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Resumen

Titulo: Efectos del plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) en
cultivo con células orales.

Introduccion: Actualmente el enfoque de mudltiples procedimientos
quirurgicos orales esta encaminado hacia promover una regeneracion o en su
defecto una reparacion tisular mas acelerada y efectiva, es por esto que el uso
del PRGF y otros concentrados plaquetarios han aumentado exponencialmente
en los ultimos afios. Objetivo: Investigar el papel que el plasma rico en
factores de crecimiento (PRGF) juega en la conducta de los fibroblastos
gingivales humanos (HGF) fibroblastos del ligamento periodontal humano
(HPLF) y osteoblastos humanos (HBC)._Metodologia: Se realizé un estudio in
vitro en cultivo celulares de HGF, HPLF y HBC que fueron subcultivados con o
sin medio DMEM adicionado con 25% de PRGF durante 24, 48, 72, 120 y 144
horas. La viabilidad celular del ensayo de proliferacion fue determinada por
ensayo MTT. Los datos fueron analizados con pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk y pruebas de t-student con un valor p<0.05 y un coeficiente de
confiabilidad del 95%._Resultados: Se obtuvieron resultados sobre ambos
grupos, observando, en el caso de HGF un promedio de viabilidad celular hasta
las 144 horas de 212% con PRGF contra un 159% sin PRGF; 197% y 152%
respectivamente en el caso HPLF y 122% contra 84% en HBC. En todos los
grupos en los que se utiliz6 PRGF se observé una mejor respuesta en
comparacion con los grupos de control sin PRGF, sin embargo la mejoria que
mostraron los grupos con PRGF no fue tan marcada como la mayor parte de la
literatura cientifica reporta._ Conclusiones: El uso del PRGF acelera el proceso
de reparacion de los tejidos, sin embargo es necesario aportar mas evidencia
cientifica que apoye a esclarecer de manera definitiva la efectividad de este
producto.

Palabras clave: plaquetas, cultivo, reparacion, regeneracion, PRGF.
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Abstract

Title: Effects of plasma rich in growth factors (PRGF) in cultures of oral
cells.

Introduction: Currently, the approach of multiple oral surgical
procedures is aimed at promoting regeneration or, failing that, a more
accelerated and effective tissue repair, which is why the use of PRGF and
platelet concentrates has increased exponentially in recent years._Objective:
To investigate the role that PRGF plays in the behavior of human gingival
fibroblasts (HGF) human periodontal ligament fibroblasts (HPLF) and human
osteoblasts (HBC)._Methodology: An in vitro study was performed in cell
cultures of HGF, HPLF and HBC that were subcultivated with or without DMEM
medium added with 20% during 24, 48, 72, 120 and 144 hours. The cell viability
of the proliferation assay was determined by MTT assay. The data were
analyzed with Shapiro-Wilks normality tests and t-student tests with a value p
<0.05 and a reliability coefficient of 95%._Results: Results were obtained on
both groups, observing, in the case of HGF, the cell viability average were up to
144 hours of 212% with PRGF against 159% without PRGF; 197% and 152%,
respectively, in the HPLF case and 122% versus 84% in HBC. In all the groups
we used PRGF we observed a better response compared to the PRGF control
groups, however, most of the groups with the PRGF were not as marked as
most of the scientific literature reports._Conclusions: The use of PRGF
accelerates the process of tissue repair, however, it is necessary to provide
more scientific evidence to support the definitive clarification of the

effectiveness of this product.

Key words: platelets, culture, repair, regeneration, PRGF.
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Introduccion

El plasma rico en factores de crecimiento, por sus siglas en inglés
(PRGF) puede definirse como una formulacién 100% autologa y biocompatible
elaborada mediante un proceso de centrifugacion de un solo paso, utilizando
citrato de sodio al 3.8% y cloruro de calcio al 10% como anticoagulante y
activador respectivamente. Su fundamento principal es aislar del plasma
sanguineo las proteinas responsables de la cicatrizacion de las heridas y de la
regeneracion de los tejidos con la finalidad de optimizar la reparacion vy
acelerar este proceso de manera natural (1).

El fundamento principal de los concentrados plaquetarios se basa en la
constante y sostenida liberacién de factores de crecimiento contenido en las
plaguetas.

Sus predecesores fueron el adhesivo de fibrina, utilizado como
hemostético y adhesivo quirargico, posteriormente, en 1997 surgio el gel en
plaguetas propuesto por Whitman y solo un afio después se propuso el uso del
plasma rico en plaquetas (PRP), el cual se mezcla con cloruro calcico y
trombina bovina para producir la agregacion y desgranulacion plaquetaria,
obteniéndose factores de crecimiento (2).

Estos concentrados plaguetarios son un volumen de plasma autélogo
que poseen una concentracion de plaquetas superior a la de los valores
basales. El valor medio de plaguetas plasméticas es de 150.000 a
400.000/mm? aproximadamente, mientras que estos concentrados pueden
tener un valor por encima de 1.000.000mm? (3).

Aunque los concentrados plaquetarios actuales como el plasma rico en
plaguetas (PRP), el plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y el plasma
rico en fibrina (PRF) presentan similitudes significativas existen mdultiples
diferencias entre cada una de estas.

Siguiendo los mismos principios del PRP, surgio la técnica de obtencion
del PRGF, que requiere menores voliumenes de sangre, un equipamiento mas
sencillo que permite su uso en la consulta, no utiliza trombina bovina y plantea
un solo paso de centrifugacion con menos revoluciones, preservando la

integridad de la membrana plaquetaria, permitiendo asi obtener una mayor
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concentracion de factores de crecimiento; siendo un procedimiento mas
econdémico, aparentemente mas eficiente y 100% autoélogo (1) (4).

A pesar de toda la evidencia cientifica existente que respalda el uso del
PRGF y de los concentrados plaquetarios, existen otros autores que afirman
que el resultado en cuanto a regeneracién y cicatrizacion es el mismo aunque
no se utilice PRGF (5) (6) (7) (8) (9).

El objetivo principal del trabajo fue Investigar el papel que el PRGF juega
en la conducta de HGF, HPLF y HBC, esto se realizO mediante un estudio in
vitro en células que fueron subcultivadas con o sin medio DMEM adicionada
con 25% durante 24, 48, 72, 120 y 144 horas. La viabilidad celular del ensayo
de proliferacién fue determinada por conteo celular con hematocitbmetro y

ensayo MTT.
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Capitulo 1
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Marco teérico

1 Concentrados plaguetarios

Los concentrados plaquetarios son, como su nombre lo menciona,
concentrados con un valor de plaquetas mayor al que contiene la sangre
periférica; obtenidos a partir de una muestra sanguinea autdloga en la cual
mediante diversos procesos (dependiendo el tipo de concentrado que se quiera
obtener) se logra separar del plasma sanguineo una porcién con niveles de
plaguetas hasta 5 veces mayor comparado con una porcion regular de sangre

periférica (10).

Estos concentrados plaquetarios son un volumen de plasma autdlogo
que poseen una concentracion de plaquetas superior a los valores basales. El
valor medio de plaquetas plasmaticas es de 150.000 a 400.000/mm?®
aproximadamente, mientras que en estos concentrados pueden tener un valor
por encima de 1.000.000 (3).

Estos concentrados tienen su primer antecedente en cuanto a
demostraciones clinicas en el afio de 1986 con los estudios de Knighton y col.
igualmente Marx en 1998, utiliz6 el PRP en cirugia maxilofacial por primera
vez, asi como Anitua en 1999 lo hizo con el PRGF. El Dr. Choukrun desarrollo
el protocolo de PRF para odontologia en 2001 (1) (11) (12) (13).

Bioguimicamente, los concentrados plaquetarios, aunque todos son
diferentes, se componen de suero, leucocitos (el plasma rico en factores de
crecimiento no contiene leucocitos), plaquetas y factores de crecimiento, pero
aunque la presencia conjunta de todos estos elementos favorece la acciéon del
concentrado, los elementos fundamentales son los factores de crecimiento, que

ejercen la funcién de regeneracion del lecho donante (14).

El uso de los concentrados plaguetarios esta basado en la sostenida
liberacion de factores de crecimiento, estos factores son proteinas que
desempefian un papel esencial en la migracion, diferenciacion y proliferaciéon
celular. Estas proteinas incluyen factores de crecimiento derivados de

plaguetas (PDGF) factor de crecimiento transformante beta (TGF-b) factor de
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crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), a pesar de que se han descrito una gran cantidad de estas proteinas,

estas son las mas estudiadas y con efectos mas determinantes (15).

1.1 Antecedentes

Los concentrados plaquetarios tienen su antecedente en la década de
los setentas cuando Matras realiz6 sus primeras publicaciones sobre adhesivo
de fibrina mientras que la primer demostracion clinica de estos concentrados
plaquetarios fue reportada por Knighton et al. en 1986 estos autores utilizaron
el término “factor de curacion de heridas derivados de plaquetas” utilizando un
procedimiento de centrifugacién de dos pasos pasando a nombrarlo después
de un tiempo “formula de curacion de heridas derivado de plaquetas” estos
autores usaron el término PRP como un término general para medicina
transfuncional, pero este aun no hacia mencién a un tipo de concentrado
plaguetario (11) (16).

Algunos afos después en 1997 Whithman et al. presentan sus
resultados en cirugia oral y maxilofacial de un concentrado plaquetario que era
producido por un denso gradiente de separacion celular en un laboratorio
hematoldgico. Durante la recoleccidén este producto, este fue nombrado PRP
pero los autores entendieron el producto final como un gel de fibrina
posteriormente llamado gel de plaguetas (17).

Un afio después en 1998 inicio el uso del término PRP con Marx y Cols.
los cuales propusieron el uso del PRP en la colocacion de injertos éseos en
cirugia oral y maxilofacial, observaron que el PRP aumentaba la concentracion
de plaquetas en los injertos, observandose la presencia de al menos tres
factores de crecimiento: Factor de crecimiento de origen plaquetario (PDGF), y
factor de crecimiento de transformacion beta-1y 2 (TGF-B1y $2) (12).

Durante los siguientes afos existio una confusion en cuanto al protocolo
gue debia de seguir el PRP pues la mayoria de los estudios emplearon
“protocolos internos” con modificaciones en los numeros de pasos de
centrifugacion, fuerza centrifuga y tiempo, esto llevo a una gran confusion pues
incluso multiples autores consideraban iguales todos los concentrados

independientemente lo que contuvieran (18) (19).

13
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En 1999, Anitua junto Biotechnology Institute, BTI, Vitoria, Spain, a
dental implant company introdujeron el concepto de plasma rico en factores de
crecimiento por primera vez, esto con el fin de darle visibilidad al producto en
el mercado (1) (20) (21).

Algunas otras compafilas empezaron emplear esta misma estrategia
como el caso de Vivostat PRF®.

Posteriormente en el afio de 2001 Choukroun et al. Propusieron el uso
del plasma rico en fibrina (PRF) el cual es un concentrado plaquetario de
segunda generacion probado por primera vez en Francia (13).

En 2006 Bielecki et al. Insisti6 en diferenciar tanto el PRP como los
concentrados plaguetarios por usos clinicos.

Posteriormente algunos autores como Evert et al. 2008 y Dohan-
Ehrenfest 2009 han propuesto sistemas de clasificaciones de concentrados
plaquetarios, los cuales aunque no han sido definitivos han supuesto un gran
avance en cuanto al esclarecimiento de la terminologia de cada uno de estos

concentrados (22).

1.2 Plasmarico en factores de crecimiento (PRGF)

El plasma rico en factores de crecimiento, por sus siglas en inglés
(PRGF) puede definirse como una formulaciéon 100% aut6loga y biocompatible
elaborada mediante un proceso de centrifugacién de un solo paso, utilizando
citrato de sodio 3.8% y cloruro de calcio 10% como anticoagulante y activador
respectivamente. Su fundamento principal es aislar del plasma sanguineo las
proteinas responsables de la cicatrizacion de las heridas y con esto promover
la regeneracion de los tejidos asi como optimizar la reparacién y acelerar este
proceso de manera natural (1).

El PRGF contiene plaquetas y factores de crecimiento relacionados con
el proceso de reparacion, ademas contiene proteinas plasmaticas como fibrina,
fibronectina y vitronectina, entre otros. Este es el Unico concentrado plaquetario
gue no contiene leucocitos, esto con el fin de evitar sus funciones
proinflamatorias (23).

El PRGF se obtiene a partir de una pequefia muestra de sangre del

mismo individuo, la cual puede variar ligeramente dependiendo el caso entre 9

14
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y 18ml aproximadamente. La muestra de sangre es obtenida de una vena
periférica y transferida a un tubo recolector con 1.8ml de anticoagulante (citrato
de sodio 3.8%).

El PRGF es posteriormente preparado en un Uunico paso de
centrifugacion a 1800 rpm durante 8 minutos, esto representa una ventaja, ya
que multiples y répidos ciclos de centrifugacion pueden causar fuerzas
mecanicas que aumenten la temperatura e induzcan cambios en la estructura y
forma de las plaguetas, lo que puede causar una activacion parcial
ocasionando que parte del contenido se pierda (1).

Debido al paso de centrifugacién las distintas porciones del plasma se
fraccionan, separandose en tres fracciones, la primer fraccion es pobre en
plaguetas, la segunda contiene un numero similar de plaquetas a la de la
sangre periférica, la tercer porcion es la fraccion rica en factores de crecimiento
ubicada inmediatamente por encima de la serie blanca la cual se presenta
como una delgada capa blanquecina encima de la serie roja, ademas de una
altima fraccion mas voluminosa que contiene exclusivamente serie roja. Cabe
afadir que la cantidad de cada fraccion puede variar de un individuo a otro.

Una vez obtenido y separado el PRGF se prosigue a la activacion del mismo la
cual se realiza afiadiendo cloruro calcico al 10% la proporcién que debera de
utilizarse es de 50 microlitros de cloruro célcico por cada mililitro de PRGF (23).

El PRGF debe sus caracteristicas al elevado niumero de plaquetas que
presenta, las cuales liberan numerosas sustancias que promueven la
reparacion tisular y afectan la conducta de otras células, a su vez las plaquetas
deben su papel fundamental en el proceso de reparacion a los factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de origen plaquetario (PDGF), factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I), factor de

crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF) (20).

1.3 Plasmarico en plaquetas (PRP)
El uso clinico del plasma rico en plaquetas (PRP) fue reportado por

primera vez en 1998 por Marx et al. este es un concentrado autdlogo de
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plaquetas, obtenido de una muestra de sangre del paciente y procesado a dos
pasos de centrifugacion (24).

El PRP es un volumen de plasma autdlogo que posee una concentracion
de plaguetas superiores a los valores basales, los cuales son de 150.000 hasta
400.000/mm?® mientras que el PRP tiene una concentracion de plaquetas en
plasma cerca de 1.000.000/mm?, el cual es el valor ideal para asegurar un
aporte de factores de crecimiento 6ptimo (3).

Existen multiples métodos estandarizados para la obtencion del PRP
siendo los que se muestran en la tabla 1 algunos de los mas populares y en los
cuales existe la polémica sobre el activador que debe utilizarse, asi como el
namero de centrifugaciones que deben realizarse, pues a pesar de que algunos
autores realizan un unico paso de centrifugacion, otros autores como Marx et
al. aseguran que el PRP obtenido con una sola centrifugacion no es mas que
una mezcla de PPP (plasma pobre en plaquetas) y PRP (25) (26).

Métodos para la obtencién de PRP/PRGF

Anticoagulante Método de Activacion
Sedimentacion
Gruberet al Citrato Dextrosa 1:10 1400 g 10 min. Trombina
2002
Jakse et al Citrato Dextrosa 1:10 800 g 15 min ND
2003
Eppley et al Citrato Dextrosa 1:10 3200 rpm 12 min Trombina 1000
2004 U 10% CaClz/ml
Anitua et al Citrato sédico 3.8%  PRP 460 g 18 min 22.8mM CaCl2
2005 PPP 4500 g 12 min
Ranly et al Preparacion de Trombina
2005 cosecha
Gandhi et al EDTA 1ro 1800 rpm 10 min  Trombina 1000
2006 2do 3600 rpm 10 min U 10% CaCl2/ml
Christgau et Apheresis 5 horas
al 2006 antes hasta alcanzar
1010 trombocitos
Fdez Brbero Citrato sédico 3.8% 1500 rpm 6min CaCl2 +
et al 2006 bafio caliente 20
minutos
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Duhan et al
2006
Duhan et al
2006

Sin anticoagulante
EDTA

400g 10 min PRP

300 rpm 10 min PPP
1000g 15 min suero

(det. Factores)

1000g 15 min
(det.

plasma
Factores)

Se dejan 30
minutos  hasta
coagular

Chang et al
2007

Citrato Dextrosa 1:10

1ro 3650 rpm 6 min

2do 3000 rpm 6 min

Trombina 1000
U 10% CaCl2/ml

O”Connell
et al 2007

1100g 6 min

Sin activacion
Trombina 1000
U/mi

Anitua et al
2007

Citrato sodico 3.8%

460 g 8 min PRP
4500 g 12 min PPP

10% CaCl2/ml

Kawasami ND 1100g 10 min. PRP
et al 2008 Sobrenadante 22
centrifugacion PPP
Hatakeyama Citrato sodico 3.8%  Método anitua una 10% CaCl2/ml
et al 2008 centrifugacion1300

rpm 7 min

Método Sonnleitner
dos centrifugaciones
12 1000rpm 20 min

221600 rpm 15 min

Sanchez et

Citrato s6dico 3.8%

640 g 8 min PRP +

10% CaCl2/ml

al 2009 membrana de fibrina
Sarkar et al  Citrato sodico 840 g 10 min Coléageno tipo 1
1310 g min

Tomado de: Revista Espafiola de Cirugia Osteoarticular. N.° 239. Vol. 46. JULIO -

SEPTIEMBRE 2009

Tabla 1

1.4 Plasmarico en fibrina (PRF)

El plasma rico en fibrina (PRF) es un concentrado plaquetario de

segunda generacion probado por primera vez en Francia por Choukroun et al.

(13).

El PRF regula la inflamacion y estimula el proceso de quimiotaxis. Este

€S un proceso que no requiere de anticoagulantes, trombina bovina, o ningln

tipo de activador, lo que hace al producto méas facil de manejar y con menor

grado de errores durante la etapa de preparacion (27).
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Para su preparacion debe obtenerse una muestra de sangre de
aproximadamente 10 ml en un tubo sin anticoagulante y centrifugarla
inmediatamente a 3000 rpm durante 10 minutos. Después del proceso de
centrifugacion se obtiene de la parte media del tubo un coagulo de fibrina, justo
debajo del plasma pobre en plaquetas (PPP) y arriba de la serie roja la cual
esta ubicada en el fondo del tubo. Este coagulo de fibrina se separa de la capa
de globulos rojos, el resultado de este proceso sera la obtencion de una
membrana de consistencia tensa-elastica, cabe resaltar que el éxito de este
procedimiento depende principalmente de la velocidad de la recoleccion de la
sangre y que esta sea inmediatamente transportada a la centrifuga (13).

1.5 Diferencias entre PRP, PRF y PRGF

El plasma rico en plaquetas (PRP), y el plasma rico en factores de
crecimientos (PRGF) son dos concentrados plaquetarios que surgen a partir de
un mismo principio, obtener una elevada concentracién de plaquetas que
favorezca a acelerar la reparacion de heridas. A pesar de esto existen
diferencias significativas entre ambos concentrados.

El PRP es un concentrado plaquetario que en la mayoria de los
protocolos descritos hasta el momento lleva dos procesos de centrifugacion y
como activador trombina bovina, a diferencia de esto el PRGF utiliza un anico
ciclo de centrifugacion y cloruro célcico como activador (ambos utilizan citrato
sédico como anticoagulante) adicionalmente el PRGF no contiene leucocitos a
diferencia del PRP que contiene una concentracion del 0-50% (28).

El plasma rico en fibrina (PRF) es otro tipo de concentrado plaquetario
comunmente utilizado que vale la pena comparar con el resto de los
concentrados. El PRF es un concentrado plaquetario de segunda generacion
qgue ayuda a regular la inflamacién y estimula el proceso de quimiotaxis. Este al
igual que el PRGF es un proceso que requiere un unico proceso de
centrifugacion aunque este presenta una gran diferencia en comparacion con el
PRP y PRGF ya que no requiere de anticoagulantes o trombina bovina,
tampoco requiere de ningun tipo de activador, esto representa una gran ventaja
ya que se disminuye el riesgo de errores durante la fase de preparacion de la

muestra, igualmente disminuye los costos del proceso (20).
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A continuacion se mostrara una tabla con algunas diferencias de los tres

concentrados plaguetarios.

PRF (2004) PRGF (2001) PRP (1998)
plaquetario

Fécil Complejo Muy complejo

Velocidad Rapido Lento Muy lento
Reproductibilidad Sin sesgo Posible sesgo Posible sesgo
Uso de m\e Si Si
anticoagulantes

Cantidad obtenible  BFEIiEES Baja Suficiente
Cantidad de fibrina AlE! Baja Baja

| Cantidad obtenible |

leucocitos

inmunomoduladoras

Potencial CTo R | ++++ Her +
angiogénico

Alto Pobre Pobre
osteocunductivo

Bueno Pobre Suficiente
mecanicas

Si Si Si
Bajo Moderado Alto

Tomado de: S. Gianni, A. Cielo, L. Bonanome, C. Rastelli, C. Derla, F.
Corpacil, G. Falsi. Comparision between PRP, PRGF anda PRF: lights

ans shadows in three similar but different protocols. European review

for medical and pharmacological sciences. 2015; 19, 6. Tabla 2

2 Plaquetas

Las plaquetas, también llamadas trombocitos, fueron descubiertas en
1882 por Giulio Bizzozero, estas son células anucleada, de pequefio tamafio
(2 hasta 5 pm), cuyo valor en sangre es de 150,000-400,000 p/mm?® son
provenientes de restos citoplasmaticos de los megacariocitos y que, ademas de
tener un rol fundamental en la hemostasia y la trombosis (los cuales llevan a
cabo gracias 4 pasos: adhesién, activacion, agregacion y coagulacion),
participan también en el desarrollo de diferentes procesos tales como la

remodelacion tisular, la inflamacién y el control de infecciones virales y
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bacterianas. Estas células ademas son capaces de interaccionar y modificar la
activacion de neutréfilos, monocitos y linfocitos (29).

Las plaquetas tienen una vida de entre 7 y 10 dias aproximadamente y
su produccién estad regulada por la trombopoyetina, una hormona que es
producida en higado y rifiones, las plaguetas son finalmente eliminadas por un
proceso de fagocitosis el cual se lleva a cabo en el bazo.

El desarrollo de las plaquetas comienza con el previo desarrollo de los
megacariocitos, también llamado desarrollo megacariocitico o]
megacariopoyesis, el cual se puede definir como el proceso por el cual las
células madre hematopoyéticas, proliferan y se diferencian a megacariocitos
maduros, a grandes rasgos puede resumirse en un primer precursor llamado
tromboblasto, el cual se transforma en promegacariocito y después en
megacariocito , que a su vez puede dividirse en dos, megacariocito granular y
megacariocito maduro liberador de plaquetas (30).

Los megacariocitos poseen un gran tamafio y un nucleo poliploide y
multilobulado, son células altamente especializadas cuya funcién es producir y
liberar plaquetas a la circulacion sanguinea, cada una de estas puede producir
de 2000 hasta 4000 plaquetas (31).

Las plaquetas son el producto final de un proceso de los megacariocitos
llamado trombopoyesis (32).

Al igual que todas la células sanguineas, las plaquetas provienen de una
célula llamada célula madre hematopoyética (33).

La hematopoyesis comienza en el saco vitalino alrededor de la segunda
semana de gestacion y continua alrededor de la quinta semana en el bazo e
higado, estos dos son responsables de la hematopoyesis en el segundo
trimestre del embarazo. La médula O6sea comienza con la produccién
sanguinea hasta después del cuarto mes y continuara ejerciendo esta funcién
durante el resto de la vida (34) (35).

3 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son un conjunto de proteinas presentes en
plasma y plaquetas, los cuales desempefian una funcion esencial en los

procesos de reparacion y regeneracion de los tejidos, ya que estos
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desencadenan efectos biolégicos como la proliferacion y diferenciacion celular,

angiogenesis y quimiotaxis (36).

Las plaguetas comienzan a liberar activamente estos factores de
crecimiento en los 10 primeros minutos después de la coagulacion, con mas
del 95% de los factores de crecimiento pre sintetizados secretados en el
intervalo de 1 hora. Después de esta primera segregacion de los factores de
crecimiento, las plaquetas sintetizan y secretan factores de crecimiento

adicionales durante varios dias después de la lesion (37).

En la tabla 3 se observan algunas de las principales caracteristicas de

los factores de crecimiento mas importantes (38).

Factor de Origen Funcion

crecimiento (FC)

FC transformativo b Plaquetas, matriz 6sea y Proliferacion de células

(TGF b) cartilaginosa, mesenquimales
macrofagos, monocitos, indiferenciadas:
neutrofilos, “natural inhibicién de la
killers” 'y células TH1 proliferacion linfocitaria y
activadas. macrofagica;

interviene regulando:

- Mitogénesis endotelial,
fibroblastica y
osteoblastica.

- Sintesis de colageno y
secrecion de
colagenasas.

- Efecto mitogénico de
otros FC.

- Quimiotaxis endotelial y
angiogénesis.

FC fibroblastico basico Plaquetas, macrofagos, Estimula mitogénesis |,

(FGFDb) células mesenquimales, crecimiento y
condrocitos y diferenciaciéon de

osteoblastos. condrocitos y

osteoblastos y la

mitogénesis de células
mesenquimales.
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FC derivado
plaquetas (PDGF)

de

FC factor del endotelio
vascular (VEGF)

FC tejido conectivo

(CTGF)

FC epidérmico

FC insulinico tipo |

Plaquetas, osteoblastos,
células endoteliales,
macrofagos, monocitos,
células musculares lisas

Plaquetas, células

endoteliales.

Plagquetas.

Plaquetas, macréfagos y

monocitos.

Células madres

Mesenquimales.

Estimula mitogéneis de
células mesenquimales y
osteoblastos;
mitogénesis y
guimiotaxis de células
estirpe fibroblastica, glial
y muscular lisa; regula
secrecion  colgenasas;
estimula mitogénesis
mesenquimal y epitelial.
Incrementa
angiogénesis,
permeabilidad vascular y
mitogénesis de células
endoteliales.

Promueve angiogénesis,

regeneracion condral,
fiborosis 'y  adhesion
plaquetaria.

Estimula guimiotaxis
endotelial y
angiogénesis; regula
secrecion de
colagenasas; estimula

mitogénesis de células
mesenquimales y
epiteliales.

Accion estimuladora de
la sintesis de matriz

Oseay

actla como agente
guimiotactico que
favorece la

neovascularizacion. De
forma general, estimula
el crecimiento, potencian
la accion de la insulina y
regulan la proliferacion
celular.

Tomado de: R. Moreno, M. Carrefio, J. Torres, J. Herreros, A
Villimar, P Sanchez. Técnicas de obtencion del plasma rico en

plaquetas y su empleo en terapéutica osteoinductora. Farm Hosp.

2015:39(3):130-136

Tabla 3
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4.1 Concepto
Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células 'in vitro', preservando al maximo sus propiedades

fisiologicas, bioguimicas y genéticas (39).

4.2 Antecedentes historicos

Tabla de antecedentes histoéricos cultivos celulares

ANo Autor Antecedente

1885 Wilhem Roux Mantuvo células de embrion de pollo
en solucién salina durante unos dias.

1907 Harrison Fue el primer cientifico que empled
técnicas in vitro para el estudio de
fendmenos in vivo, realizando cultivos de

médula espinal embrionaria de anfibios.

1913 Burrows y Carrel Demostraron que la vida del cultivo
se puede prolongar mediante subcultivos.
En este mismo afio Carrel demostré la
posibilidad de mantener en cultivo células
extraidas de un animal.

1916 Rous y Jones Emplearon por vez primera extractos
enriquecidos en tripsina para disociar las
células de embriones de  pollo,
estableciendo el primer cultivo celular. Uno
de los mayores problemas que describen
para el establecimiento de los -cultivos
celulares es la aparicion de mudltiples
contaminaciones, por lo que desarrollaron
numerosos métodos de manipulacion en
condiciones de asepsia que aun hoy dia se
utilizan.

1952 Gey y col. Establecieron la primera linea celular

humana, las células Hela, células
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extraidas a partir de un tumor de cuello del
Gtero de una paciente afroamericana que
se llamaba Henrietta Lacks.

1975 Kohler y Milstein Establecen la primera linea celular
productora de anticuerpos monoclonales.
El establecimiento de la tecnologia de
obtencion de anticuerpos monoclonales les

valié el Premio Nobel.

1976 Sato y cols. Publican una serie de trabajos que
demuestran las distintas necesidades de
hormonas y factores de crecimiento que

precisan diferentes lineas celulares.

1986 Martin y Evans Aislan y cultivan células madre

embrionarias pluripotenciales del raton.

1998 Thomson y Aislan células madre embrionarias
Gearhart humanas.
2007 Takahashi et al. Reprograman células adultas de

humano para convertirlas en células

pluripotenciales inducidas.

(39) (40).

4.3 Aislamiento de células

Para el aislamiento de células de los tejidos para cultivos in vitro existen
diferentes técnicas. La hidrolisis enzimatica con enzimas como la colagenasa o
tripsina o pronasa degradan la matriz extracelular de las células mononucleares

para liberar las células mononucleares de los tejidos blandos. Otro método
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comunmente utilizado es el cultivo por explantes, el cual consiste en la
colocacion de explantes de tejido en medio de cultivo para que con esta técnica
las células que crezcan sean aptas. Las células primarias o cultivos primarios
son células que se cultivan directamente desde un sujeto. Exceptuando
algunos derivados de tumores, la mayoria de los cultivos celulares primarios
tienen un periodo de vida limitado, es decir, entran en proceso de senescencia

después de cierto numero de divisiones (41).

4.4 Mantenimiento de las células

Los cultivos celulares siempre deben de ser mantenidos a una
temperatura y medio ambiente adecuados, el cual es de 37 °C, 5% CO, y 95%
de humedad en la incubadora celular, esto para la mayoria de los grupos
celulares, aunque estos valores pueden llegar a variar dependiendo el tipo de
células. Otro factor que comunmente puede variar es los cultivos celulares es el
medio de crecimiento. La variacion de las condiciones para un tipo celular
concreto, puede dar lugar a la expresion de diferentes fenotipos (41).

Aungue el principio de los medios de cultivos es el mismo, las recetas de
algunos de estos pueden llegar a variar en distintos factores como
concentracion de glucosa, pH, factores de crecimiento, antibi6ticos y la
presencia de otros componentes nutritivos. A menudo los factores de
crecimiento usados para suplementar a los medios de cultivos derivan de

sangre animal, como el suero bovino (42).

4.4.1 Cambios de medio

El objetivo de realizar un cambio de medio es renovar los nutrientes y
evitar la acumulacién de productos metabdlicos potencialmente téxicos y de
células muertas, asi como evitar la sobrepoblacion celular. En el caso de las
suspensiones celulares, las células se separan del medio mediante
centrifugacion y se re suspenden en medio fresco. En los cultivos adherentes,
el medio puede eliminarse directamente mediante aspiracion y reemplazarse

por el fresco (43).
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4.4.2 Subcultivos

El subcultivo o también llamado pase de las células se refiere al hecho
de transferir un pequefio nimero de células a un nuevo continente, tiene como
principal objetivo evitar que las células mueran debido a senescencia o
sobrepoblacion. Las células pueden cultivarse durante un periodo de tiempo
mas prolongado si se pasan regularmente, ya que de esta manera se evita la
senescencia asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular.

Con cultivos en suspension el pase se hace facilmente, tomando una
pequefia cantidad de cultivo que contenga unas pocas células y diluyéndola en
un volumen mayor de medio fresco. En cultivos adherentes, las células deben
ser inicialmente despegadas; esto suele realizarse cominmente con una
mezcla de tripsina y EDTA, aunque actualmente existen otras mezclas de
enzimas para esto. Un pequefio numero de las células despegadas pueden

cultivarse en un nuevo recipiente (44) (45).

4.5 Biologia del cultivo celular

La validez de un cultivo celular como modelo de funcion fisiol6gica in
vivo ha sido causa de polémica durante mucho tiempo pues puede llegar a
presentar diversos problemas como problemas de caracterizaciéon por la
alteracion del desarrollo celular; la proliferacién in vitro no se presenta de igual
manera a la de in vivo, debido a la reduccion de la relacién célula-célula y la
interaccibn matriz-célula por la no presencia de la heterogeneidad y la
estructura tridimensional de las células in vivo, ademas porque el medio
hormonal y nutricional se ve alterado. Esto crea un ambiente que favorece la
difusién, migracion y proliferacion de células no especializadas, pero no a la
expresion de funciones diferenciadas, a pesar de todo esto, presenta multiples
ventajas por lo cual es un modelo de trabajo sumamente aceptado (41).

En los cultivos celulares la mayor parte de las células que crecen a partir
de un tejido sdlido disgregado tienen la capacidad de adherirse en monocapa,
o0 anclarse independientemente. Esta adherencia celular es mediada por
receptores celulares especificos de superficie en la matriz extracelular y la
dispersién celular podria ser precedida por la secreciébn de proteinas de la

matriz extracelular y proteoglicanos por parte de la célula. Las células se

26



Efectos del plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF) en cultivos con células orales.

pueden difundir y anclar al material donde estas se cultivan a partir de ligeras
cargas negativas. Las células pueden adherirse al plastico, adicionalmente si
tienen una propiedad o tratamiento con descargas eléctricas o con radiacion
ionizante de alta energia. El cultivo en vidrio o plastico provee condiciones
favorables para el crecimiento y anclaje celular (41).

Dentro de un cultivo celular primario el crecimiento dependera de la
supervivencia de éstas a las diferentes técnicas de disgregacion y a la
capacidad de adherirse al sustrato o de sobrevivir en suspension. Las células
capaces de proliferar podrian aumentar, algunos tipos de células podran
sobrevivir pero no aumentar y otros podrian ser capaces de sobrevivir en
condiciones especiales. Ademas el crecimiento celular va ligado al espacio del
cultivo, ya que algunas células detienen su crecimiento, mientras que otras lo
incrementan (44).

Las células de humanos y tejidos pueden ser obtenidas a partir de
biopsias, post-mortem, placenta o de procedimientos quirdrgicos. Se pueden
cultivar una amplia variedad de cultivos de células, entre ellas células de

cancer y sangre humana para investigacion (44).
4.6 Tipos de cultivo celular

4.6.1 Cultivos en Monocapa

En los cultivos celulares en monocapa las células crecen adheridas
sobre un soporte solido el cual puede ser plastico o vidrio. El anclaje al sustrato
es un requisito fundamental para la proliferacion celular de la mayoria de los
grupos celulares. Este es el método utilizado para la mayor parte de las células

a excepcion de las células hematopoyéticas.

Los recipientes para el cultivo de células estacionarias son cajas de
Petri, frascos para el cultivo de tejido Roux, entre otros, que pueden ser de
material de plastico o de vidrio previamente tratado y su desprendimiento para
transferirlas a superficies mayores se realizan con agentes proteoliticos como
la tripsina (41) (44).
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4.6.2 Tipos de cultivos de acuerdo a su forma de cultivo

. Cultivo primario: Son cultivos los cuales provienen de

células las cuales han sido disgregadas de un tejido original, puede ser
tomado después de un procedimiento quirdrgico o bien post-mortem.

. Linea celular continua: se denomina linea celular cuando

un cultivo primario es sometido a procesos de transformacion que le
confiere capacidad ilimitada de multiplicacion.

o Linea celular de cultivo primario: se denomina asi a un

cultivo primario cuando este es subcultivado.
. Cocultivo: Cuando en un mismo cultivo coexisten dos tipos
de células de linajes diferentes que se pueden separar recibe este

nombre.
4.6.2.1 Cultivos en suspension

En este tipo de cultivo las células se encuentran dispersas en el medio
de cultivo. El crecimiento de las células no dependerd de un anclaje a la
superficie. Actualmente este tipo de cultivo se encuentra practicamente limitado
solo para las células hematopoyéticas, células madre, lineas celulares
transformadas y células tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el nimero

de células es mayor a la cantidad de nutrientes obtenibles (39).
4.6.2.2 Cultivos primarios

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los
diferencian de las lineas celulares: conservan la morfologia de las células del
organo del que fueron aisladas, sus cromosomas tienen un niamero diploide, su
crecimiento in vitro es limitado y hay inhibicibn por contacto.
El estar mas cercanas a las células que las originaron, se ve reflejado en una
mejor actividad y funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en
aislamientos primarios de cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que
una linea celular ya establecida. Algunas de las desventajas de este tipo de

cultivos es una mayor probabilidad de presentar virus adventicios o latentes, lo
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que implica el desarrollo de la adecuada tecnologia para el control de calidad
(44).

4.6.2.3 Lineas continuas celulares

Las Lineas celulares continuas estan formadas por células que se
diferencian genética y morfolégicamente de las células de las cuales se
originaron. Pueden provenir de células que se derivan de tumores o de un
proceso de transformacion de un cultivo primario mediante transfixion con
oncogenes 0 con tratamiento con carcinogenéticos, lo que les confiere un
nuevo fenotipo. Este tipo de cultivo tiene la caracteristica de no tener inhibicion
por contacto y de crecer de manera indefinida. El paso de un cultivo primario a
linea se denomina transformacién. Una transformacion puede inducirse
fisiolégicamente una interaccion celular, polaridad a través de hormonas como
la hidrocortizona o utilizando inductores no fisiologicos como el dimetil sulfoxido
(DMS) (44).

4.7 Ventajas de los cultivos celulares

Algunas de las principales ventajas cuando se utilizan cultivos celulares
son, control del entorno y caracterizacion, lo cual permite que sea mas sencillo
emular condiciones ambientales especificas para los cultivos, esto a su vez
permite un mayor control sobre lo que ocurre en el ambiente del cultivo y por lo
tanto, resultados mas predecibles, otra gran ventaja que presenta son las
motivaciones éticas, ya que el uso de los cultivos celulares evita la
experimentacion sobre animales. Aunque los estudios in vivo resulten mas
econdmicos que los in vitro estos presentan una gran problematica, ya que el
uso de la experimentacibn en animales resulta cuestionado en aspectos

legales, morales y éticos (39) (44) (45).
4.8 Desventajas de los cultivos celulares

Las técnicas de cultivo celular necesitan unas estrictas condiciones de
asepsia porque las células animales crecen menos rapido que la mayoria de
los contaminantes comunes como las bacterias, los mohos y las levaduras.
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Ademas las células precedentes de animales no pueden desarrollarse en
medios de cultivo, por lo que es necesario agregar a los medios suplementos
como suero, plasma y fluidos intersticiales, entre otros para de una manera u

otra proveer a las células cultivadas un medio semejante al in vivo (39) (44).

Los costos de producir células en cultivo son diez veces mas que el uso
de tejido animal, ya que se invierte bastante en ensayos o procedimientos
preparativos que pueden ayudar en la estandarizacion del proceso reduciendo

tiempo de manipulacién, volimenes de muestra, tiempos de centrifugacion.

En los cultivos celulares se dificulta relacionar las células cultivadas con
las células funcionales ubicadas en el tejido del cual son derivadas, esto
porque en la mayoria de los casos presentan propiedades muy diferentes; para
esto es necesario utilizar marcadores de células los cuales van a ser de gran
ayuda en el momento de caracterizarlas en cultivo porque van a garantizar que
las células crecidas en cultivo son las mismas que se sembraron y no otras.
Ademas, suelen presentarse problemas de inestabilidad genética cuando se
realizan varios pases de cultivos de células no transformadas, lo que va a
originar una gran heterogeneidad en el crecimiento de las células y en su

diferenciacion. (45)

4.9 Usos de los cultivos celulares

o Estudio de células especificas, es decir investigar como crecen,
gué necesitan para su crecimiento, cdmo y cuando dejan de crecer, como
es su bioquimica, etc.

o Estudios virolégicos.

« Investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de
células tumorales y la modulacion de la expresion genética.

« Estudios de interaccion/sefializacion celular.

o Busqueda de modelos experimentales para estudios de la biologia
del desarrollo y la diferenciacion celular.

« Estudios de biocompatibilidad.
(39) (44) (45)
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5 Fibroblastos gingivales humanos, fibroblastos del

ligamento periodontal humano y osteoblastos

5.1 Fibroblasto periodontal

El fibroblasto es la célula predominante de los tejidos conectivos del
cuerpo y su funcion varia dependiendo la ubicacién en que se encuentre este.
Resulta de gran interés el conocer su origen, estructura, funciones y la
existencia de una heterogeneidad poblacional, con el fin de comprender
posteriormente, su importancia dentro de la salud y enfermedad periodontal
(46).

Dentro de las principales funciones del fibroblasto resalta la produccion
de colageno y elastina, aunque desempefian multiples funciones adicionales,
tales como producciébn y mantenimiento de la sustancia fundamental,
capacidad de sintetizar y fagocitar el colageno y los componentes de la matriz
extracelular, asi como la produccién de citoquinas capaces de promover la
destruccion tisular y ésea (reabsorcion 6sea).

En resumen, los fibroblastos son células que en caso de alguna lesion,
se activan, proliferan y migran hacia el sitio de la lesion y sintetizan nuevos
componentes de la matriz extracelular mientras el defecto es corregido.

Ten Cate describid en el afio de 1998 al Fibroblasto como “el arquitecto,
constructor y responsable del mantenimiento del tejido conectivo” (47).

Los fibroblastos se presentan como células achatadas, con finas
prolongaciones, ndcleo oval cerrado, algo achatado, y escaso citoplasma, el
cual es eosindfilo, contiene 1-2 nucléolos. En actividad (como es el caso del
fibroblasto del ligamento periodontal), éste presenta un nicleo abierto, con una
coloracién palida y mucho mas contenido citoplasmatico (48).

Bajo el microscopio electrénico, los fibroblastos activos cuentan con una
gran cantidad de organelos complementarios dentro de los que se observan
numerosos complejos de Golgi y perfiles de reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocondria y vesiculas secretoras, todos indicativos de la actividad sintética y
secretora manifiesta por este tipo de células. Asimismo, es posible distinguir la

presencia de un citoesqueleto complejo, constituido por un sistema de
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microtUbulos y microfilamentos, los cuales completan el patrén de complejidad
estructural de esta célula multifuncional (49).
En el tejido periodontal existen 2 tipos de fibroblastos bien definidos por

su localizacion, el fibroblasto gingival y el fibroblasto del ligamento periodontal

5.2 Diferencias entre fibroblastos periodontales

La principal y mas obvia diferencia entre los fibroblastos periodontales es
su ubicacion mientras que los fibroblastos gingivales humanos (HGF) se ubican
en el tejido conectivo gingival, los fibroblastos del ligamento periodontal
humano (HPLF) se localizan dentro del ligamento periodontal.

Los HGF son células de origen mesenquimal, predominantes en los
tejidos conectivos gingival y periodontal; estan comprometidos en el
funcionamiento normal y anormal de los tejidos periodontales asi como en su
desarrollo, mantenimiento, reparacion y defensa. Los fibroblastos alteran sus
funciones normales en respuesta a citoquinas proinflamatorias, ademas de esto
los fibroblastos producen y mantienen los componentes extracelulares que
proveen la integridad del tejido, asi como la produccion y mantenimiento de la
lamina propia del tejido gingival, siendo esta su principal funcion (49).

Por su parte el fibroblasto del ligamento periodontal (HPLF) es la célula
principal del ligamento periodontal, produce y mantiene la insercion del tejido
conectivo que provee anclaje firme del mismo dentro del alvéolo, dentro de sus
principales funciones resaltan dos, produccion de sustancias como colageno
tipo |, fosfatasa alcalina, inhibidor de reabsorcion 6sea, osteonectina y
prostaglandina E, y el mantenimiento del espacio del ligamento periodontal
(50).

Los HPLF son de suma importancia y tienen multiples funciones, tienen
la responsabilidad de producir, mantener y remodelar el ligamento periodontal,
cemento radicular, ademas de esto se ha propuesto que los fibroblastos del
ligamento periodontal son células multipotenciales capaces de diferenciarse en
osteoblastos y cementoblastos de acuerdo al microambiente, por lo cual
también estarian involucrados en el proceso de produccién y remodelado del

hueso alveolar (50).
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Existen otras diferencias entre estas células ademas de su localizacion y
algunas funciones, tales como su morfologia aunque son casi similares, pues
ambas se presentan como ceélulas alargadas de forma estrellada,
prolongaciones irregulares y nucleo esférico, presentan ligeras diferencias
como presencia de lagunas de glicégeno dentro de su citoplasma, las cuales
alojan numerosas bandas de microfilamentos de tipo contractil en los HPLF,
mientras que estos microfilamentos no se observan en el caso de HGF. (51)

La tasa de proliferacion también es una diferencia entre ambas células
pues aungque son muy similares, la tasa proliferativa de HGF, es ligeramente
mayor a las de HPLF (51) (52).

5.3 Osteoblastos

Los osteoblastos son la célula fundamental del tejido 6seo. Son células
formadoras de hueso, estas estan compuestas por fosfato y calcio y son las
células encargadas de sintetizar la matriz 6sea que compone el hueso (53).

Los osteoblastos tienen una morfologia particular, con un aspecto
piriforme, se caracterizan por ser células mono nucleares de nudcleo grande,
con aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico muy desarrollado y con
abundantes mitocondrias. Los osteoblastos pueden quedar incluidos en el
hueso mineralizado, las células que quedan incluidas se denominan osteocitos
(54).

El osteoblasto, al igual que los pre osteoblastos, los osteocitos y las
células del revestimiento 6seo provienen de la linea osteogénica de las células,
las cuales a su vez surgen de las células mesenquimaticas primitivas del
estroma de la médula ésea y de los pericitos adyacentes a los vasos
sanguineos del tejido conectivo (55).

Adicionalmente tienen un papel principal en la formacion o6sea, los
osteoblastos expresan quimiocinas, prostaglandinas y factores de crecimiento
como proteinas Oseas morfogenéticas (BMP), factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), factor estimulante de colonias- (CSF-) 1, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento de
fibroblastos basicos (FGF basico) y factor de crecimiento similar a la insulina

(IGF) que regula las células osteogénicas y osteoclasticas (56).
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6 Ensayos de viabilidad y proliferacion celular

Diferentes autores han desarrollado pruebas in vitro para predecir los
efectos toxicos de drogas y diversos compuestos, utilizando como modelos
experimentales cultivos primarios y 6érganos aislados como lineas celulares
establecidas.

Muchos de las pruebas in vitro surgen a partir de la necesidad de
conseguir un sustituto a los experimentos con animales, esto principalmente
por cuestiones éticas.

Se considera como un buen método in vitro todos aquellos que cumplan
con los postulados del principio de las tres R.

Este principio surgi6é en 1959, cuando Russell y Burch publicaron el libro

"The Principles of Humane Experimental Technique”. Las tres R se
refieren a reemplazar los animales de experimentacién por otros métodos que
no impliguen su uso, reducir su nimero cuando sea nhecesario utilizarlos y
refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento (57).

Algunos de los ensayos in vitro para medir la viabilidad y proliferacion
mas populares son:

e Ensayo de captacion del rojo neutro.

e Ensayo de enlazamiento al azul de kenacid.

e Ensayo de reduccién del MTT.

Para cualquiera de estos ensayos es necesario tener en cuenta que si el
producto que se evalla se precipita en el medio de cultivo, estos resultados
deben ser descartados. Debe utilizarse en el ensayo un control de medio, un
control de solvente y es recomendable un control positivo.

Para presentar los resultados suele realizarse un grafico donde se
exponen las concentraciones evaluadas y el porcentaje de inhibicion del
crecimiento celular (58).

6.1 Ensayo de captacion del rojo neutro
Esta prueba es una medida de la toxicidad de un compuesto a corto o
largo término, determinado por la liberacibn de un colorante (rojo neutro)

debido a la pérdida de la viabilidad celular.
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El rojo neutro es captado por las células (especificamente por los
lisosomas y endosomas) y en la medida que la célula pierda viabilidad por la
accion del compuesto que se evalla se libera al medio el colorante pues solo
las células viables son capaces de retener el colorante en su interior.
Seguidamente se determina la cantidad de rojo neutro que permanece después
de la exposicion dentro de la célula y calculada la concentracién que produce la
inhibicion del 50 % del crecimiento celular (59).

Bajo condiciones controladas debe asumirse que no hay salida de rojo
neutro.

La densidad optica (D.O) obtenida se toma como indice de la cantidad

original de rojo neutro presente en el cultivo.

6.2 Ensayo de enlazamiento al azul de kenacid

Este ensayo permite medir el cambio en el contenido de proteinas
totales, lo cual constituye un reflejo de la proliferacién celular. Si algun
compuesto es citotoxico a la célula este afectara al menos uno 0 mas procesos
implicados en la proliferacion celular como son:

. La sintesis del ADN.

o Adecuado funcionamiento de los organelos como mitocondrias,
lisosomas.
o Afectacion de la integridad de la membrana o en la sintesis de
proteinas.

Al encontrarse afectado el crecimiento celular debe reducirse el nimero
de células presentes en el cultivo tratado con respecto al control, por lo que la
medida de la concentracion de proteinas presentes en el cultivo constituye un
indice de toxicidad.

Después de evaluar el producto durante un periodo de tiempo, el
producto debe ser retirado y debe de exponerse las células al colorante, el
cual se enlaza a las proteinas celulares. Por ultimo se determina la cantidad de
azul de kenacid retenido por las células y se cuantifica el porcentaje de

inhibicion del crecimiento celular (60).
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6.3 Ensayo de reduccion del MTT

Este método es simple y el mas popular, se utiliza para determinar la
viabilidad celular, dada por el nimero de células presentes en el cultivo lo cual
es capaz de medirse mediante la formaciébn de un compuesto coloreado,
debido a una reaccién que tiene lugar en las mitocondrias de las células
viables.

El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico), es
captado por las células y reducido por la enzima succinico deshidrogenasa
mitocondrial a su forma insoluble formazan. El producto de la reaccion, el
formazan queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la
solubilizacion de las mismas. De esta forma es cuantificada_la cantidad de MTT
reducido mediante un método colorimétrico, ya que se produce como
consecuencia de la reaccion un cambio de coloracion del amarillo al azul (61).

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador
de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada
como una medida de la viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de
las células de reducir al MTT a formazan después de su exposicion a un
compuesto permite obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto

gue se evalla (62).
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7 Planteamiento del problema

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que involucra cuatro
fases distintas, pero intimamente relacionadas cada una, una fase de
hemostasia, inflamacion, proliferacion y remodelacion. La estructura Unica del
periodonto hace que la regeneracion periodontal sea un proceso mas complejo
en comparacion con la curacion de otros componentes de tejidos blandos.
Requiere una interaccion entre los tejidos blandos y duros, el tejido conjuntivo
gingival, el ligamento periodontal, el cemento y el hueso.

Los estudios sobre la cicatrizacion de heridas periodontales coinciden en
que la terapia periodontal convencional frecuentemente da como resultado la
reparacién con tejido fibroso colagenoso y la migracion apical del epitelio
gingival entre el tejido conectivo gingival y la superficie de la raiz. Este proceso
de curacién no restaura completamente la forma y la funcion de las estructuras
perdidas y, por lo tanto, no constituye regeneracion. Este proceso de
cicatrizacion de heridas es estimulado y regulado por sustancias
biol6gicamente activas conocidas como factores de crecimiento, que regulan
procesos celulares como la mitogénesis, la quimiotaxis, la diferenciacién celular
y el metabolismo. En las primeras etapas de la curacion de heridas, las
plaguetas desempefian un papel fundamental en la liberacion de factores de
crecimiento.

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es una fuente autéloga
de factores de crecimiento facilmente accesible que puede tener efectos
beneficiosos para la curacion del tejido blando y duro al reducir
significativamente el tiempo de curacion de la herida. La filosofia detras de su
uso se refiere al mayor nivel de factores de crecimiento presentes en un
concentrado PRGF bien preparado, el cual también promueve la regeneracion
periodontal.

En base a lo anteriormente descrito se planeta la siguiente pregunta de

investigacion:

¢, Cual es el papel que el PRGF juega en la viabilidad de los fibroblastos
gingivales humanos, fibroblastos periodontales humanos y osteoblastos y que

tan importante es su papel en la aceleracion de los procesos de cicatrizacién?
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8 Justificacion

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es una fuente autéloga
de factores de crecimiento de una sencilla obtencion el cual puede tener
efectos beneficiosos sobre la reparacion y regeneracién de los tejidos blandos
y duros al reducir significativamente el tiempo de cicatrizacion de la herida. La
filosofia detras de su uso se basa en un nivel mas concentrado de factores de
crecimiento presentes en un concentrado plasmatico, el cual también promueve
la regeneracion periodontal y aumenta la proliferacion celular en hasta un 300%
segun diversos estudios (63).

En la institucion no se tiene conocimiento de investigaciones previas
acerca de este tema, por lo que abrird las posibilidades de mayor
profundizacién en este tema y con ello la generacion de nuevo conocimiento.
Beneficia ademas a nivel educativo y de investigacion por la apertura de
nuevos temas y debates acerca del uso de este material en procesos de
cicatrizacion.

Esta investigacion permitird que en un futuro nuevas opciones de
tratamiento sean ofertadas para beneficio de los pacientes asi como una fase
post operatoria con menores complicaciones y una recuperacion mas rapida y

eficiente, con lo que aporta beneficio a nivel de salud publica.

9 Objetivos

9.1 Objetivo general

Conocer el efecto in vitro del plasma rico en plaquetas (PRGF) en
cultivos humano de fibroblastos gingivales humanos (HGF), fibroblastos del
ligamento periodontal humano (HPLF) y osteoblastos humanos (HBC).

9.2 Objetivos especificos

1. Identificar la viabilidad celular de los cultivos empleados en presencia y
ausencia de PRGF a las 24, 48, 72, 120y 144 hrs.

2. Valorar si afecta de manera positiva o negativa la presencia del PRGF.

en las poblaciones celulares estudiadas.
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10 Hipotesis

10.1 Hipotesis de investigacion
El plasma PRGF estimula la proliferacion celular de HGF, HPLF y HBC

mas del 50% en comparacion a un grupo control.

10.2 Hipoétesis nula
El plasma PRGF estimula la proliferacion celular de HGF, HPLF y HBC

en menos o igual al 50% en comparacion a un grupo control.
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11 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental puro, prospectivo, y comparativo.

12 Universo

Pacientes donadores.
Muestras de Plasma rico en factores de crecimiento (PRGF)

Células orales.

13 Muestray tipo de muestreo
Muestreo no probabilistico por conveniencia: Paciente donador de 24

afios, PRGF (n=3), células orales 2x10° células/mL (n=9 por grupo)

14  Criterios de seleccidn

Paciente con historia clinica dentro de la clinica de odontologia de la
ENES UNAM Unidad Ledn, de 20 a 40 afios de edad sin antecedente
personales patologicos, antecedentes personales o heredofamiliares de cancer,
asi como ningun tipo de trastornos homoldgico y que acepte de manera
voluntaria formar parte del estudio mediante la firma del consentimiento

informado.

14.1 Criterios de inclusion
e Paciente con historia clinica dentro de la clinica de odontologia de
la ENES UNAM unidad Ledn
e Paciente de entre 18 y 30 afos de edad
e Sin antecedentes personales o heredofamiliares de cancer
e Que acepte de manera voluntaria formar parte del estudio
e Sin trastornos homoloégicos
e Valor normal de plaquetas en sangre
14.2 Criterios de exclusion
e Paciente que no tenga historia clinica dentro de la clinica de
odontologia de la ENES UNAM unidad Ledn
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e Pacientes mayores de 30 afios de edad
e Antecedentes personales o heredofamiliares de cancer
e Que acepte de manera voluntaria formar parte del estudio
e Presencia de trastornos homoldgicos
e Valor anormal (alto o bajo) de plaquetas en sangre
14.3 Criterios de eliminacion
e Faltas constantes a la toma de muestras
e Negarse a firmar el consentimiento informado
e Negarse a realizar los examenes de laboratorios previos

(biometria hemética) a la toma de muestras

15 Materiales y métodos

15.1 Implicaciones éticas

El proceso de obtencién de las muestras se llevdé a cabo con previo
consentimiento informado, el cual se entregd al paciente voluntario del estudio
y en el cual se explic6 de manera clara, breve y concisa los propoésitos de la

investigacion.

Dicho consentimiento se realizdé en concordancia con la version revisada
de la declaracion de Helsinki (2008) y en estricto apego a las Leyes y
reglamentos vigentes en nuestro pais promulgados en el Reglamento de la Ley
general de salud en materia de control sanitario de la disposicién de érganos,
tejidos y cadaveres humanos (1984) y La ley general de salud en materia de

investigacion para la salud (1984) (64).

De acuerdo al reglamento de la ley general de salud y al Titulo Segundo:
Delos aspectos éticos de la Investigacion en Seres Humanos, Articulo 13, en
toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan
prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la protecciéon de sus derechos
y bienestar; para esta investigacion prevalecera lo antes mencionado de los

pacientes que aceptaron donar sus dientes y tejidos orales.
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El Articulo 16: En las investigaciones en seres humanos se protegera la
privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo sélo cuando los

resultados lo requieran y éste lo autorice.

Articulo 17: Se considera como riesgo de la investigacion a la
probabilidad de que el sujeto de investigacion sufra algan dafio como

consecuencia inmediata o tardia del estudio. Categoria Il: 11

Investigacion con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean el
riesgo de datos a través de procedimientos comunes en examenes fisicos o
psicologicos de diagndésticos o tratamiento rutinarios, entre los que se
consideran: pesar al sujeto, pruebas de agudeza auditiva, colecciéon de
excretas y secreciones externas, coleccién de liquido amniético al romperse las
membranas, obtencion de saliva, dientes temporales y dientes permanentes
extraidos por indicacion terapéutica, placa dental y calculos removidos por
procedimiento profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin causar
desfiguracion, extracciébn de sangre por puncion venosa en adultos en buen
estado de salud, ejercicio moderado en voluntarios sanos, pruebas psicoldgicas
a individuos o grupos en los que no se manipulara la conducta del sujeto,
investigacibn con medicamentos de uso comun, amplio margen terapéutico,
autorizados para su venta, empleando las indicaciones, dosis y vias de
administracion establecidas y que no sean los medicamentos de investigacion

que se definen en el articulo 65 de este Reglamento, entre otros (65).

La investigacién es considerada como un riesgo minimo al paciente.
El primer paso para la realizacion de este estudio fue el obtener una
muestra sanguinea de parte del paciente voluntario para posteriormente

procesarla y obtener la muestra de PRFC.

15.2 Materiales
Para aumentar la probabilidad de éxito del proyecto durante la

realizacion de los cultivos celulares fue necesario mantener un control estricto y
minucioso de los materiales, equipos e insumos a utilizar entre los cuales se
contemplaron: Equipo: Campana de flujo laminar horizontal (Lumistell™® LH-

120, Celaya, Guanajuato, Meéxico), Microscopio (Leica AxioCamp MRc,
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Wetzlar, Alemania), Centrifugadora (Beckman®, J2-MC, Indianapolis, EUA)
Incubadora (Binder®, Tuttlingen, Alemania), Camara de Neubauer (Boeco®,

Alemania), Espectrofotometro (Thermo Sientific®, Finlandia).

15.3 Instrumental
Micropipetas (Thermo Scientific®, Rochester, NY, EUA), frascos de

cultivo Falcon® 12.5 cm? (Becton, Dickinson Labware, NJ, EUA), cajas Petri de
(Thermo Scientific Rochester, NY, EUA).

15.4 Insumos
Buffer de fosfato (PBS, pH 7.4), suero fetal bovino (SFB) (Gibco® by Life

Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA) al 10% y 20%, Tripsina al
0,05% (Gibco® by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco® by Life Technologies
corporation, Gran Island, NY, EUA), Penicilina/estreptomicina 10,000Ul/ml y
10,000pg/ml (Gibco® by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA),
dimetilsulféxido (DMSO, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA).

15.5 Obtencion del PRGF
Para la obtencion de la muestra sanguinea se utilizd
el sistema colector de sangre (BD Vacutainer® push
botton, Franklin Lakes, NY, EUA). (Fig 1. Fuente:
http://bti-
biotechnologyinstitute.co
m/es/actualidad/novedad

45D, 4
\%7 -de-producto/nuevo-kit-
7/

Figural de-explantacion/#

Consultado: 03 Septiembre 2018), se limpio la zona
a puncionar con alcohol y se introdujo el bisel de la
aguja sobre la zona radial y se extrajeron dos Sorie roja

porciones de 9 mm depositadas en dos tubos

recolectores con 1.8 microlitros de citrato sédico al

Figura 2
3.8% cada uno, posteriormente la muestra fue llevada a la centrifuga del

sistema (bti® endoret, Vitoria, Espafia) y se proceso la muestra durante 8

minutos a 1800 rpm, esto con el fin de separar las distintas fases del plasma
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sanguineo. Después de someter la muestra
sanguinea al proceso de centrifugacion, la muestra
se dividié en 3 fases del plasma, las dos porciones
mas superficiales correspondieron al plasma pobre
4 en plagquetas, mientras que la tercer porcion del
plasma correspondi6 al plasma rico en plaquetas,
ademas de una porcion de poco menos del 50% de

v § la muestra que corresponde a la serie roja, ubicada

en el fondo del tubo recolector y una delgada capa
leucocitica ubicada inmediatamente después de la

Figura 3 serie roja (fig 2. Fuente:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/ S0001731014001793,
Consultado: 03 Septiembre 2018). Las fracciones situadas inmediatamente

encima de la capa leucocitica se recogieron de cada tubo, mediante un pipeteo
y se depositaron en un tubo recolector para muestras (fig 3. Fuente propia),
posteriormente se transfirieron a una placa de Petri estéril, cabe afadir que
previamente se afiadieron (10% de cloruro de calcio) al PRGF liquido (50
microlitros por mililitro de PRGF) (PRGF-Endoret activator®, Vitoria Espafia).

Previo al inicio del muestreo se solicitd al paciente la realizacion de un
examen de laboratorio (biometria hematica), esto con el fin de descartar que un
conteo anormal de plaquetas pudiera influenciar en los resultados del estudio.
En dicha biometria hematica se pudo observar un nimero de plaquetas dentro
de los parametros considerados para un paciente sano, con un numero de
173,000/mm?,
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Pasos para la obtencion del plasmarico en factores de crecimiento

Figura 4 Limpieza con
alcohol de la zona a3

Figura 5 Colocacion del
torniquete para realizar la
puncion venosa.

puncionar

Figura 7 Centrifugado de
muestras para separar las
distintas fases del plasma.

Figura 6 puncion
venosa del area
cubital para obtencion
de muestra.

| Figura 9 Pipeteado de|
‘. la muestra para
| separar la porcién del
PRFC del resto del
plasma.

Figura 8 Separacion de las
distintas fases del plasma
gracias al proceso d

centrifugacion.

Figura 11 Colocacion del
activador (cloruro de calcio
al 10%) 5 yL, por cada 1m|
de plasma.

Figura 10 Aislamiento de
PRFC del resto del plasm3
pobre en plaquetas.

Fuente propia
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Una vez obtenido el cultivo celular de los tres grupos celulares y
preparado adecuadamente el PRGF, se prosiguio con la evaluacion del PRGF
para valorar principalmente su capacidad en cuanto a proliferacion y viabilidad

celular.

15.6 Ensayo de viabilidad celular

Los tres grupos celulares: fibroblastos gingivales humanos (HGF),
fibroblastos del ligamento periodontal humano (HPLF) y osteoblastos (HBC) se
colocaron en un plato Petri de 96 pocillos (Thermo ScientificRochester, NY,
EUA) y cultivados 1x10° células/mL y se evaluaron en presencia de PRGF al
25% a las 24, 48, 72, 120 y 144 horas para asi valorar la respuesta que estos
grupos celulares presentaban en cuanto a viabilidad y proliferacién celular,
ademas de contar con un grupo control de células en presencia Unicamente de
medio de cultivo a MEM+10% de SFB+2% antibiotico+1% Glutamax (Gibco®
by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA) y un grupo control
valorado con PRGF al 25%. Adicionalmente, se realizaron cambios de medio
de manera periédica a las 72 horas en cada uno de los experimentos.

Los experimentos fueron realizados por triplicado para asi asegurar la
reproductibilidad del estudio.

Para evaluar los resultados de ambos grupos, se realizé un conteo
celular con hematocitémetro, ademas del ensayo de metil tiazol tetrazolio MTT
(Sigma, Basilea, Suiza). El ensayo de MTT se basa en la reduccion metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado
de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial
de las células tratadas ya que solo las células viables son capaces de reducir
MTT a formazan. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido. La lectura se realiz6 en un espectrofotometro a 570nm
(Thermo Sientific®, Multiscank Go, Finlandia) con el programa XFluor basado

en Microsoft Excel®.
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Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 siendo modificado
en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang.

Para realizar cada uno de los
experimentos fue de vital importancia
mantener los grupos celulares en un medio
ambiente idoneo para su existencia es por
esto que durante cada periodo de evaluacion
los cultivos debieron de ser en colocados en
una incubadora celular (Binder®, Tuttlingen,
Alemania), que proporcionara estos medios
de manera adecuada, la temperatura a la

gue se mantuvieron los cultivos celulares fue

a 37° con una concentracion de CO, del 5%
(fig 13. fuente propia). Fgura 13

El estudio se realizé siempre manteniendo un ambiente |10 mas esteri
posible para asi evitar la contaminacion de las muestras, para esto fue
necesario trabajar las muestras en una Campana de flujo laminar horizontal

(Lumistel™® LH-120, Celaya, Guanajuato, México), utilizando material estéril

para todo lo que estuviera en contacto
directo con el medio de cultivo y
desinfectando con alcohol el é&rea de
trabajo y todo el material que entrara en la
campana de flujo; colocando después
durante un lapso de 10 minutos luz UV,
las soluciones que entraron en el area de
trabajo Unicamente se desinfectaron con
alcohol, todo esto con el fin de evitar la

contaminacion de la muestras (fig 14

fuente propia).

Figura 14
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B 1 mm

Una vez transportado y delimitado adecuadamente la

Fiqufa 15

muestra al plato de Petri, se prosiguié a realizar las
pruebas de proliferacion y vitalidad celular (conteo
celular con hematocitometro (fig 15. Fuente propia) y
ensayo MTT para esto, durante cada periodo de
evaluacion, se retiré el medio de cultivo y se agrego
50 uL de tripsina, se pipeted y se colocé en la

incubadora durante 10 minutos, posterior a este

= periodo, se retir6 el plato de la incubadora y

transporté una porcion del cultivo celular al hematocitometro y se observo el

namero de células bajo microscopio, el conteo de cada grupo se realizd por

triplicado, posterior a esto se obtuvo una media, esto para asegurar la

reproductibilidad del estudio, terminado el conteo celular con hematocitometro,

se retird el medio de cultivo del segundo pocillo y se agregd 100 uyL MTT, una

vez realizado esto se incubd la caja durante

e
o, 200y

un periodo de 24 horas, pasadas las 24
horas se retir6 la caja de la incubadora y se
retir6 el medio MTT, para inmediatamente

después de esto agregar 50 pyL de dimetil

Figura 16

sulfoxido (DMSO, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) el cual se pipete6 evitando

generar burbujas, para posteriormente transportarlo a una nueva caja que

serviria para colocar las muestras de MTT, una vez transportado las muestras,

se evaluaron en el espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm.
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Figura 17

Por otra parte el conteo celular con
hematocitometro se realiz6 colocando una
pequefia muestra del medio de cultivo del
grupo celular en un cubreobjetos y llevando
vez este cubre objetos al
hematocitometro, también llamado camara
de Neubauer (Boeco®, Alemania), una vez
llevada la muestra al hematocitometro, se

observd la muestra bajo microscopio y se

prosiguio a realizar el conteo celular, este se realiza contando la cantidad de
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células visibles en cada uno de los cuatros cuadrantes, esto como se muestra
en la figura 16 (fuente propia), el conteo se realiza en ambas camaras (superior
e inferior) y siempre debe de llevar el mismo orden al momento de realizar el
conteo, esto serd iniciando con el cuadro superior izquierdo de cada cuadrante
y continuando a manera de zigzag, esto como se explica en la figura 17 (fuente
propia).

La viabilidad y proliferacién celular fueron evaluadas a las 24, 48, 72,

120 y 144 horas en ambos grupos, el disefio de la caja Petri se realiz6 en base

a esto.

El disefio de la caja Petri para el
muestreo consistio en 3 hileras horizontales
desde A hasta F, cada una representando
los grupos celulares que se utilizaron para el
muestreo y cada grupo abarc6 dos pocillos
de manera vertical, uno para el conteo con

hematocitometro y el otro para el ensayo

Figura 18 MTT. Adicionalmente se traz6 una linea

vertical a la mitad del plato para dividir las muestras positivas (con PRGF) y las
muestras negativas (sin PRGF) y cada una de estas muestras cont6 con 5
pocillos de manera horizontal, representando las muestras de 24, 48, 72, 120y

144 horas comenzando de izquierda a derecha (fig 18. Fuente propia).

15.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk, con una prueba de t-student y t-student pareada para comparar
la proliferaciéon celular. La significancia estadistica fue fijada con un valor de
0,05 y un coeficiente de confiabilidad del 95%. Los datos fueron representados

con graficos.
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Capitulo 4
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16 Resultados

Una vez transcurridas las 144 horas del periodo de evaluacion de las
muestras y habiendo replicado el experimento por triplicado se prosiguié a
capturar y analizar los datos, obteniendo una valor medio de los tres
experimentos, con el objetivo principal de comparar los resultados obtenidos
entre el grupo positivo con PRGF y el grupo control sin PRGF, asi como
realizar un andlisis estadistico para comprobar la significancia estadistica del
presente trabajo.

En la grafica 1 y 2 se puede observar la comparacion en cuanto a la
proliferacion celular que se presentd en cada uno de los grupos, cada una
expresada en porcentajes, representando los resultados obtenidos en cuanto a
los fibroblastos gingivales humanos (HGF).

En la grafica 1 podemos observar el nivel en cuanto a proliferacion
(HGF) donde se puede observar, expresado en color azul el grupo celular en
presencia de PRGF, un aumento en la poblacién celular de HGF que alcanza
un pico maximo de proliferacion a las 48 horas aumentando en poco mas del
doble la poblacién inicial de los HGF, observando después de esto un
descenso en la poblacién celular; a su vez, expresado en color rojo, se puede
observar el grupo control de HGF en el cual se pueden observar resultados
similares a los del grupo positivo pero en menor escala, observando igualmente

un pico maximo de accién a las 48 horas y un posterior descenso de HGF.
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Conteo celular con hematocitémetro de

fibroblastos gingivales humanos con y sin PRGF
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Gréfico 1

Por otra parte, en el grafico 2, se pueden observar valores similares,
pero con la diferencia de que en esta se presentan picos de accion muy
marcados, presentando igualmente el pico maximo de accién a las 48 horas
pero mientras en el grupo positivo con PRGF se mantiene hasta las 120 horas
y después presentando un pico critico de descenso a las 144 horas, en el grupo
control se observa una caida drastica de la poblacion celular después de las 48
horas.
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Ensayo MTT de fibroblastos gingivales

humanos con v sin PRGF

250

200

150

100

50

P
/N N\

N —ve
LENAY ==

Ohrs

24hrs 48hrs 72hrs 120hrs 144hrs

Gréfico 2

La gréfica 3 y 4 corresponden al estudio de los fibroblastos del ligamento

periodontal humano (HPLF); en el grafico 3 se observa un nivel de distribucién

similar al visto en el grafico 1, alcanzando igualmente su pico maximo de

accion a las 48 horas, duplicando en el caso del grupo con PRGF la poblacién

celular original del cultivo, para posteriormente comenzar a disminuir. El grupo

control sin PRGF presento resultados similares al grupo positivo pero en menor

escala y sin una proliferacion tan acelerada, especialmente en la respuesta a

las 24 horas.
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Conteo celular con hematocitémetro de fibroblastos del
ligamento periodontal humano con y sin PRGF
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Gréafico 3

El gréfico 4, el cual representa el mismo grupo celular, pero evaluado
con el ensayo MTT, presentd similitudes significativas a las del grafico 2, ya
que se puede observar de igual manera una reproduccién exponencial a las 48
horas pero un posterior descenso de manera drastica a las 72 horas en el
grupo control sin PRGF, a diferencia del grafico 2, en este no se presentdé una

recuperacion en el siguiente periodo de evaluacion a las 120 horas.
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Ensayo MTT de fibroblastos del ligamento

periodontal humano con v sin PRGF
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Gréafico 4

En los graficos 5 y 6 donde se observé la respuesta de la proliferacion
celular de osteoblastos. En la gréfica 5, al igual que en las de los dos grupos
anteriores, se puede distinguir un pico maximo de accién a las 48 horas y un
posterior descenso de la poblacién celular, aunque siendo este descenso de
manera mucho mas gradual, pero en este caso se observa Unicamente en el
grupo positivo con PRGF mientras que en el grupo control sin PRGF, se
observa que la poblacion celular se mantiene estable, sin picos de accién muy
marcados, en esta muestra (sin PRGF) la poblacion celular disminuy6 a la
observada inicialmente y esta nunca recuperd su valor, es decir, se mantuvo

por debajo de la cantidad contabilizada previo al inicio de la muestra.
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Conteo celular con hematocitometro de
osteoblastos con y sin PRGF
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Gréfico 5

En la grafica 6 se observa la viabilidad celular del ensayo de MTT del
grupo con osteoblastos, donde igualmente, se observé su pico maximo de
accion a las 48 horas, pero en este caso, posterior a las 48 horas, se observé
un descenso menor a los valores iniciales, esto en el caso de la muestra
positiva con PRGF, en el caso del grupo control, al igual que en el conteo
celular con hematocitometro, descendié por debajo de su nivel inicial desde las

24 horas, para posteriormente continuar descendiendo de manera gradual.
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Ensayo MTT de osteoblastos con y sin PRGF

140

120 T

T

100 - \
80
'\I\I\\‘ e HBC +

e HBC -

40

20

Ohrs 24hrs 48hrs 72hrs 120hrs 144hrs

Grafico 6

En las graficas 7 y 8 podemos observar de manera grafica y completa, la
comparacion expresada en porcentaje, entre los tres grupos celulares, asi
como la diferencia entre los grupos positivos y los grupos control, la grafica 7
esta representada en una grafica lineal mientras que la gréfica 8 se observa en

una gréfica de barra.
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Gréafico comparativo de los tres grupos celulares con y sin
PRGF
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HGF HPLF HBC
Tiempo
(hrs) + - + - + -

0 75+ 0 75+ 0 870 870 6110 6110
24| 154.3 £20 115.4 £ 23 160+25.7 | 101.4+25.2 | 73.1+4.6 50.3+5
48| 157.4+17.4 159.2+ 16 209+34.7 | 187.6+24.6 | 89.81t4.3 549+1.7
72 174.6 £25.5 | 112.1+14.4 | 177+£10.2 | 147.4+6.8 82.1+8.3 57+11.1

120| 160.9+4.5 103.3+10 179+10.8 | 128.4+6.1 729+1.7 549+5.6
1441 1479136 | 1059+10.5 | 133+£13.8 98 £15.5 534+113 | 39.5+6.6
Tabla 3

Conteo celular con hematocitémetro de los tres grupos celulares y su respectiva desviacion

estandar expresada en niimeros.

17

En el afio de 1999, Anitua introdujo el concepto de plasma rico en

Discusion

factores de crecimiento (PRGF) por primera vez, a partir de esto se han
realizado multiples estudios para comprobar o refutar su supuesta eficacia en
cuanto a la aceleracion de la cicatrizacion (20).

A lo largo de los afios multiples autores han defendido la eficacia del
PRFC esto basado en evidencia mediante mdltiples estudios, tanto clinicos
como in vitro.

En el afio de 1999, Anitua observdé en un estudio clinico que no se
presento ningun efecto negativo en pacientes que utilizaron PRGF, ademas
mencion6 que en el 100% de los casos observd mejor epitalizacién comparado
con los pacientes que no fueron tratados con PRGF, por ultimo, observé que se
encontré mayor cantidad y calidad en cuanto a regeneracion 6sea de hueso
maduro en los pacientes tratados con PRGF (20).

Posteriormente en el afio de 2015 Vahabi et al. observaron en un estudio
con ensayo MTT a 24, 48 y 72 horas que la viabilidad en fibroblastos gingivales
humanos aumento a poco mas del 200% a las 48 y 72 horas en las muestras
con PRGF mientras que el grupo control, a pesar de aumentar su valor inicial
alcanzando su pico maximo a las 48 horas (150%) tuvo una respuesta menor,

ademas que esta cifra disminuy6 al 127% a las 72 horas, comparado con el
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grupo con PRGF que se aumento ligeramente su poblacién (63), resultados
similares a los aqui encontrados.

Kobayashi et al. en 2017 mediante un estudio in vitro con fibroblastos
gingivales humano (HGF), fibroblastos del ligamento periodontal humano
(HPLF) y osteoblastos (HBC) observaron que el PRGF promovia la
proliferacion celular de HGF y HPLF en hasta un 300% y que esta curva de
aumento poblacional se mantenia constante hasta el décimo dia, por otra parte
no se observo un incremento significativo en la proliferacion celular de HBC
(66).

A pesar de la evidencia cientifica que respalda el uso del PRFC existen
otros autores e investigaciones que afirman que el uso de concentrados
plaguetarios no promueve la aceleracion de la reparacion y regeneracion
celular y que por el contrario puede promover efectos negativos.

En 2005 Choi et al. realizaron un estudio in vitro en el cual
suplementaron altas concentraciones de PRFC en cultivos de células del hueso
alveolar, el resultado fue un descenso en la concentracion de la proliferacion y
viabilidad celular. Concluyendo con que esos resultados apoyaban la opinién
que las variaciones en los concentrados plaquetarios podian influir en el
resultado final en la aplicacion de estos productos (67).

Molina-Mifiano observaron en un estudio realizado en conejos
neozelandeses que a pesar de la evidencia cientifica a favor de la aplicacion de
PRFC en defectos infradseos, en su estudio no se observd significancia
estadistica en cuanto a potencial regenerativo, esto en el afio de 2009 (68).

J. Carrasco concluy6 en el afio de 2009 que la falta de un consenso
sobre la composicion y la produccion de los concentrados plasméaticos hacia
imposible establecer un estdndar que integrara todos los trabajos de
investigacién, por lo cual afirmé que no existia evidencia suficiente para
respaldar el uso del PRGF y proponia realizar estudios experimentales en los
que se incluya, la determinacion y cuantificacion de los factores de crecimiento
in situ en la aplicacion del PRP en la regeneracion de las lesiones que nos
permita profundizar en el conocimiento del comportamiento biol6gico de los

factores de crecimiento plaquetarios en la reparaciéon 6sea (5).
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Las limitantes del estudio se identificaron durante el proceso de
preparacion de las muestras de PRGF ya que no siempre fue obtenida la
misma cantidad del factor, por lo que se sugiere estandarizar un protocolo.

Proyectos a futuro deberan considerar asimismo que los productos ricos
en plaquetas son muy efectivos y se sugiere la evaluacion en cultivo celular.
Ademas, es recomendable profundizar la investigacion realizando més ensayos
tanto clinicos como en cultivos celulares tanto en el PRGF como en el resto de

concentrados plaquetarios.

18 Conclusion

Los resultados antes mostrados coinciden con los hallazgos encontrados
en esta investigacion donde los HGF aumentaron en un 197% los HPLF, 212%
en HGF y 122% en HBC.

Con el andlisis de los resultados es posible aceptar la hipotesis de
investigacion y ser soportada por la evidencia cientifica encontrada en este
estudio, esto en el caso de los fibroblastos ya que en el caso de los
osteoblastos no se observé una diferencia significativa, aunque la literatura
cientifica menciona que los resultados en osteoblastos son considerablemente
menores que en fibroblastos.

La relevancia clinica del estudio se centra en que el PRGF es un
producto efectivo que es ampliamente utilizado en la practica clinica y la
evidencia cientifica aqui mostrada lo respalda por lo que su aplicaciéon es
sugerida.

A pesar que los resultados obtenidos en esta investigacion fueron
positivos se recomienda estandarizar un método para evitar posibles sesgos en
la evaluacién de los concentrados plaquetarios.

Finalmente, en todos los grupos asi como en todos los periodos de
evaluacion en los que se utilizé PRGF se observé una mejor respuesta en

comparacion con los grupos de control sin PRGF.
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