor tisular, o con los fosfolipidos adicionales liberados de las
plaquetas, asi como con el factor V para dar el complejo llamado activador
de la protrombina, y en presencia de iones Ca™" el factor Xa cataliza la

conversién de protrombina en trombina.

Al principio, el factor V del complejo activador de protrombina esté inactivo,
pero una vez que comienza la coagulacion y se empieza a producir trombina,
la accion proteolitica de ésta activa el factor V.

El factor Xa es la proteasa verdadera que cataliza la conversion de
protrombina en trombina, el factor Va acelera enormemente esta actividad
proteasa, y los fosfolipidos plaquetarios actian como un vehiculo que acelera

aln més el proceso® * .

17



2.4 Viaintrinseca de la coagulacion

El segundo mecanismo para iniciar la formacion del activador de la protrombina,
comienza con el traumatismo de la propia sangre o con la exposicion de la sangre

al colageno presentes en la pared de un vaso sanguineo lesionado:

1. EIl traumatismo sanguineo produce: activacion del factor XIllI, y la
liberacion de fosfolipidos plaquetarios. La exposicion de la sangre al
colageno de la pared vascular altera dos factores importantes de la
coagulacién: el factor X1l y las plaquetas. Cuan se altera el factor XII
lo convierte en una enzima proteolitica llamada factor XII activado, al
mismo tiempo se liberan fosfolipidos plaquetarios que contienen la
lipoproteina llamada factor plaquetario 3.

2. Activacion del factor XI. El factor XII activado actla enziméaticamente
sobre el factor XI para activarlo, lo que constituye el segundo paso de
la via intrinseca. Esta reaccion también precisa cininbgeno HMW (de
peso molecular elevado) y se acelera por la precalicreina.

3. El factor Xl activado actla entonces sobre el factor 1X de forma
enzimatica para activarlo.

4. El factor IX activado, junto al factor VIII activado y con los
fosfolipidos plaquetarios y el factor 3 de las plaquetas lesionadas,
activa el factor X.

5. El factor Xa se combina con el factor V y los fosfolipidos plaquetarios
o titulares para formar el complejo llamado activador de la
protrombina. Este paso de la via intrinseca coincide con el dltimo de la

via extrinseca® * 1,

Se precisan iones calcio para favorecer o acelerar todas las reacciones de

coagulacion excepto los dos primeros pasos de la via intrinseca. Por lo tanto, en

ausencia de iones calcio, la sangre no se coagularé por ninguna de las dos vias® °.
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Dos caracteristicas importantes de la regulacion de la hemostasis son las
habilidades para restringir la formacion del coagulo al sitio de la lesion y la otra es
poder detener el proceso de coagulacion una vez que el tapon hemostatico ha sido
formado. Tal regulacion es importante por diversas causas.

Si el crecimiento del tapon hemostéatico fuera ilimitado este podria bloquear la
arteria y obstruir el flujo de sangre.

Un mecanismo para restringir la formacion del coagulo solo al sitio de la lesion es
la habilidad de la trombina para activar a los cofactores del factor VV 'y VIII solo en
este sitio. La activacion de estas dos proteinas se realiza en la superficie de las
plaquetas del tapdn hemostatico pero no sobre las plaquetas circulantes

El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) es un regulador de la hemostasis.
Después de la generacion suficiente del factor Xa por medio del factor Vlla, el
TFPI genera un complejo TFPI- factor Xa-factor tisular- factor Vlla, que inhibe la
funcion del factor VIla. Este mecanismo inhibidor detiene la cascada de
coagulacion.

Otro importante inhibidor es la antitrombina, que inhibe a la trombina y al factor

XalZ

La heparina natural inhibe las formas activas de los factores IX, X, XI'y XII.

El endotelio vascular también juega una funcidn activa en la prevencién de la
extension de los coagulos en los vasos sanguineos. Todas las células endoteliales
(excepto las de la microcirculacion cerebral) producen trombomodulina, una
proteina inhibidora de la trombina, que se expresa en su superficie. La trombina es
un procoagulante que activa los factores V y VIII, pero cuando se une con la
trombomodulina se convierte en un anticoagulante, ya que el complejo trombina-
trombomodulina activa la proteina C. La proteina C activada junto con su
cofactor, la proteina S, desactiva los factores V' y VIII, asi como al inhibidor del
activador del plasminégeno tisular, lo cual intensifica la formacién de plasmita®
12

La plasmita (fibrinolisina) es el componente activo del sistema del plasmindgeno
(fibrinolitico). Esta enzima destruye la fibrina y el fibrindgeno, por lo que se

obtienen productos de la degradacion del fibrindgeno que inhiben la trombina.
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La plasmita se forma a partir de su precursor inactivo, el plasminégeno, por

accion de la trombina y el activador del plasmindgeno de tipo tisular (t-PA).
También se activa por efecto del activador del plasmindgeno de tipo urocinasa (u-
PA).

Los receptores para plasmindgeno se localizan en la superficie de muchos
diferentes tipos de células y son muy abundantes en las células endoteliales.
Cuado el plasmindgeno se une con sus receptores, se activa, por lo cual las
paredes vasculares intactas cuentan con un mecanismo que previene la formacion

de coagulos® *°.
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3. FACTORES DE CRECIMIENTO

El término factores de crecimiento denomina a un grupo de polipéptidos que estan
involucrados en la proliferacion celular, diferenciacion y morfogénesis de tejidos
u organos durante la embriogénesis, crecimiento postnatal y en edad madura. Los
factores de crecimiento pueden actuar como mitégenos ya que incrementan la

proliferacion de ciertos tipos de celulas'.

Los factores de crecimiento y la citocinas son polipéptidos que se producen tanto
en tejido normal como lesionado y que estimulan la migracion, la proliferacion y
funciones celulares' ', y tienen un importante papel en la regulacién de
crecimiento y desarrollo de una gran variedad de tejidos'®, asi como también
juega un papel critico en la estimulacion y regulacion del proceso de cicatrizacion.
Los factores de crecimiento involucrados en la reparacion y regeneracion regulan
diversos procesos celulares clave tales como mitogénesis, quimiotaxis,

. . 1T
diferenciacion y metabolismo™ .

Muchos factores de crecimiento son depositados en la matriz extracelular donde
ellos son liberados durante la degradacion de la matriz y actian como parte de una
red compleja de sefales con efectos durante la remodelacion y regeneracion

tisular'®,

A nivel bioquimico los procesos que intervienen en la cicatrizacion de un herida
se conocen tan solo superficialmente, aunque es evidente que, sobre el
componente celular, al menos in vitro, ejercen efectos los factores de crecimiento
tales como el factor de crecimiento transformador f, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento
fibroblastico, entre otros’.

En las dos ultimas décadas los usos terapéuticos de los factores de crecimiento se

han ido incrementando, actualmente usados en tratamiento de enfermedades
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hematologicas y oncoldgicas. También se han aplicado en el campo de la

ingenieria tisular y en la regeneracion de tejidos. La ingenieria tisular es la
reconstruccion de tejidos vivos para ser usados como reemplazo de tejidos u

organos dafiados o perdidos.

Mecanismos de sefializacion en el crecimiento celular

Los factores de crecimiento son responsables del incremento de la mitosis celular,
el incremento en la produccion de colagena, el reclutamiento de otras células al
sitio de la lesion, iniciacion de la nueva formacién de vasos ¢ induce la
diferenciacion celular'®. Actian uniéndose a receptores celulares situados en la
membrana celular que transmiten la sefial del exterior al interior de la célula.
Todos los factores de crecimiento funcionan al unirse a receptores especificos,
que desencadenan sefiales en las células diana'’. Estas sefiales tienen dos efectos
generales: 1) estimulan la transcripcion de diversos genes que pueden estar
silentes en las células en reposo, y 2) muchos de estos genes regulan la entrada de
las células en el ciclo celular y su paso a través de los diversos estadios de este

. 120
ciclo™.

La proliferacion celular es un proceso estrechamente regulado que implica un
amplio nimero de moléculas y de patrones interrelacionados. El primer suceso
que inicia la proliferacion celular es, generalmente, la union de la molécula de

sefializacion, el ligando, al receptor celular especifico'* .

Basandose en la fuente del ligando y la localizacion de sus receptores (en la
propia célula, en adyacente o en las células distantes) se han distinguido tres tipos

X : . A . 13,14,20
generales de sefalizacion, denominados autdcrina, paracrina y endocrina ™ .

e Sefalizacion autocrina: las células responden a las moléculas de
sefalizacion secretadas por ellas mismas, estableciendo asi un lazo
autocrino™. Diversos factores de crecimiento polipetidicos y citocinas

actiian de esta manera. La regulacion autdcrina del crecimiento desempefia
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un papel en la regeneracion hepatica, la proliferacion de linfocitos

estimulados por antigenos, y el crecimiento de ciertos tumores’.

e Sefalizacion paracrina: un tipo celular produce el ligando que, a su vez
acta en células diana adyacentes que expresan los receptores apropiados.
Las células respondedoras estdn en estrecha proximidad a la célula
productora del ligando y suelen ser de un tipo celular diferente' %°. La
estimulacion paracrina es frecuente en la reparacion del tejido conectivo
de la curacion de heridas, en el cual un factor esta producido por un tipo
celular y tiene su efecto de crecimiento sobre células adyacentes. Un tipo
especial de sefializacion paracrina, denominada yuxtacrina, se produce
cuando la molécula de sefializacion esta anclada en la membrana celular y
se une a un receptor de la membrana plasmatica de otra célula. En este tipo
de senalizacion, la interaccion receptor-ligando es dependiente de y
favorece la adhesion célula-célula®.

e Sefalizacion endocrina: las hormonas son sintetizadas por células de
organos endocrinos y actian en células diana distantes de su lugar de
sintesis, siendo transportadas por la sangre. Los factores de crecimiento
también pueden circular y actuar en lugares distantes. Diversas citocinas,
como las asociadas con los elementos sistémicos de la inflamacion,

-y , .20
también actiian como agentes endocrinos .

El momento de la liberacion puede ser tan importante como la concentracion para
determinar la efectividad de los factores de crecimiento. Como estos polipéptidos
ejercen sus efectos al unirse con receptores de superficie celular, para que el
efecto bioldgico ocurra, el receptor apropiado debe estar presente en las células

que responden en el momento en que se liberan'’.

Los factores de crecimiento tienen acciones divergentes en distintas células;

pueden ser quimioatrayentes de un tipo de célula en tanto que estimulan la

replicacion de un tipo celular diferente'.
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Los factores de crecimiento son el estimulo necesario para iniciar una cadena de
eventos celulares que tiene como resultado las funciones anteriormente
mencionadas. El proceso estd mediado por un sistema de segundos mensajeros en
el que interviene una proteina tirosin cinasa. Debido a éste mecanismo, la accion
de los factores de crecimiento en el lugar de la lesion contintia aunque hayan
desaparecido los mismos del medio, ya que han activado el sistema de segundos

: 21
mensajeros .

3.1 Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (FCDP)

Es nombrado asi porque primero fue encontrado en las plaquetas, donde este es
almacenado en los granulos o'® %,

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas también puede ser encontrado
en otras células, tales como macréfagos, monocitos, fibroblastos, células del

, : . 1.16,21,22
musculo liso y células endoteliales ™~ .

La forma bioldgicamente activa del FCDP es un dimero formado por dos cadenas
polipeptidicas, unidas por puentes disulfuro. Puede estar combinado en una forma
homo o heterodimero. Las cadenas son productos de distintos pero relacionados
genes, FCDP-A y FCDP-B, por consiguiente el FCDP puede existir como
cualquiera de los dos, un FCDP AA o FCDP BB homodimero o como un FCDP
AB heterodimero™. El FCDP es el producto de cuatro diferentes genes que son
ensamblados en cinco isoformas distintas conocidas como: AA, AB, BB, CC y

DD, siendo las cadenas C y D las més recientemente identificadas.
Las tres isoformas de FCDPs (FCDPaa, FCDPbb y FCDPab) son isomeros de una

proteina que miden aproximadamente 25000 daltones cada uno. Cada isémero

. ., . . . . . 7
tiene una accion ligeramente diferente y muchas de estas acciones coinciden'.
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La isoformas del factor de crecimiento derivado de las plaquetas ejercen sus
efectos sobre células diana por la unioén de 2 proteinas estructuralmente relacionas

con receptores tirosin cinasa®

Las isoformas del FCDP realizan sus efectos al unirse a dos receptores de la

superficie celular denominados RoFCDP y RBFCDP?.

El receptor o se une tanto a la cadena A como B del factor de crecimiento
derivado de plaquetas, mientras que el receptor § se une solamente a la cadena B.
Ambos receptores inducen respuesta mitogénica; el receptor B, es mediador de la
quimiotaxis™ **.

FCDP estimula a células especificas diana por union a receptores de superficie
celular con actividad tirosin cinasa. El FCDP-BB se une al receptor B y activa al
regulador de sefial extracelular cinasa 1 y 2. Este activa una cascada de eventos
que conducen a la proliferacion celular al acelerar el reciclo celular e induciendo a
células inactivas dentro la porcion de proliferacion del ciclo celular. Este efecto es
aparentemente mediado por proteina cinasa B, una proteina serina-treonina cinasa,
que es un regulador critico del crecimiento normal celular y la progresion del ciclo

13
celular .

Funciones

e El factor de crecimiento derivado de plaquetas juega un papel importante
en el desarrollo de muchos tejidos y organos en el crecimiento

embrionario'®.

e Son los factores de crecimiento mas universales en la cicatrizacion.

Esencialmente mitégenos, inducen la replicacion de células que poseen

. 7
receptores de membrana especificos para ellos’.
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Estimula la produccion de acido hialurénico y fibronectina, una molécula

de adhesion celular utilizada durante la proliferacion y migracion celular

en la cicatrizacion.

Es abundante en la matriz 6sea y es liberado por células ostoblasticas
humanas, por lo que parece tener efectos pleiotropicos sobre la formacion

, . . . . 24
osea tanto 1n vitro como 1n vivo™ .

Es un importante mediador para la cicatrizacién 6sea durante un trauma o
infeccion. Este puede incrementar la regeneracion 6sea en conjuncion con
otros factores de crecimiento pero es poco probable que aporte todas las

: o . 13
propiedades osteogénicas por si solo™”.

El FCDP-AA y FCDP-BB incrementan la proliferacion de multiples tipos

de células 6seas, incluyendo osteoblastos y osteoclastos'”.

El FCDP-BB también interrumpe e inhibe la formacion de matriz dsea e
incrementa la degradacion de coldgena oOsea por la induccion de
colagenasa intersticial .

Constantemente estimula la resorcion ésea in vitro a través de la unidn al

receptor [ sobre la superficie del osteoclasto'.

La quimiotdxis de precursores osteoblasticos, es uno de los eventos
celulares involucrados en la formacion 6sea. Esos factores son conocidos
por favorecer la angiogénesis a través de la activacion de macrofagos que
secretan factores, induciendo a las células endoteliales para la formacion

. 22
de nuevos brotes capilares™.
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e Estimula la replicacion de las células mesenquimales, replicacion de

osteoblastos y produce osteoide, replicacion de células endoteliales,
produccion de lamina basal para nuevos vasos sanguineos, replicacion de

fibroblastos y produccién de colagena’ '°.

e También participa en la activacion de las células estrelladas hepaticas en
los pasos iniciales de la fibrosis hepatica®.

e Se ha involucrado en el desarrollo de agrandamientos gingivales tras la
toma de fenitoina. La fenitoina aumenta la produccion de FCDP por los
macrofagos y la excesiva produccion de este factor en la encia provoca su

hipertrofia.

e Aplicado en numerosos estudios para regeneracion periodontal en
humanos, monos, perros y ratas, se encontr6 que existen mejoras

- : . . - 13, 16,22
significativas después de la terapia periodontal > ™ .

e FEn combinacidén con el factor de crecimiento insulinico incrementa la
regeneracion  Osea  significativamente después del tratamiento

periodontal .

e Induce la regeneracion 0sea mas rapido que la regeneracion tisular guiada.

e Su efecto es dependiente de la presencia de otros factores de

crecimiento'®.

El mecanismo por medio del cual esta combinacion de factores de crecimiento
mejora la regeneracion 0sea y periodontal debe ser probado todavia en estudios in
vivo, asi como las cantidades especificas de los factores de crecimiento que

pueden ser utiles para este fin.
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3.2 Factor de crecimiento transformador B (FCT-f)

Este factor recibe su designacion porque primero fue aislado de tejidos
transformados (sarcomas). Existen dos tipos alfa y beta. El factor de crecimiento
transformador P tiene un dimero como estructura formada por dos subunidades de
112 aminoacidos. Este tiene un peso total de 25 000 daltones, formados por dos

subunidades de 12 500 daltones unidos por puentes disulfuro™.

El factor de crecimiento transformador 3 esta entre los mas extensos y versatiles
citosinas y juegan un papel importante en la formacion y desarrollo de muchos
tipos de tejidos'®. Pertenece a una familia de polipéptidos homologos que incluyen
tres isoformas de FCT- B (FCT- Bl, FCT- B2 y TCTF- B3)"* ?* el FCT B, es
encontrado abundantemente en plaquetas, linfocitos y neutréfilos, mientras el
FCT B, es encontrado principalmente en el extracto 6seo, plaquetas, linfocitos y
neutrofilos. Es un heterodimero formado de una cadena simple de FCT B; y una
cadena simple de FCT B,”, es también llamada superfamilia de FCT-Bs, que
contienen al menos 47 factores de crecimiento conocidos (las proteinas
morfogenéticas Oseas también estan dentro de ésta superfamilia asi como las

.. o I 1
activinas) son factores de crecimiento proteinicos que como los FCDPs” ",

Se han descrito tres tipos de receptores para que el factor de crecimiento
transformador B lleve a cabo su sefializacion FCT-BRI, RII y RIII. Se presentan
algunas diferencias entre los receptores tipo [ y II que se basan en la conservacion
de los dominios con actividad cinasa y la presencia de un dominio serina/treonina
que se encuentra anclado a la membrana en el receptor tipo I y el cual es critico
para su activacion. Por otro lado, el receptor tipo III, también llamado B-glicano,
no tiene dominio de sefalizacion intracelular y puede ser anclado a la membrana o
secretado en forma soluble.

Algunos sitios de fosforilacion en los receptores RI y RII se identificaron
utilizando receptores quiméricos y silvestres, encontrandose ciertas regiones en el

TPBRII que son importantes en la regulacion de la sefializacion.
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Existe una afinidad diferencial entre TBRI y TBRII, sin embargo, no hay relacion
directa entre la afinidad de union y el efecto biologico. Los efectos de las
isoformas del TGF-3 estan asociados a su disponibilidad, a la combinacion de los
tipos de receptores y a la via de sefializacidon intracelular que inducen, por
ejemplo, los TPRI y II se unen al FCT-fB; y al FCT-B; con mayor afinidad que al
FCT-B,. El receptor tipo III, se puede unir a todas las isoformas del FCT-f3, pero
puede jugar un papel selectivo al facilitar la interaccion del FCT-B, con TBRIIL.
Todas las células normales y la mayoria de las células neoplasicas tienen
receptores en su superficie para el FCT-B;. Los receptores I y II son los

responsables de los efectos biologicos del TGF-B; en las células de mamifero®’.

Las proteinas smad han sido identificadas como las principales transductoras de la
sefializacion del factor de crecimiento transformador B, median la sefializacion del
receptor en la superficie celular a los genes blanco en el nticleo. Existen ocho
proteinas smad (Smad;- Samdsg) en vertebrados que han sido descritas con tres
distintas funcionalidades: smad activadas por el receptor o R-Smad (Smad 1, 2, 3,
5 y 8), smad mediadora comun o C-Smad (Smad,) y, finalmente, las smad

inhibitorias o I-Smad (Smad 6 y 7)"*.

En el espacio extracelular, el FCT B se une al TPRIII, el cual recluta al TBRII y se
autofosforila, o el TGF-B se puede unir directamente al TPRII anclado a
membrana e inducir la atraccion del TPRI y su consecuente fosforilacion. Esta
fosforilacion en el receptor tipo I activa a la cinasa en residuos de tirosina que
fosforilan a los factores de transcripcion Smad, y Smad;; una vez fosforilados,
forman un complejo con Samd, para trasladarse del citoplasma hacia el nucleo,
donde interactiian de una manera especifica con otros factores de transcripcion
como AP-1, regulando la transcripcion de genes de respuesta al FCT-f para llevar
a cabo sus funciones bioldgicas de diferenciacion, control del crecimiento,

apoptosis celular y sintesis de matriz extracelular, entre otras'”.
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Funciones

El TGFPs son indispensables para el desarrollo embrionario normal. Es
importante para el desarrollo del sistema nervioso y juega un papel
destacado en la regulacion de precursores neuronales y diferenciacion

neuronal.

Durante la embriogénesis, diferentes efectos morfogénicos son mediados
por este factor a través del establecimiento de un gradiente de
concentracion con activacion de diferentes genes, de ese modo

o ., . .13
proporciona informacién de posicion en el desarrollo del embrion .

Las activinas y proteinas morfogenéticas dseas, otros miembros de la
superfamilia, inducen la formacion temprana del mesodermo dorsal y
ventral en la embriogénesis temprana, el FCT-f3 por si solo probablemente
juega un papel importante como un morfogen en etapas mas tardias de

., 13
desarrollo tales como la fusidon de las suturas craneales .

Posee efectos multiples y, a veces, opuestos dependiendo del tejido y el
tipo de dafio. Los agentes que poseen multiples efectos se denominan
pleiotropicos, por lo que es considerado pleiotrépico con una fuerza
inusual®.

Estimula la replicacion celular, también estimulan la produccion de matriz

, : . . . 13
y guia la diferenciacion hacia cartilago y hueso .

Ejerce sus efectos sobre células adyacentes, incluyendo fibroblastos,
células endoteliales, y preosteoblastos. Estimula la angiogénesis y la
produccion de fibronectina, glucosaminoglucanos y coldgeno en tejido

.16
conectivo .
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Una de las funciones mas importantes es la quimiotaxis y la mitogénesis
de precursores de osteoblastos. Ademads, inhibe la formacion de

., . 16
osteoclastos y resorcion, favoreciendo la formacion 6sea .

La naturaleza de accion del factor de crecimiento puede depender de que
existan otras sustancias presentes. Por ejemplo, TGF P estimula el
crecimiento de ciertos fibroblastos in vitro en presencia de FCDP pero
inhibe su crecimiento si el factor de crecimiento epidermal esta presente.
In vivo, el FCT B incrementa la proliferacion y migracion de macréfagos,
fibroblastos y células endoteliales mientras inhibe la proliferacion de

células endoteliales vasculares in vitro'®.

Es un inhibidor del crecimiento de la mayoria de las células epiteliales y
de leucocitos. Con frecuencia, en los tumores humanos se produce una
pérdida de receptores FCT- B, proporcionando una ventaja proliferativa a

, 20
las células tumorales™.

Desempefia un potente agente fibrogénico que estimula la quimiotaxis de
fibroblastos, y aumenta la produccion de colageno al disminuir las
proteasas de la matriz y aumentar las actividades inhibidoras de proteasa™.
También esta implicado en el desarrollo de fibrosis en una diversidad de
situaciones inflamatorias cronicas, en concreto en los pulmones, los
rifiones y el higado™.

El TGF- B posee un potente efecto antiinflamatorio™.

. . . .y . . 14
Su isoforma 3 inhibe la formacion de cicatriz .
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3.3 Proteinas morfogenéticas 6seas (PMO)

En 1965, Marshall Urist da a conocer en la Revista Science, el descubrimiento de
una familia de proteinas aisladas de la matriz de hueso desmineralizado con
capacidad osteoinductiva, que denominaron proteina morfogenética osea”.

Las proteinas morfogenéticas 6seas son un grupo de péptidos, producidas por las
células de la estroma de la médula 6sea'. Pertenecen a la gran familia de los
factores de crecimiento transformante p (FCT-P), con excepcion de la PMO; " .
Sin embargo el FCT-B, es una citocina cuya accidon es unicamente mitogénica,
puede inducir a la células mesenquimales a convertirse en fibroblastos, importante
para la reparacion de los tejidos blandos, pero no es capaz de formar hueso, pues
su funcion primaria es la de inducir las células mesenquimales a mitosis no a

. i 13,17
cambios morfogenéticos .

La familia de los FCT B, dentro de la cual se encuentran las proteinas
morfogenéticas Oseas, se caracterizan por tener una secuencia de aminoacidos
terminal hidrofébico y dominios de variable tamafio. La secuencia terminal es la
que se cree que guia al precursor hacia un patrén secretorio, el predominio asiste
en envolver dimerizacion y regulacion de la actividad. El dominio maduro,
colocado en el extremo carboxi terminal, contiene 110 a 140 aminoacidos con seis
residuos de cisterna, que forman tres uniones disulfuro con cada union
monomérica, que es la caracteristica invariable de la superfamilia del factor de

crecimiento transformador p.

El bajo pH del medio o la protedlisis, activa e influencia las distintas actividades
de las PMO, lo que se denomina pleiotropia y significa que estas citocinas pueden
ser afectadas o influenciadas por distintos estimulos, pudiendo actuar de muy
diversas maneras, por la concentracion y el pH, lo cual hace todavia muy incierta

la utilizacion clinica y segura de ellas.
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En la actualidad, mediante técnicas de clonacion se han conseguido 6 proteinas

morfogenéticas seas denominadas PMO-2 a PMO-7%.

e La PMO-2 actia en la diferenciacion de osteoblastos para producir
proteina de la matriz Osea, adipositoszs, condrocitos, puede influenciar la
actividad osteocléstica, diferenciacion neuronal, influye en la reparacion
de los huesos largos, el paladar hendido, la fusion de espina bifida, la
elevacion de seno maxilar. Esta localizada en el hueso, el higado, el bazo,

el cerebro, el rifion, el corazoén y la placenta.

e La PMO-3 llamada también osteogenina, estimula preferentemente la
formacion de cartilago antes que la formacion 6sea”, es osteoinductiva, es
promotora del fenotipo condrogénico y esta localizada en el pulmoén, el

rifion, el intestino y el cerebro.

e La PMO-4, se ha encontrado que influyen en la embriogénesis:
gastrulacion y formacion de mesodermo sobre todo en ratones. Localizada

en las meninges, el pulmon, el rifion e higado.

e Las PMO-5, 6 y 7 actiian sobre la PMO-2 potenciando la formacion 6sea
in vivo, aunque de forma individual poseen escasa capacidad para inducir

S, 25
la formacion osea™.

e La PMO-5 también es osteoinductiva, actia en la embriogénesis,

localizada en el pulmon e higado.
e La PMO-7 llamada también proteina osteogénica-I, es osteoinductiva,

actiia en reparacion de huesos largos, el hueso alveolar, la fusion de espina

bifida, la diferenciacion de osteoblastos, los condroblastos y los adipositos,
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esta localizada en la glandula adrenal, la vejiga, el cerebro, el ojo, el

corazon, el rindn, el pulmodn, la placenta, el bazo y el musculo esquelético.

e PMO2, PMO4 y PMO7 (proteina osteogéncia 1) son considerados ser

o . . , 1
osteogénicos y han sido probadas en un enfoque experimental y clinico’.

e Juegan un rol primordial en el desarrollo embriologico. Las proteinas
morfogenéticas son importantes para el desarrollo de rifidén, ojos, neuronas

. . . 1
y cerebro, piel, corazon y dientes'.

Como con el factor de crecimiento transformador B, los efectos morfogenéticos de
las proteinas morfogenéticas Oseas son mediados a través de un gradiente de
concentracion. Ese gradiente es esencial para la formacion articular durante el
desarrollo limbico fetal. El gradiente para PMOs es establecido por proteinas
antagonistas o supresoras que son polipéptidos extracelulares que compiten con
los receptores de las PMO modulando su actividad tales son: noggin, chordin y
miembros de la familia DAN (cerberus, kremlin, caronte, DAN) e indirectamente
por metaloproteasas que activan esa union a proteinasn.

Algunas de esas proteinas son liberadas de células en un campo morfogenético
particular junto con una region del modelo especifico de genes homebox (hox),
que juegan un papel esencial en comandar las sefiales que armonizan la expresion
fenotipica, formacion tisular y localizacion de un tejido especifico’.

Es por eso, que en el desarrollo embrionario, las proteinas morfogenéticas dseas
afectan la direccion de diferenciacion celular y también actuan como senales de
posicion, proporcionando la informacidon necesaria para formar un patron de

crecimiento que culmina en la forma adulta®.

Las acciones biologicas de las PMO, son mediadas por receptores complejos
heterodimericos transmembrana especificos en la membrana celular, que son del
tipo serina/treonina cinasas, las cuales fosforilan proteinas intracitosélicas

llamadas Smads, activandolas y asi enviando las sefiales hacia el nucleo a los
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genes que responden a las PMO, éstos son idénticos al del factor de crecimiento

transformador .

La diferenciacién en la via de sefalizacion es caracterizada por las proteinas
SMAD que son activadas por PMO.

Se ha demostrado diversas aplicaciones para las thPMO, la mayoria en modelos
animales y muy pocos en humanos.

Se sabe que la proteinas morfogenéticas oseas, deben ser administradas por medio
de biomateriales o vehiculos. Estos tienen la funcién de mantenerlas fijas en el
sitio, donde se necesita producir la regeneracion y ademas como un sistema de

liberacion controlada.

La proteina morfogénica osea recombinante (rhPMO-2) es capaz de acelerar e
incrementar la neoformacion 6sea, actua de manera diferente a como actuan otros
factores de crecimiento como el FCT-f, el FCI y el FCF, cuya acciéon sobre las
células presentes en el hueso hace que aumenten la mitosis y la secrecion de
proteinas o moléculas de la matriz extracelular, lo cual confiere a las células dseas
una capacidad limitada de regeneracion. En cambio, la implantacién de una sola
proteina de PMO-2 recombinante es capaz de regenerar una cantidad ilimitada de
hueso, dependiendo de la forma variable de la dosis administrada debido a que

. . 25
actuaria sobre las células precursoras™.

Las proteinas morfogenéticas Oseas, se han convertido en una probable opcion de
tratamiento, dada su accion en regeneracion y remodelacion de las lesiones dseas,
aumentando la respuesta del hueso alrededor de materiales aloplasticos y es

factible que en el futuro sustituyan los injertos de hueso autélogo y alogénico.
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3.4 Factor de crecimiento epidermal (FCE) y factor de crecimiento
transformador o (FCT- a)

Estos dos factores pertenecen a la familia FCE y comparten un mismo receptor. El
FCE es mitogeno para una diversidad de células epiteliales, hepatocitos y
fibroblastos. Se encuentra ampliamente distribuido en las secreciones tisulares y
en los fluidos, como el sudor, la saliva, la orina y los contenidos intestinales. En la
cicatrizacion de heridas en piel, esta producido por los queratinocitos, plaquetas,

, , . . . . 14,20
macrofagos y otras células inflamatorias que migran hacia la zona ™ .

El FCT-a es originado por queratinocitos, plaquetas y macrofagos'®. Fue extraido,
originalmente, a partir de células transformadas por el virus del sarcoma y esta
implicado en la proliferacion de células epiteliales en embriones y adultos, y en la
transformacion maligna de células normales hacia cancerigenas. Tiene homologia
con el FCE, se une al receptor FCER y produce la mayoria de las actividades

biolégicas del FCE®,

El factor de crecimiento epidermal fue descubierto por Cohen en 1962. Son
proteinas que contienen 6 cisteinas. Esta compuesto por 45-50 aminoacidos con
tres puentes disulfuro. Este estimula la regeneracion epidermal, promueve la
cicatrizacion por estimulacion de la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos,
. ., .. 16
e incrementa los efectos y produccion de otros factores de crecimiento .
Promueve la proliferacion de las células mesenquimatosas y células epiteliales, asi
como también la angiogénesis y tiene efecto en la disminucion de la secrecion de

los &cidos gastricos.

36

=V

OONTOLGIA
UNAM
1904



=V

OONTOLGIA
UNAM
1904

3.5 Factor de Crecimiento Insulinico (FCI)

El factor de crecimiento insulinico es una cadena simple polipeptidica, con un
peso molecular de 7500 daltons, estructural y funcionalmente relacionados a la
insulina'* "%,

Existe en dos isoformas:
FCI-I (70 aminoacidos)
FCI-II (67 aminoacidos)".

Las fuentes del factor de crecimiento insulinico (FCI) son: plaquetas, plasma,

osteoblastos y fibroblastos.

Tiene aproximadamente 40-50% de homologia entre ambas isoformas con

insulina®®.

La actividad biologica del FCIs es mediada a través de una familia de receptores
transmembrana, que incluye al receptor FCI-I".

Los osteoblastos expresan los dos tipos de receptores: FCI-R1 e FCI-R2 y se ha
sugerido que los receptores tipo 1 median el efecto de FCI en la formacion 6sea,
es probablemente uno de los reguladores de masa 6sea mas importantes ya que es
sintetizado por las células dseas y esta presente en concentraciones substanciales

27.
en el hueso

Las proteinas de unién modulan los efectos de FCI en los osteoblastos, estas
proteinas de union secretadas pueden ser divididas en compartimentos separados:
1) proteinas que son secretadas en el fluido intersticial, 2) proteinas que
permanecen asociadas a células y 3) proteinas adhesivas de la matriz.
Estas proteinas actian de muchas maneras:

e Previniendo la union de FCI a sus receptores

e Presentando al factor de crecimiento con su receptor y

e Reteniendo FCI en la matriz pericelular™.

37



El higado es la mayor fuente de FCI-I circulante y es el tejido blanco para
hormona de crecimiento que regula su produccion®, asi como el estradiol,

mientras que su produccion es inhibida por el cortisol.

En el tejido conectivo el factor de crecimiento mas abundantemente presente y es
sintetizados por muchos tipos celulares presentes en el tejido esqueletal

incluyendo los fibroblastos y los osteoblastos.

La matriz 6sea es una fuente abundante de FCI-I e FCI-II, y ambos son
producidos por osteoblastos. FCI-I estimula la formacién 6sea por induccion de la
proliferacion celular, diferenciacién y biosintesis de colagena tipo I’'. Ambos
parecen regular células 6seas de manera autocrina o pardcria por elevacion de

sintesis de DNA, sintesis de osteocalcina y actividad de fosfatasa alcalina'®**.

Funciones

e Existe evidencia experimental que es responsable para el crecimiento fetal
y postnatal y desarrollo en general. FCI-I es importante tanto para
desarrollo prenatal como postnatal, mientras que FCI-II parece ser

necesario principalmente en la etapa prenatal.

e [Estan involucrados en el desarrollo prenatal y postnatal de 6rganos tales
como la glandula prostatica, glandula mamaria, bazo, células P
pancredticas, rifion, pulmon, cerebro y dientes. Ellos también son factores
importantes para el desarrollo muscular y crecimiento esqueletal. Los
niveles locales de la actividad de FCI en el desarrollo postnatal y
crecimiento parece ser especifico de organos y afectados por factores

. ., 13
externos tales como nutricion .

e En hueso, niveles elevados de FCI-I son sintetizados y secretados por

osteoblastos, por lo tanto puede regular la formacion 6sea en una manera
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autocrina y también aumenta el numero de células multinucleadas

o 1
osteoclésticas'’.

e Promueven directamente la migracion de células osteoblasticas en una
dosis de manera dependiente. FCI-I incrementa la sintesis de coldgena
0sea, y disminuye la degradacion de colagena en cultivos de fetos de rata

. 24
calvaria™.

e Se ha demostrado que el activo a nivel de crecimiento 6seo es el FCI-I,
que parece ser el principal regulador de crecimiento de hueso y cartilago,
debido a que: 1) promueve la aposicion de matriz dsea in vitro; 2) tiene
efectos sobre la mitogénesis de osteoblastos, fibroblastos y sintesis de
proteinas in vitro y 3) es quimiotdctico para células derivadas del
ligamento periodontal tales como fibroblastos, osteoblastos y células

. 17,24
progenitoras de osteoclastos” .

e Diversos estudios sugieren que combinado con otros factores de
crecimiento pueden aumentar la velocidad y calidad del proceso de

cicatrizacion 6sea'® !,

e La combinacion de FCI-I mas FCT-f o FCI-I mas FCDP incrementa la
aposicion de matriz o6sea mas que FCT-B, FCDP o FCI-I

T 16,20
individualmente ™ .

e Las evidencias sugieren que FCI-I puede mediar la capacidad de la
hormona paratiroidea para estimular la proliferacion y la diferenciacion de

. - 28
las células osteoprogenitoras en el hueso™.

La aplicaciéon de FCI-I en la superficie radicular de dientes de ratas promueve
cementogénesis dentro de 8 dias después en molares tratados. Sin embargo,
cuando fue aplicado en lesiones periodontales en perros, fue encontrado solo un

ligero incremento en nuevo cemento y formacion osea'’.
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3.6 Factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV)

El factor de crecimiento endotelial vascular es una citocina sintetizada por
diferentes tipos de células. También es conocido como factor de permeabilidad
vascular (FPV), y vasculotropina (VAS). Es una proteina dimérica, que tiene
homologia en un 20% de su estructura con otro factor de crecimiento, el factor de

crecimiento derivado de plaquetas.

Es otro factor de crecimiento proteinico. Originado por macréfagos, fibroblastos y
queratinocitos™. Sus efectos son limitados a células endoteliales, la estimulacion
de sintesis de lamina basal y el reclutamiento de pericitos que ayudan al desarrollo

; 7, 16,20
de nuevos vasos sanguineos ’ .

Cuatro especies homodiméricas de FCEV han sido identificadas; cada mondémero
posee 121, 165, 189 y 206 aminoacidos respectivamente, siendo su actividad
similar pero diferentes sus perfiles de secrecion.

Houcck y colaboradores han propuesto que las distintas isoformas de FCEV, son
resultado de activar la cascada proteolitica del plasmindgeno (un paso clave
durante la angiogénesis), de esta manera se liberaria siempre un FCEV ;; soluble,

mediador final comun del angiogénesis in vivo.

Su accion es ejercida a través de su union a receptores tipo tirosin cinasa, siendo
la célula endotelial su principal célula diana. Estd considerado como uno de los
mas potentes reguladores de la angiogénesis, tanto normal como patoldgica, asi

como un inductor de la permeabilidad vascular.

Los miembros de la familia FCEV realizan sus sefiales a través de tres receptores
tirosin cinasa: FCEVR-1, FCEVR-2 y FCEVR-3. El FCEVR-2 se localiza en las
células endoteliales y es el principal receptor de los efectos vasculogénicos y

angiogénicos del FCEV?’.
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Su vida media es de menos de tres minutos, resalta la importancia de la via
autdcrina que proporcionara un suplemento endogeno de FCEV para conseguir

(en varios dias) el desarrollo de la circulacion colateral.

A pesar de la diversidad de factores que pueden participar en los diversos pasos de
la angiogénesis, el FCEV representa el factor de crecimiento mas importante en
los tejidos adultos donde se produce una angiogénesis fisiologica, asi como en la
angiogénesis patologica observada en la inflamacion croénica, la curacion de
heridas, los tumores y la retinopatia dibabética®.

El factor de crecimiento endotelial vascular es altamente expresado por la

induccion de hipoxia'®.
3.7 Factor de crecimiento fibroblastico (FCF)

Recibe este nombre debido a que tiene efectos como promotor de crecimiento

sobre los tipos celulares fibroblasticos™.

Son pequenas cadenas de polipéptidos que tienen una accion especifica sobre la
funcion celular (angiogénesis y en la mitogénesis de las células
mesenquimatosas)”.

Hay 19 tipos diferentes de FGF, los més conocidos son:

e FCF-1 (FCF acido)

e FCF-2 (FCF basico)

e K-FCF proto-oncogenes: Sarcoma de Kaposi

Acttian sobre cuatro diferentes receptores de superficie: FCF-R1-FCF-R4.

Los receptores de estos factores de crecimiento tienen una actividad intrinseca
tirosin-cinasa.

Los receptores de FGF se activan mandando numerosas proteinas de sefializacion,
en las cuales mandan las sefiales hacia el ntcleo para la formacion de diferentes

tejidos.
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El receptor de factor de crecimiento fibroblastico 1 (FCFR;) se ha mostrado que
permite la entrada de virus herpes a las células. Los receptores son expresados en
el desarrollo 6seo y en desordenes autosomicos dominantes de crecimiento 6seo

que son resultado de mutaciones de los genes de FCFR?.

En tejidos normales adultos, los mas abundantes son el FGF-1 y FGF-2. FGF-2 es
expresado por los osteoblastos y es mas potente que el FGF-1.Las senales de estos
factores de crecimiento se han visto implicados en el desarrollo del hueso.
Estudios in vitro estimulan la proliferacion de osteoblastos pero no incrementan la
produccion de colagena o de fosfatasa alcalina en osteoblastos diferenciados por
lo tanto inhibe la diferenciacion osteoblastica y dramaticamente incrementa la

apoptosis cuando las células son expuestas en condiciones de diferenciacion®’.
Funciones

e Ambas formas estimulan la replicacion de células oOseas, pero también
pueden inhibir la sintesis de matriz por células dseas bajo algunas
condiciones, por lo tanto tienen un efecto no estimulatorio sobre los

17,28
osteoblastos maduros™ " “*.

e Son encontrados en la matriz dsea e in vitro ambas formas estimulan la
sintesis de DNA y la replicacion celular. Sin embargo, disminuye la
actividad de la fosfatasa alcalina'’.

e FCFb reduce los niveles de mRNA para coldgena tipo I y osteocalcina'’.

e Influye en la proliferacion y la produccion de matriz extracelular de

células del ligamento periodontal®®.
e Es un potente mitdgeno para una amplia variedad de células derivadas del

neuroectodermo y mesodermo, y han estado mostrando ser producidas por

el cerebro, glandula pituitaria, rifién y cuerpo liteo®®.
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e Actia en la angiogénesis, neurogénesis y desarrollo embrionario.

Indicando su amplio rango de importancia bilogica®.

e Investigaciones han mostrado que el factor de crecimiento fiboroblastico
bésico es un potente quimiotactico y factor mitogénico para fibroblastos

del ligamento periodontal.

e Promueve la migracion y proliferacion de células endoteliales. La unién a
FCFb es incrementada por la exposicion a colagena tipo I sobre la

. . 17
superficie dentinal .

e Estudios in vitro han demostrado que su aplicacion exdgena eleva el
proceso de cicatrizacion de ulceras duodenales y fracturas Oseas.

e Juega un papel importante en el proceso de regeneracion tisular
periodontal y este también puede influenciar o regular las funciones de
células del epitelio gingival, que son importantes componentes del tejido
periodontal26.

Estudios in vitro sugieren que los factores de crecimiento fibroblasticos pueden

estimular la proliferacion y diferenciacion de las células del ligamento periodontal

y células endoteliales. Pero tiene muy poco efecto positivo en estudios in vivo

. . . . .2
sobre la regeneracion 6sea en aplicaciones craneofacial y ortopedia®.
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4. PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

El plasma rico en plaquetas primero fue introducido en la cirugia oral por
Whitman en 1997 en su articulo titulado “Gel plaquetario: una alternativa
autdloga con aplicacion en cirugia oral y maxilofacial™®.

El plasma rico en plaquetas goza un incremento en popularidad en la cirugia oral
y maxilofacial, después de la publicacion de un articulo escrito por Marx en 1998.
Marx en su estudio mostrd que la combinacion de PRP con hueso antdlogo en
defectos mandibulares, daba como resultado una maduracion rapida y
significativa en el estudio radiografico y un hueso denso regenerado en el estudio
histomorfologico®” .

El uso de plasma rico en plaquetas para incrementar la regeneracion dsea y
maduracion de tejidos blandos ha incrementado dramaticamente en lo campos de
ortopedia, cirugia maxilofacial, cirugia periodontal, urologia, cirugia plastica y

o . 31,32
cirugia cardiovascular’ .

4.1 ;Que es el PRP?

PRP es una concentracion autdloga de plaquetas en un pequefio volumen de

16, 32, 33, 34 q: . : . .
» 72 2% 2% Siendo sangre del mismo paciente, éste es libre de

plasma.7’
enfermedades transmisibles y no puede causar reaccion hipersensible.

El minimo recuento de plaquetas requerido para un coagulo sanguineo clasificado
como PRP puede ser discutible, pero una concentracion de aproximadamente un
millon de plaquetas/ pL, o aproximadamente 4 o 7 veces la linea usual de
recuento plaquetaria (200 000 plaquetas/ / pL), ha mostrado que proporciona
beneficios clinicos’.

Un codgulo normal tal como el que encontramos en una herida resultante de el

sitio de una osteotomia para implante o un injerto dseo contiene 94% células rojas

de la sangre, 6% plaquetas y algo menos que el 1% células blancas de la sangre.
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En contraste, un coagulo de sangre PRP contiene 94% plaquetas, solo 5% de

células rojas de la sangre y 1% células blancas de la sangre’.

Esta alteracion de la proporcion celular en el coagulo sanguineo en la herida, por
el cual células que no estimulan la cicatrizacion (células rojas de la sangre) son
remplazadas por células que estimulan todas las fases de cicatrizacion
(plaquetas), explicando su habilidad para elevar la cicatrizacién’.

Esto también realza la estrategia simple y beneficio de PRP, que estd
acrecentando las acciones de factores de crecimiento sobre la cicatrizacion y

., . , 16,31, 32, 34
regeneracion dsea por incremento del namero de plaquetas’ %"+ 3%3%,

4.2  El mecanismo del PRP asociado a factores de crecimiento

Los factores de crecimiento secretados por las plaquetas (PDGFaa, PDGFbb,
PDGFab) usualmente tienen dos sitios activos G; son llamados dimeros, que se
acoplan solo a células que tienen receptores especificos para ellos. Esos receptores

estan sobre la membrana superficial de las células blanco.

REC eptor
Heosi creciieto

cihasa

itoplasma
Modulo
enzmatice

Tirasm

Dlolécula
seflalizadora
terna

édule

cncimatico Isdule SH2

inactivo

Fig. 2 Los factores de crecimiento se unen a sitios
de receptores de membrana en células blanco’.
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El factor de crecimiento nunca entra a la célula blanco, mas bien éste activa el
receptor de membrana, que tiene una porcion introcitoplasmatica y por lo tanto
con frecuencia es considerado un receptor transmembrana (Fig. 1). Dos receptores
transmembrana adyacentes son entonces atraidos dentro de una distancia critica el
uno al otro, activando las proteinas transductoras de sefiales intracitoplasmaticas

26, 4
latentes>®

(fig. 2). Una proteina transductora de sefiales entonces se separa del
receptor transmembrana y flota en el citoplasma hacia el nicleo. En el nicleo, la
proteina transductora abre una secuencia de gen especifica para regular la
funcién celular, tales como mitosis, sintesis de coldgena, produccion osteoide,

etc7.

o
Factor de denal del _facl,or
crecithiento e crecitrdento

rnoleculas

Proteina
sefialzadora)
inactiva

Fig. 3 La activacion del extremo del sitio del receptor causa una elevada activacion de fosfato ose
de una proteina transductora intracitoplasmatica’.

La importancia de este proceso es que explica porque una aplicacion exdgena de
factores de crecimiento, incluso en las concentraciones mas elevadas posibles, no
puede producir un padecimiento de hiperreaccion, tales como hiperplasia, un
tumor benigno, o maligno. Los factores de crecimiento no son mutagénicos. Ellos
son proteinas naturales que actian a través de la regulacion de genes normales y

control de mecanismos de cicatrizacion y regeneracion’.
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4.3 Obtencion del PRP

4.3.1 Desarrollo del plasma rico en plaquetas y su importancia

clinica.

PRP ha estado disponible por menos de una década. A principios de los 90 s, PRP
solo podia ser desarrollado por medio de un separador o maquina para
plasmaferesis.

Ese dispositivo era tan largo como una estufa de cocina, caro y costoso hacerla
funcionar. Ellos fueron sin embargo efectivos separando la sangre autéloga dentro
de sus tres basicos componentes: células rojas de la sangre, combinacion células

blancas de la sangre y capa de plaquetas y plasma’.

4.3.2 Principios de Separacion y Concentracion Plaquetaria

La separacion y concentracion de plaquetas comienza con una técnica aséptica y
minimamente traumatica de flebotomia para la extraccion apropiada de un
pequefio volumen de sangre especial para el dispositivo que sera empleado.

Una vena importante tal como la vena de la mufieca por encima del radio (el
principio de la vena cefalica) o una vena anticubital debera ser elegida (Fig 4).
Para que la sangre no se coagule, la jeringa debe contener anticoagulante como
citrato dextrosa A (ACD-A). El 4cido Etilenodiaminotetraacético (EDTA), que es
usado en laboratorios de diagnostico de sangre, no es recomendado para ese
proposito porque este es perjudicial para la membrana plaquetaria’.

El Citrato Fosfato Dextrosa (CPD) que es usado para almacenar células rojas de
la sangre, tampoco es recomendado para este propdsito porque este no mantiene el
metabolismo plaquetario como lo hace ACD-A. En los bancos de sangre solo
usan ACD-A como una solucion de preservacion de plaquetas para transfusion

plaquetaria.
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Fig. 4 La vena anticubital representa el
sitio ideal y mds comunmente usado para
la febotomia’.

La efectiva separacion y concentracion de plaquetas son producto de fuerzas
gravitacionales, usualmente medido en minutos (minutos g). Para separar y
concentrar plaquetas el dispositivo usa dos distintas centrifugaciones,
denominados spins. La primera centrifugacion, separa las células rojas de la
sangre del resto de la sangre (células blancas, plaquetas y plasma). Este es seguido
por una segunda centrifugacion, que separa y compacta las plaquetas, células
blancas de la sangre, y una pequefia cantidad de residuos de células rojas del
plasma después de que el 95% o més de las células rojas de la sangre han sido
separadas y extraidas dentro de otro contenedor’.

Las maquinas de una sola centrifugacion son incapaces de separar y concentrar
plaquetas a niveles terapéuticos. A causa de la forma concava-convexa de las
células rojas de la sangre y el tamafio relativamente pequefio de las plaquetas, las
plaquetas mas pequefias quedan atrapadas en la concavidad de las células rojas
mas grandes y llegan a ser compactadas con ellas antes de ser concentradas
separadamente.

Para el desarrollo de PRP la fuerza y los tiempos de centrifugacion dependeran de

la centrifuga utilizada.
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Cada una de las dos centrifugaciones son exactamente cronometradas ganando
separacion y concentracion consistente plaquetaria, éste es el mas competente
por un dispositivo detalladamente automatizado que evita la manipulacion manual
que pueda afectar la separacion plaquetaria.

Al final de la segunda centrifugacion, algunos residuos de células rojas de la
sangre junto con todas las células blancas y plaquetas, seran compactados en el
fondo del compartimiento de PRP y revestido por un volumen de plasma. Juntos,
pareceran como una pequeia capa de células rojas sanguineas rodeada de una
pequefia linea blanca (el también llamado Buffy coat) encima un gran volumen de
liquido color amarillento pero normalmente claro que es el plasma.

Comunmente descrito como un botén de células rojas. Las plaquetas mas jovenes,
que contienen mas factores de crecimiento, son mas grandes y estan en la capa
superior en la fraccion de células rojas.

El botén de células rojas indica la presencia de esas jovenes y mas completas
plaquetas.

Después las plaquetas son separadas y concentradas en el contenedor, y el
contenedor es removido de la maquina, el PRP no es todavia desarrollado
completamente. Una cantidad especifica de la capa del plasma es extraida, y es

entonces cuando se le puede llamar PRP’.

4.3.3 Almacenamiento y Activacion de PRP

Una vez desarrollado el PRP estd anticoagulado y permanecera en ese estado
hasta que un proceso de coagulacion sea iniciado. Se ha encontrado que el PRP
permanece estéril y sus plaquetas permanecen viables y bioactivas por mas de 8
horas. Sin embargo es recomendable que el PRP permanezca anticoagulado hasta

que vaya a ser empleado en los tejidos.
El ACD-A que es usado como anticoagulante en el desarrollo de PRP inhibe la

coagulacion por uniones de calcio. Sin embargo, la activacion del PRP requiere

reemplazar el calcio e iniciaciéon de la cascada de coagulacion sanguinea. Esto
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puede ser realizado al afiadir solucion de clorhidrato de calcio al 10% a trombina
bovina topica. Cuando es usado en muy pequefio volumen, esta solucion
coagulard el PRP en el que es generalmente denominado un coagulo rapido para
aplicacion clinica PRP, la solucion anticoagulada de PRP es colocada dentro de
una jeringa de 10ml y el clorhidrato de calcio—solucién trombina es colocada
dentro de una jeringa de 1ml, la coagulacion ocurre entre 6 a 10 segundos.

Un gran volumen de soluciéon e clorhidrato de calcio-tromina no acelera el
proceso de coagulacion, sino lo retardara o inhibira completamente por disolucion

del fibrindgeno, que es un factor limitante en la formacion del codgulo.

4.4  Mecanismos de las plaquetas y PRP en la regeneracion osea.

Los granulos alfa contenidos en las plaquetas, ya sea en un codgulo sanguineo
normal o en uno de PRP, comienzan su degranulaciéon en menos de 10 minutos de
desarrollarse el coagulo y secreta mas del 90% de sus factores de crecimiento
almacenados en menos de una hora. Los factores de crecimiento se unen
inmediatamente a los receptores transmemebrana de células osteoprogenitoras,
células endoteliales y células mesenquimales.

La fibrina y fibronectina contenidos dentro de la porcion acelular del coagulo y la
vitronectina surgen de lo granulos alfa y envuelven el injerto en una matriz inicial.
Los tres isomeros del FCDP actian como mitdgenos para osteoblastos, células
endoteliales y proliferacion de células mesenquimales.

Los dos isomeros de FCT-f llevan a cabo una mitogénesis y angiogénesis similar
pero también promueven la diferenciacion osteoblastica de las células
mesenquimales.

El FCVE promueve especificamente el crecimiento vascular (Fig. 5).
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Fig. 5 El medio bioquimico de un injerto dseo
antologo’.

A causa de su concentracion aumentada de plaquetas, el PRP de esta manera
inicia una respuesta celular mas intensa y rapida en el injerto 6seo que el coagulo
sanguineo normal. Tres dias después de la colocacion del injerto se puede

identificar mitosis de células osteoprogenitoras y brotes capilares (Fig. 6).

Fig. 6 Tres dias después de la colocacion del injerto, se
puede observan division celular significativa y
penetracion de brotes capilares’.
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Por el 17 y 21 dias, la penetracion capilar del injerto es completada y las células

osteoprogenitoras han incrementado enormemente en numero (Fig. 7). Por
consiguiente, la primera fase de la cicatrizacion del injerto 6seo ocurre durante las
tres primeras semanas y es caracterizada por crecimiento capilar y rapido
metabolismo, proliferacion y actividad celular. Es durante esa primera fase que el
injerto es mas vulnerable a infeccion e inestabilidad, cualquiera de las dos puede

impedir o destruir las células delicadas y funciones celulares que ocurran durante

Osteoclastos Células
liberan PMO circulantes

Células
producen hueso

este tiempo.

Osteoclastos
liberan PMO

Fig. 7 Por el dia 7 a 21, se completa la penetracion capilar y
la profusion del injerto toma lugar, y la produccion osteoide
ha sido iniciado’.

Aunque la funcion de las plaquetas disminuye dentro de 7 a 10 dias, sus efectos
sobre el desarrollo del injerto han sido establecidos. Para ese tiempo las plaquetas
han dictado la velocidad y el grado de regeneracion 6sea. El macrofago y el
monocito, que llega a ser un macrofago en la herida, son atraidos al medio de la
herida principalmente por su hipoxia natural y en menor grado por lactato y
acidez. Los macrofagos poseen receptores de membrana que perciben areas de
baja concentracion de oxigeno. La inherente hipoxia de un injerto 6seo mantiene
una fuerte atraccion por los macrofagos, que llegan a la herida y secretan factores
de crecimiento adicionales para regular y continuar la regeneracion 6sea. La

malla del coagul6 contiene fibrina, fibronectina, y vitronectina. Esas moléculas de
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adhesion actuan como una matriz superficial para el crecimiento vascular,
proliferacion celular y migracion celular ocurridas durante esa fase. Esta matriz
también actuard como el andamio inicial para produccion osteoide que sefialara la

transicion a la siguiente fase’.

Entre 3 y 6 semanas, la célula osteoprogenitora ha proliferado y diferenciado
suficientemente en producto una matriz osteoide. Su produccién de osteoide
consolida el injerto y forma una union al hueso adyacente (Fig. 8). Con
frecuencia esta también es descrita como la segunda fase de la regeneracion dsea.
Durante este tiempo el crecimiento total capilar madura por desarrollo adventicio
manteniendo células alrededor de los vasos, haciéndolos capaces de resistir la
inestabilidad y la funcion leve. El oxigeno que esos vasos suministran al injerto
invierte la hipoxia y por consiguiente suprime al macrofago para que no se forme

en la herida una cicatriz o hiperplasia.

Disminucién de matriz
acelular

Incremento de superficie osteoide

Fig. 8 A la sexta semana su produccion osteoide consolida
el injerto formando una unién al hueso receptor’.
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Al comienzo de la sexta semana, el osteoide sufre un ciclo obligatorio de
reabsorcion-remodelacion. El fragil y elastico osteoide es reabsorbido por
osteoclastos, que liberan proteinas morfogenéticas 6seas, ILG' y ILG* y estos
sucesivamente inducen osteoblastos adyacentes y células mesenquimales para
diferenciarse y producir un reemplazo de hueso mas maduro que contiene
arquitectura laminar y sistemas Haversianos no presentes en el osteoide. Esa
tercera fase de regeneracion Osea continua a través del tiempo de vida del injerto
cuando éste establece una velocidad de recambio normal de reabsorcion-
remodelacion de el resto del esqueleto (aproximadamente 0.7% por dia), esto es
visto clinica y radiograficamente por la formacion del hueso denso mineralizado

(Fig. 9)’.

Fig. 9 Después de la sexta semana, el injerto sera
consolidado y fusionado a el hueso receptor’.

Por consiguiente las plaquetas y el PRP actuan en la primera fase bioquimica de
una secuencia de tres fases de regeneracion Osea, cuando la velocidad y cantidad

o 7
de regeneracion osea toma lugar'.
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4.5 Efecto del PRP sobre la cicatrizacion de tejidos blandos

Los efectos del PRP sobre la cicatrizacion de tejidos blandos es paralela a la
regeneracion 6sea, pero con frecuencia parece ser incluso mas dramatica porque el
incremento de cicatrizacidon es mas prontamente observable. El mejor modelo de
PRP para la demostracion del incremento en la cicatrizacion sobre tejidos blandos
es una herida de un sitio donador de un injerto de piel de espesor parcial. El
estudio fue realizado sobre las heridas de sitios donadores del injerto de piel, que
fueron de un tamano estandar de 4 x 7 cm y de un grosor estandar de 0.42 mm.
Una herida fue tratada solo con trombina bovina tépica como un agente
hemostatico y la otra con PRP activado con trombina bovina topica. El sitio
tratado con PRP mostr6 una diferencia clinica e histologica dramatica,

demostrando una cicatrizacion incrementada por el PRP.

Red de Plaquetas el®
fibrina Eritrocitos eie L0

Fig. 10 El sitio donador del injerto de piel sin PRP forma
un coagulo que contiene 5% plaquetas y 95% células
rojas de la sangre dentro de una red de fibrina.
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Una herida de un sitio donador de injerto de piel de espesor parcial es extraido a
bajo del nivel de la membrana basal, cicatrizando por lo tanto por brotes capilares
desde la base del tejido conectivo y migracion epitelial a través del soporte
nutricional de la perfusion capilar, principalmente de los brotes de la piel y en
menor grado del epitelio del foliculo piloso. Una vez que el injerto de piel es
removido, se forma un coagulo de sangre sobre la base del tejido conectivo (Fig.
10). Las plaquetas dentro del coagulo de sangre degranulan y secretan sus
diversos factores de crecimiento, mientras que las moléculas de adhesion, fibrina,
fibronectina y vitronectina cubren las superficie como una matriz para migracion
celular. El factor de crecimiento endotelial vascular y los tres isomeros del factor
de crecimiento derivado de plaquetas induce a una proliferacion capilar rapida

para producir un suministro nutricional a la herida.

Los isomeros del factor de crecimiento transformador B estimulan la fibroplasia y
la sintesis de colageno a la base de la herida. Lo mas importante, sin embargo, el
factor de crecimiento epitelial actia sobre las células basales en el borde de la
herida promoviendo una proliferacion epitelial que migrara dentro del tejido de
granulacion rico en nutrientes sobre la superficie de las moléculas de adhesion
celular en el coagulo.

El reemplazamiento del coagulo normal que se desarrolla dentro de la herida en
este tejido blando con un coagulo de PRP, incrementa los factores de crecimiento

disponibles (fig. 11)".
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Fig. 11 El sitio donador del injerto de piel con PRP forma
un coagulo que contiene 95% plaquetas y 5% células rojas
de la sangre dentro de una red de fibrina’.

Para el dia seis, la apariencia clinica del sitio del coagulo contra el sitio del
coagulo de PRP mostré una aceleracion significativa del proceso de cicatrizacion
en el sitio con PRP a pesar del poco tiempo que habia pasado. El sitio del coagulo
de sangre retiene una zona periférica eritematosa y obviamente tejido de
granulacion exuberante con solo el comienzo de una migracion epitelial de la
periferia. El sitio con el codgulo de PRP no muestra tal circulo de eritema y solo
restos de tejido de granulacion que ya han sido reemplazados. La falta de brillo de
su superficie representa una capa delgada de epitelio que ya habia migrado a
través de toda la herida (Fig. 12-b). El sitio tratado con un coagulo normal mostro
un rodete de fibroblastos y macrofagos jovenes con numerosos vasos pequeiios
tipicos de una herida inmadura. Se toma una muestra del borde epitelial y no
muestra evidencia de migracion (Fig. 12-a). En contraste, el sitio de codgulo de
PRP mostré una evidencia de promover el epitelio sobre una dermis madura, ya

que mostrd mas fibroblastos en forma de huso y haces de colagena. El sito del
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coagulo de PRP fue superior significativamente en su velocidad y maduracion

comparado con el sitio del coagulo sanguineo.

L. [ Migracion

: 2 IV epitelial
Red de @ S0 Yo Terts M

fibrina

Fig. 12-a Al sexto dia el sitio Fig. 12-b Al sexto dia el sitio
donador sin PRP no muestra donador con PRP muestra evidente
migracion enitelal’. migracion epitelial’.

Cuando el sitio donador de piel madura, la dermis desarrollara una vascularidad
reducida, una celularidad fibroblastica reducida, un espesor normal de epitelio con
queratina y un retorno de melanocitos productores de pigmento. Desde una
perspectiva clinica, el sitio donador progresara a través de una fase de coloracion
violacea indicativa de una delgada capa epitelial sobre una abundante
vascularidad, y palidecera por 2 a 6 meses, el color se unifica, cuando el epitelio
engrosa y la hipervascularidad de la fase de cicatrizacion regresa a niveles
normales.

En 45 dias el sitio del coagulo continuard rojo y numerosos vasos sanguineos
pequetios podran ser vistos justamente por debajo de la superficie (Fig. 13-a). En
contraste, en 45 dias el sitio tratado con coagulo de PRP fue ciertamente tomando
un color uniforme al de la piel y la hipervascularidad ha sufrido un retroceso,

indicativo de madurez avanzada (Fig. 13-b)’.
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Migracion
*/a epitelial

Migracion
epitelial

Fig. 13-a En 45 dias el sitio donador sin
PRP esta constituido por una delgada
capa de epitelio sobre tejido conectivo
hipervascularizado indicativo de una
cicatrizacion inmadura

Fig. 13-b En 45 dias el sitio donador
con PRP tiene un coloracion mas
uniforme, indicando una cubierta
epitelial mas gruesa y regresion de la
fase hipervascular indicativo de una

cicatrizacion madura.

Finalmente, todos los sitios donadores de injertos de piel cicatrizan y adquieren un

nivel seguro de madurez; las ventajes de usar PRP incluyen:

e Reduccion de dolor durante la primera semana (pacientes reportaron una
disminucion del dolor de un 40%)

e Reduccion de la cicatriz final.

En seis meses, el sitio donador tratado con PRP mostr6 una reduccion
significativa en la contraccién de la herida, y la cicatriz y mejor6 el pigmento, la
regeneracion fue evidente comparada con el sitio adyacente que sano bajo el

.. , ’ 7
original coagulo sanguineo’.
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4.6 Efectos del PRP sobre la regeneracion 6sea usando injertos

0Seo0s

Porque la introduccion de PRP conlleva estudios que documentan el incremento
de hueso autdgeno y regeneracion de tejidos blandos, sus beneficios fueron
asumidos a depender de la presencia de células de injerto antologo y por lo tanto
esta limitado a injertos autdgenos. Sin embargo, recientes estudios de PRP
también han mostrado un incremento de casi todos los materiales utilizados como
substitutos Oseos. La razon es que células autdlogas son responsables de la
formacion de nuevo hueso incluso cuando un substituto osea es usado. Las células
autogenas migan dentro del area del injerto de substituto 0seo praa ocupar
espacios entre y alrededor de las particulas. En otras palabras, un injerto de
substituto 6seo forma nuevo hueso via osteoconduccion de células
osteoprogenitoras adyacentes, mientras el injerto autdogeno forma nuevo hueso via
transplantacion de células osteoprogenitoras de un sitio distante. Desde luego un
injerto 6seo autdgeno deposita muchas mas células osteoprogenitoras en el sitio
del injerto y es considerado el estdndar de oro clinico. Ya que menos células
osteoprogenitoras estan contenidas en tales injertos en comparacion con injertos
autdégenos, y ya que se requiere una migracion significativa para cubrir el
volumen del injerto, alta regulacion de esas células osteoprogenitoras y formacion
de matriz para osteoconduccion por PRP es incluso mas valioso.

A pesar de los que reclaman lo contrario, ningtn tipo hueso alogénico o substituto
oseo es osteoinductivo en el humano. Incluso hueso alogénico, mineralizado o
desmineralizado no contiene una concentraciéon suficiente de proteinas
morfogenéticas Oseas bioactivas para inducir nuevo hueso en humanos. Sin
embargo, hoy todos los substitutos 6seos dependen de osteoconduccion de células
osteoprogenitoras en el sitio receptor para formar nuevo hueso. El mecanismo por
el que esto ocurre puede ser ilustrado en la colocacion del injerto de sustitutos
oseos en la elevacion de seno. En esta situacion, las particulas colocadas dentro
del espacio del seno bajo una elevacion de la membrana. Las particulas llegan a
confundirse en el codgulo sanguineo que contiene fibrina, fibronectina,

vitronectina, células rojas, células blancas, y las plaquetas (Fig. 14). Si este fue un
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coagulo de PRP las numerosas plaquetas estaran incrementadas de 4 a 7 veces. En
menos de 10 minutos de coagulacion, las plaquetas degranulan y secretan sus siete
factores de crecimiento. Algunos de esos factores de crecimiento actlan sobre los
vasos sanguineos rotos de las paredes dseas y bajo la superficie de la membrana
del seno induce un incremento capilar en relacion con el volumen del injerto,
mientras otros actilan sobre las paredes medias y laterales 6seas ademas del piso

del seno para inicia la secuencia de migracion, diferenciacion y produccion dsea’.

- prokiferacion de células
- osteoprogenitoras
mcremento
capilar

Fig. 14 Regeneracion oOsea en un injerto de substituto Oseo
requiere crecimiento capilar dentro de los espacios del injerto,
proliferacion de células osteoprogenitoras, y migracion de hueso
de las paredes circundantes por lo tanto, formacion 6sea alrededor
de las particulas de substituto 6seo’.

Las células osteoprogenitoras migran a lo largo de la red de fibrina que llena los
huecos entre el hueso y las particulas del substituto 6seo y entre una particula y
otra. Al adherirse la fibrina a las particulas del substituto oOseo; las células
osteoprogenitoras migran a lo largo de la superficie de fibrina para formar una

sustancia pegajosa y producir hueso.
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La red de hueso forma esas particulas alrededor e interconecta a por lo menos una
pared 6sea para formar un injerto estable. Por consiguiente los pasos principales
para la formacion oOsea incluye el reclutamiento de factores de crecimiento y
estimulacion de células, su migracion y diferenciacion antes que el hueso este
realmente formado.

El PRP tiene la capacidad de estimular méas formacion dsea en un menor tiempo

cuando es usado en conjuncién con un substituto 6seo’.

Fig. 14 El injerto de substituto 6seo requiere de la
liberacion de factores de crecimiento para recluir células
osteoprogenitoras, su migracién, formacion final de
hueso y entonces hueso maduro. Este requerird un
periodo largo de tiempo antes de que se forme un hueso
denso estable.
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II. CONCLUSIONES

En las dos ultimas décadas la ingenieria tisular nos ha dado opciones viables para

promover la regeneracion de los tejidos.

La literatura muestra que un procedimiento eficaz y considerado como un ejemplo
claro de la ingenieria tisular es el plasma rico en plaquetas ya que combina los tres

elementos claves de la ingenieria tisular que son:

e Matrices (estructuras porosas), que pueden servir como andamio para la
migracion y proliferacion celular.
e (élulas (osteoblastos, fibroblastos, condorcitos)

e Moléculas de sefializacion (factores de crecimiento)

Estos tres elementos expuestos a un medio y tiempo apropiado, dard como

resultado la regeneracion de los tejidos.

De acuerdo a las referencias consultadas, los factores de crecimiento juegan un
papel importante para promover la regeneracion de los tejidos periodontales, ya
sea a través de ser secretados por los granulos alfa de las plaquetas como es el
caso de PRP o al ser aplicados localmente, ya sea de forma individual o por la
combinacion de varios de ellos, esto es posible ya que se ha encontrado por

ejemplo:

e Factores como FCDP, FCT-B, FCE y FCF estimulan la duplicacion de
células mesenquimales, células endoteliales y fibroblastos, también
estimulan la quimiotaxis y la mitogénesis de precursores de ostoeblastos
favoreciendo la formacion dsea, que en combinacion con FCI, PMO 2, 5, 6
y 7 potencializa sus efectos, aumentando la velocidad y calidad del

proceso.
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e Asi mismo, los autores mencionan que la estimulacion de la angiogénesis

es llevada a cabo por FCDP, FCT-B Y FCE.

e Por ultimo algunos estudios realizados en ratas sugieren que el FCI
aplicado a la superficie radicular, promueve la cementogénesis, aunque

todavia no se han mostrado resultados eficaces en humanos.

Debido a todos estos hallazgos clinicos en la actualidad se considera importante
estudiar ampliamente esta posibilidad para contar con un procedimiento mas

dentro de la terapia periodontal regenerativa.
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