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RESUMEN

Se ha propuesto el empleo de factores solubles derivados de plaquetas con el
objeto de promover la reparacion de tejidos. A pesar que diversos estudios han
evaluado la respuesta de células gingivales y periodontales a fracciones
derivadas de plaquetas, existe un fuerte debate acerca de los efectos ejercidos
por estos factores sobre respuestas celulares relacionadas con la reparacién
tisular. En la presente tesis hemos evaluado la respuesta de cultivos primarios
de fibroblastos gingivales de origen humano (FG) estimulados con Plasma rico
(PRP) y pobre en plaquetas (PPP). Se evaluaron diferentes respuestas
celulares que incluyen la contraccidn de geles de colageno, migracion celular,
diferenciacion miofibroblastica, produccién de moléculas de matriz extracelular
(MEC) y de enzimas proteoliticas. Para la contraccién de geles se utilizaron
cultivos tridimensionales de fibroblastos incorporados en colageno en presencia
de inhibidores de mateloproteasas de matriz y de la polimerizacién de actina. La
produccién de moléculas de matriz y de proteasas fue evaluada mediante
Western-blot. La actividad de la GTPasa RhoA fue evaluada mediante un
ensayo de “pull-down”. La distribucién de actina y de contactos focales fue
analizada mediante inmunofluorescencia. Los niveles de TGF-betal fueron
cuantificados mediante ELISA.

Tanto el PRP como PPP estimularon la contraccion de geles de colageno,
proceso que fue revertido por los inhibidores de MMPs y de la polimerizacion de
actina. PRP y PPP estimularon los niveles de MT1-MMP y TIMP-2, la activacién
de RhoA y la remodelacion del citoesqueleto de actina. Ambas formulaciones
estimularon la migraciéon celular evaluado mediante tres ensayos funcionales
tales como la migracion desde explantes de tejido gingival, la migraciéon en nido
y en sistemas bi-camerales. PRP y PPP estimularon la diferenciacion
miofibroblastica, medida a través de la produccion de a-SMA, Fibronectina
EDA, colageno tipo | y periostina. A pesar que TGF-betal se encontré mas
concentrado en PRP en comparacién con PPP, la via de sefializacion Smad fue

similarmente activada por ambos preparados.



El presente estudio muestra que los factores solubles derivados de PRP y PPP
pueden ejercer respuestas celulares similares compatibles con la promocién de
la reparacion tisular gingival. Mas aun, estos resultados sugieren que PPP

podria tener una accion terapéutica que deberia ser estudiada en el futuro.



ABSTRACT

Platelet derived soluble factors have been proposed as a therapeutic agent to
promote tissue repair. Although several studies have assessed the response of
gingival and periodontal cells to platelet derived fractions, there still strong
debate about the specific role played by these agents on cell responses
involved in wound healing. In the present thesis we have evaluated the
response of primary cultures of human gingival fibroblasts (GF) stimulated with
Platelet rich (PRP) and poor plasma (PPP). Different cells responses including
collagen matrix contraction, cell migration, myofibroblastic differentiation,
production of matrix molecules and proteolytic enzymes were evaluated.
Collagen matrix contraction was assessed using fibroblasts-populated collagen
lattices in the presence of matrix metalloproteinases and actin polymerization
inhibitors. Production of matrix molecules and proteinases was assessed
through Western-blot. RhoA activity was evaluated by means of a pull-down
assay. Actin distribution and focal adhesions were assessed through
immunofluorescence. TGF-beta1 levels were quantified through ELISA. Both
PRP and PPP stimulated gingival fibroblasts-populated collagen gel contraction.
Moreover, llomastat and cytochalasin D inhibited this response. PRP and PPP
stimulated MT1-MMP and TIMP-2 production, RhoA activation and actin
cytoskeleton remodeling. Both formulations stimulated cell migration as
assessed through gingival tissue explants immersed within collagen gels,
nested cell migration assays and Transwell migration experiments. PRP and
PPP stimulated myofibroblastic differentiation determined through a-SMA, EDA-
FN, type | collagen and periostin production. Although TGF-betal was more
concentrated in PRP when compared to PPP, the Smad pathway was similarly
activated by both formulations. The present study shows that soluble factors
derived from PRP and PPP may exert a similar cellular response compatible
with the promotion of wound remodeling in gingival fibroblasts. Moreover, our
results suggest that PPP may be studied as a useful therapeutic agent to

modulate gingival tissue healing.



INTRODUCCION

Reparacion tisular

La respuesta reparativa es un fendmeno altamente estereotipado y conservado en la
naturaleza que permite proteger a los seres vivos de noxas o agentes injuriantes y
facilita la restitucién de los tejidos dafiados. Este proceso comienza con la formacién de
un coagulo de fibrina que provee una matriz provisional sobre la cual las células migran
durante el proceso reparativo. Dicho coagulo consiste en una poblacion de plaquetas
inmersas en una malla de fibrina junto con pequenas cantidades de fibronectina,
vitronectina y trombospondina plasmaticas. Es importante destacar, que este coagulo
sirve como reservorio de citoquinas y factores de crecimiento que son liberados cuando
las plaquetas degranulan (Martin, 1997). Considerando el papel crucial que juegan las
plaquetas en la fase inicial de la reparacion es que se han desarrollado estrategias
terapéuticas que utilizan concentrados de factores de origen plaquetario, conocidos
como Plasma Rico en Plaquetas, Plasma rico en plaquetas y leucocitos, Fibrina rica en
plaquetas, Fibrina rica en leucocitos y plaquetas ricas (Dohan et al, 2009) con el
proposito de promover la reparacién de tejidos.

El proceso de reparacion involucra una serie de fases que incluyen una i) respuesta
inflamatoria, i) la formacion de tejido de granulacién y iii) remodelacion de tejido
cicatrizal. La transicién hacia la formacion del tejido de granulacién comienza con la
migracion de fibroblastos desde los margenes de la herida (Figura 1) y el cierre del
componente epitelial a nivel superficial. Las células mesenquimales de la herida en
reparacion cumplen un papel fundamental, ya que participan en la sintesis de las
especies moleculares que forman el tejido de granulacion (Schaffer & Nanney, 1996,
Golberg et al, 2007).



Figura 1: Migracion de fibroblastos desde los
margenes de la herida hacia el coagulo y su
diferenciacion a miofibroblastos (Tomasek et al,
2002).

Fases de la Reparacion (Tsirogianni et al, 2006):

Coagulacion:
Formacién coagulo de fibrina, activacion via AA

Inflamacién: Produccion de citoquinas, migracién
neutrofilos y monocitos. Activacién macrofagos

h 4

Formacion tejido de granulacion: Comienza con la
migracion de fibroblastos, proliferacion y expresion de
MEC. Proliferacion células endoteliales y Angiogenesis.

Remodelacion: Degradacion proteolitica de la MEC y
reestructuracion

Participacion de miofibroblastos en la reparacion tisular.

Es un hecho aceptado que la diferenciacidon de fibroblasto al fenotipo miofibroblastico
representa un evento clave durante la reparacion tisular. La gran fuerza contractil
generada por los miofibroblastos es beneficiosa para la fisiologia de la remodelacién
tisular. En este sentido se ha propuesto que los miofibroblastos del tejido de granulacion
facilitan la contraccién de la herida y la reduccién de su volumen gracias a que estas

células pueden contraer su citoesqueleto y remodelar de esta manera el tejido (Hakkinen



et al, 2000). Los miofibroblastos participan ademas secretando una serie de
componentes de la MEC que contribuyen a la reconstruccion del tejido danado tales
como colagenos tipo I, Ill, IV y V. Ademas, expresan una variante de splicing de la
fibronectina (ED-A —FN) y la glicoproteina tenascina- C. (Hinz, 2007). Por otro lado, se
ha descrito que la secrecion de la proteina Periostina juega un papel critico en la

reparacion de tejidos y fibrilogénesis del ligamento periodontal (Rios et al, 2008).

Caracteristicas de fenotipo miofibroblastico

El marcador mas aceptado que caracteriza el fenotipo miofibroblasto es la expresion de
la isoforma de actina, actina de musculo liso alfa (a-SMA). Se ha identificado que la
expresion de estas proteina facilita que los miofibroblastos generen la tension tisular
requerida para la remodelacion del tejido en reparacidn y ademas, promueve la sintesis
de componentes moleculares de la matriz extracelular (MEC). Otro de los marcadores
moleculares que caracterizan el fenotipo miofibroblastico es la expresion de la variante
por splicing de la molécula de fibronectina, FN-EDA, que se expresa en eventos
tempranos de la reparacion de tejidos, el fragmento ED-A es incluido en el mRNA de la
fibronectina, lo que permite la sintesis de novo de FN-EDA de los fibroblastos en el tejido
de granulacién, la presencia de esta proteina contribuye a la diferenciacion a
miofibroblasto (Tomasek et al, 2002). La transicién entre fibroblasto a miofibroblasto
resulta en una remodelacién de la MEC, permitiendo un cambio en la tensién mecanica
de la matriz (Goldberg et al ,2007). Los miofibroblastos desarrollan adhesiones focales
(FA) especializadas que han sido llamadas como “FA supermaduras” que pueden ser
identificadas por su mayor tamano (8-30um). Exhiben una composicién molecular
especifica por la co-expresion de altos niveles de Vinculina, Paxilina, tensina e
integrinas a,fs y asp1  (Hinz, 2007). Ademas, estas células sintetizan de sintesis de
novo de tensina y la quinasa de adhesion focal (FAK) como parte del fenotipo contractil
(Tomasek et al, 2002).

Matriz extracelular de la herida en reparacion.

La MEC es una mezcla compleja de moléculas que incluye glicoproteinas, fibronectina,
colagenos, lamininas, proteoglicanos y proteinas no pertenecientes a la matriz como
factores de crecimiento. El colageno es la proteina de MEC que se encuentra
mayoritariamente en tejidos conectivos, cuya funcion esta relacionada con la estructura

y soporte de los tejidos. (Kavitha & Thampan, 2008). Durante la reparacién de tejidos se



produce una activa induccion en la sintesis de colageno que marca el inicio de la
maduracion del tejido de granulacién. Inicialmente las especies moleculares que se
sintetizan corresponden a colageno tipo Il y secundariamente a colageno tipo |
(Hakkinen et al, 2000). Sin embargo, a medida que avanza el proceso de remodelacion
de la herida, el tipo de colageno mayoritariamente expresado es el tipo | (Hakkinen et al,
2000).

Periostina es una proteina secretada de MEC que se expresa predominantemente en
tejidos conectivos fibrosos, que estan sujetos a estrés mecanico y que incluyen valvulas
cardiacas, tendones y ligamento periodontal. (Norris, et al, 2007). Esta proteina es
activamente expresada por células mesenquimales en el tejido miocardico en
remodelacion (Bowers et al, 2010). Por otro lado, se ha observado que periostina puede
controlar los procesos de fibrilogénesis y organizacién del colageno a nivel extracelular
(Norris, et al 2007). Periostina forma parte del ligamento periodontal y periostio de
ratones adultos y su produccion es estimulada por TGF-f1 en cultivos primarios de
osteoblastos (Horiuchi et al, 1999). Particularmente interesantes son los resultados
publicados por Rios et al (2005), que muestran que ratones deficientes en periostina
desarrollan una forma de enfermedad periodontal agresiva. Esto muestra que, al menos
en este modelo animal, periostina jugaria un papel clave en la mantencién de la
integridad estructural del periodonto y probablemente en la respuesta al dano tisular.
Recientemente, se observo que la sobreexpresion de Periostina produce un aumento en
la invasion celular a través de geles de colageno 3D y un incremento en la compactacion
de la MEC en células de HH25 AV (Butcher et al, 2007). Estos hallazgos ponen en
relieve el importante papel jugado por periostina en la regulacion de la MEC. Se ha
descrito, utilizando expresion global de genes con microarreglos de DNA, que durante la
reparacion de piel humana uno de los genes que sufre una importante induccién es el de
Periostina, lo que sugiere que esta proteina podria jugar un papel significativo en la
respuesta al dano tisular (Hamilton, 2008). A la fecha no existen estudios que hayan
analizado la expresion de Periostina en la reparacion gingival ni tampoco se conocen
con mayor detalle los factores que podrian regular su expresion en células de este

tejido.



Citoesqueleto y remodelacion de la herida en reparaciéon

GTPasa de la familia Rho
Uno de los reguladores clave de la remodelacion del citoesqueleto de actina esta
constituido por las GTPasas de la familia Rho (Ridley, 2001). Estas proteinas son parte
de la superfamilia Ras, la que esta formada por mas de 100 pequenas proteinas
monomeéricas (20-30KDa) que se unen nucleotidos de guanina. Generalmente ciclan
entre una conformacién activa (unida a GTP) y una inactiva (unida a GDP). Cuando
estan unidas a GTP son capaces de interactuar con sus efectores moleculares e inducir

una respuesta celular, como se muestra en la figura 2 (Jaffe &Hall, 2005).

Estimulo

l

GTP@ GDP

@D l

Respuesta

Figura 2: Mecanismo de activacion de Rho

El ciclo entre la conformacion activa e inactiva esta regulada por factores de intercambio
GDP/GTP GEF (factor intercambiador del nucleétido guanina) vy proteinas que estimulan la
actividad intrinseca GAP, permitiendo la conversion al estado inactivo. Moléculas del tipo GDI

estabilizan la forma inactiva de la GTPasa al inhibir la disociacion GDP.

Los miembros mas relevantes de las GTPasas pequefas de familia Rho son:

Rac, cuya activacion esta asociada a la formacion de lamelipodios, polimerizacion de
actina y la adhesion célula-célula mediada por cadherina.

Cdc 42, que participa en la formacion de filopodios, la adhesion célula-célula,

desaparicion de fibras de estrés (usando como efector a PAK).



Rho, implicada en la formacién de fibras de estrés y adhesiones focales, morfologia
celular, motilidad celular, contraccion de musculo esquelético y citoquinesis (Ridley,
2001).

Rho, fibras de estrés y adhesiones focales

Las adhesiones focales son estructuras dinamicas que se ensamblan, dispersan y
reciclan permitiendo que la célula se adhiera, cambie de forma y eventualmente migre.
Se ordenan como un complejo de proteinas asociado a la membrana celular en torno a
receptores especificos de adhesidon, como las integrinas y a un conjunto de proteinas
cuya funcién se define en el establecimiento de una interaccion entre el microambiente
extracelular y el citoesqueleto de actina. Las integrinas en contacto con la MEC se
agrupan formando un complejo supramolecular con proteinas asociadas a citoesqueleto
(Talina, Vinculina, a-actinina) y numerosas moléculas de senalizacion (c-Src, FAK, P130
Cas y Paxilina) (Sastry & Burridge, 2000). Asociado a esto, los trabajos de Ridley y Hall
concluyen que las fibras de estrés formadas como resultado de la polimerizacion de

actina estan ancladas a las adhesiones focales (Jaffe &Hall 2005).

El incremento de la rigidez de la MEC es un fuerte estimulo para la activacion de las
integrinas lo que se asocia con la formacion de adhesiones focales. Como consecuencia
de esto ocurre la activacion de la via Rho/ROCK y un incremento en la contractilidad,
migracion e invasioén celular (Larsen et al, 2006).  Utilizando el modelo de fibroblastos
gingivales, nuestro grupo ha identificado que la actividad de la GTPasa RhoA,

estimulada por TGF-$1, es fundamental en la generacion de fibras de F-actina

necesarias para la diferenciacién miofibroblastica (Smith et al., 2006).

Modelo de geles de colageno para el estudio de la contraccién del tejido de
granulacién.

Los geles de colageno 3D constituyen un buen modelo para evaluar in vitro, la
interaccion mecanica entre las células y la MEC y la forma como éstas pueden influir
sobre la formacion y funcién de los miofibroblastos. Este modelo simula, al menos en
parte, los fendmenos de remodelacion de MEC durante la reparacion de heridas
(Tomasek et al., 2002). En este ensayo, el diametro de los geles es reducido con el

tiempo (horas a dias) por la pequeinas fuerzas de traccién que son generadas por los



fibroblastos durante el estiramiento celular y la migracién sobre las fibras de colageno
(Tomasek et al, 2002).

Se ha mostrado que la capacidad contraccion de los miofibroblastos es superior a la de
fibroblastos que no expresan a-SMA (Arora & McCulloch, 1994). Es asi como el grupo
de Boris Hinz y colaboradores (2001), evidencié que fibroblastos 3T3 transfectados con
el cDNA de a-SMA, manifiestan una mayor capacidad contractil. Por otro lado, se ha
reportado que parte del potencial de contraccién de geles de colageno por parte de los

fibroblastos depende de la integrina a2p1(Gaggioli et al, 2007).

MMPs y remodelacion de tejidos

Las metaloproteasas de matriz (MMPs) corresponden a una familia de 28
endopeptidasas que inicialmente han sido asociadas con las propiedades invasivas de
las células tumorales por su habilidad para degradar la mayoria de los componentes
proteicos de la MEC (Folgueras et al, 2004). Durante la reparacion, las MMPs estan
involucradas en la degradacién de la MEC, facilitando la migracién celular requerida
para la reepitelizacion y angiogenesis. Por otro lado, favorecen el depésito de la MEC,
el remodelamiento del tejido fibrético (Le et al, 2007) y activacién de factores/citoquinas.
(McKeown, 2007).

Una adecuada regulacion de la actividad de MMPs es esencial para prevenir una
excesiva degradacion de la matriz. Este papel es ejercido por un grupo de proteinas
endégenas llamadas inhibidores titulares de metaloproteinasas (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-
3y TIMP-4). Los TIMPs se unen al sitio activo de las MMPs, bloqueando el acceso a su
substrato (Santos-Martinez et al, 2007).

Estudios recientes han determinado que la MT1-MMP es la principal proteasa que
confiere el fenotipo invasivo dada su capacidad para activar otras MMPs y crear un
microambiente promotor de la proliferacion (Larsen et al, 2006). MT1-MMP es expresada
en células mesenquimales del tejido de granulacién en reparacion y por esto representa

un regulador clave de la remodelacion de heridas (Madlener et al, 1998).



Factores de crecimiento derivados de plaguetas

Las plaquetas contribuyen a la hemostasia previniendo la pérdida de sangre en
sitios de dafio vascular. Esta importante funcion deriva de la amplia variedad de factores
de crecimiento y citoquinas producidas por las plaquetas y que juegan un rol en las
primeras etapas de la reparacién (Schaffer & Nanney, 1996; Werner & Grose, 2002).
Este hecho ha dado pie a la idea de utilizar plaquetas y/o sus derivados como
herramienta terapéutica para mejorar la respuesta reparativa en pacientes o condiciones
en que la reparacion tisular esta impedida o significativamente retardada (Anitua et al,
2006). Considerando que el proceso de reparacion depende criticamente de la actividad
de factores de crecimiento que pueden modular respuestas celulares como proliferacion,
migracion, adhesién y diferenciacion miofibroblastica (Werner & Grose, 2002), se ha
propuesto recientemente la utilizacion de preparados enriquecidos en factores de
crecimiento obtenidos en forma autéloga a partir de las plaquetas del mismo paciente.
Este preparado, conocido como Plasma Rico en Plaquetas (PRP), es aplicado a las
heridas con el propdsito de favorecer o acelerar en fendmeno de reparacion (Anitua et
al, 2006).

La preparaciéon del Plasma rico en plaquetas requiere de una centrifugacion inicial de
sangre venosa, la cual permite la obtencién de 3 capas: glébulos rojos (fraccion inferior),
PRP (fraccion intermedia) y una fraccién superior sin células conocida como Plasma
pobre en plaquetas (PPP). Esta fraccion es normalmente descartada debido a su baja
concentracién de factores de crecimiento (Dohan et al, 2009).

Considerando que el PRP concentra niveles elevados de factores de crecimiento,
la mayoria de los estudios se han enfocado en la respuesta biologica/clinica inducida por
esta fraccion plaquetaria. El uso topico de estos concentrados de plaquetas es reciente y
su eficacia es aun un tema controversial (Anitua et al, 2006). Los primeros estudios in
vitro muestran una tendencia general que apunta a que PRP estimula la proliferacion de
diferentes tipos celulares, incluyendo osteoblastos, fibroblastos, células de tendén y de
ligamento periodontal (Cenni et al 2005, Celotti et al 2006, Kawase et al, 2005). Sin
embargo, se han publicado resultados contradictorios que apuntan que el efecto de PRP
es altamente dependiente del tipo celular estimulado y de la concentracién de factores

presentes en el preparado (Dohan et al 2009, Cenni et al 2005, Graziani et al, 2006).



La compleja proporcion en que se encuentran las moléculas activas en el PRP hace muy
dificil el poder separar el papel de un so6lo factor de crecimiento o la posible interaccién
entre ellos. Dentro de las moléculas que podemos encontrar en el PRP se describen
(Rozman & Bolta, 2007):
¢ Moléculas de adhesién: laminina 8, fibronectina, vitronectina.
* Factores de coagulacion y proteinas asociadas: Factor V/Va, antitrombina, TFPI.
* Proteasas y antiproteasas TIMP-4, inhibidor de plaquetas FIX, a1-antitripsina
* Factores fibrinoliticos y proteinas asociadas: plasminégeno, PAI-1, u-PA,
osteonectina.
* Factores de crecimiento como, EGF, PDGF, VEGF (A y C), KGF, bFGF, IGF-1,
IL-8 y TGFpB

Los ligandos de la familia de TGFp (TGFp1, inhibina, activina y Nodal) activan la
senalizacién luego de favorecer la dimerizacion y fosforilacién de los receptores de TGF-
beta (TBRI y Il) (Massague, 1987). El receptor tipo Il fosforila al dominio quinasa del
receptor |, él cual propaga la sefal a través de la fosforilacion de las proteinas Smad.
Las Smad se pueden clasificar en 3 clases funcionales: R-Smad (Receptor-regulated)
que incluyen las Smad 1, 2, 3, 5y 8, que son directamente activadas por la quinasa del
receptor tipo I. La Co-Smad, que corresponde a Smad 4 y las tipo I-Smad que
corresponden a las Smad 6,7, que regulan negativamente la sefializacion inducida por
TGFp1 (Shi & Massague, 2003). Los ligandos de TGF 3 utilizan las Smad 2,3 como

moléculas propagadoras de su sefalizacion.

TGF-p1 forma parte de una amplia familia de factores de crecimiento que juegan un
papel clave, tanto en la evolucion normal de la reparacion de heridas, como en los
procesos de fibrosis que ocurren como consecuencia de alteraciones de este fendmeno
(Shi & Massague, 2003). Se ha demostrado que TGF-$1 es capaz de inducir la
expresion de a-SMA en fibroblastos in vitro e in vivo y de estimular la sintesis de MEC,

especialmente de colageno tipo I.



Este factor cumple ademas importantes funciones en la reparacion de tejidos a través de
la regulacion de la proliferacion celular, quimiotaxis y estimulo a la diferenciacion de
miofibroblastos (Hinz 2007, Tomasek et al, 2002).

Modelo experimental

La encia o tejido gingival esta conformada por un epitelio de revestimiento y un corion de
tejido conectivo en el que los fibroblastos corresponden a la poblacion celular
predominante. Estas células estan activamente involucradas tanto en los fendmenos de
sintesis como de degradacién de MEC en salud y enfermedad (Bartold y col., 2000).
Este tejido se encuentra expuesto a diversos estimulos de caracter quimico, mecanico y
térmico relacionados fundamentalmente con la exposicion a los alimentos y el proceso
de masticacion. Esta continua exposicion a agentes injuriantes desencadena una
respuesta adaptativa que debe coordinar la eliminacion de células dafiadas, proliferacion
celular, neovascularizacién y un activo proceso de remodelacién tisular (Hakkinen et al.,
2000).

Figura 3 Tejidos Periodontales
Los tejidos periodontales estan constituidos por la encia
(B) y los tejidos de insercion como cemento (C),

ligamento periodontal (=) y huevo alveolar (A).
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Los fibroblastos corresponden a una poblacion celular heterogénea y ampliamente
representada en los tejidos periodontales. Estas células estan activamente involucradas
tanto en los fendmenos de sintesis como de degradacion de MEC en salud y
enfermedad (Bartold et al, 2000). Para lograr estas funciones, los fibroblastos son
capaces de remodelar la MEC gracias a la secrecion de un amplio repertorio de enzimas

proteoliticas, glicoproteinas y proteoglicanos (Bartold et al., 2000).

La infeccidon bacteriana de la encia se traduce en una respuesta inflamatoria conocida
como gingivitis que busca eliminar el agente agresor y reestablecer la normalidad del
tejido (Bartold y col., 2006). Esta lesion puede derivar en un proceso mas complejo
conocido como enfermedad periodontal (EP) o periodontitis marginal. Las
necesidades de tratamiento por esta enfermedad en la poblacion chilena son
extremadamente altas, alcanzado niveles de 99 y 98% en los niveles socioecondmicos
bajo y medio y 56% en el nivel alto (Gamonal et al, 1998). La EP se caracteriza por la
pérdida de las estructuras de soporte dentario, vale decir, reabsorcién del hueso
alveolar, destruccion de fibras colagenas del ligamento periodontal y alteraciones
patoldgicas del cemento radicular lo que puede derivar en la pérdida de piezas dentarias
(Page & Schroeder, 1976). En busca de terapias que puedan solucionar la perdida de
las estructuras del soporte dentario es que se estan generando productos derivados de

la sangre para poder favorecen la regeneracion tisular.

11



Tomando estos antecedentes en consideracion, hemos planteado para este trabajo, la

siguiente hipotesis:

Hipotesis:

El Plasma rico en plaquetas constituye una fraccién autéloga de factores de crecimiento
que favorece la diferenciacion miofibroblastica y la remodelacién tisular en fibroblastos
gingivales, fendémeno definido por la expresion de proteinas marcadoras de
diferenciacion y proteinas responsables del proceso reparativo. Este fendmeno es
atribuible, al menos en parte, al Factor de Crecimiento Transformante (TGF-1) presente

en la fraccion.

Objetivo 1
Evaluar la capacidad del PRP y PPP para estimular la capacidad contractil,
dependiente del citoesqueleto de actina, de fibroblastos gingivales en geles

tridimensionales de colageno.

Evaluaremos la capacidad de PRP y PPP para estimular la contracciéon de geles de
colageno y asociaremos esta propiedad con el potencial proteolitico celular dependiente
de MMPs y la funcionalidad del citoesqueleto de actina. Para esto utilizaremos
inhibidores genéricos de MMPs (llomastat), inhibidores de serin-proteasas (aprotinina) y
de la polimerizacion del citoesqueleto de actina como citocalasina D y el inhibidor de la
quinasa ROCK dependiente la actividad de RhoA (Y-27635).

Adicionalmente, en fibroblastos gingivales estudiaremos el efecto de PRP y PPP sobre
la actividad de la GTPasa RhoA, responsable del reordenamiento del citoesqueleto de
actina. Evaluaremos el posible estimulo de PRP y PPP sobre la actividad de la GTPasa

RhoA, mediante un ensayo de pull down.
Objetivo 2
Caracterizar el efecto del Plasma rico en plaquetas (PRP) y PPP sobre la

diferenciacion miofibroblastica.

En cultivos primarios de Fibroblastos gingivales (FG) estudiaremos la diferenciacion

hacia el fenotipo miofibroblastico estimulado por el PRP y PPP.
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Para esto utilizaremos cultivos de células obtenidas de tejido gingival estimulados con
diferentes concentraciones de PRP y PPP, para luego analizar su efecto sobre Ila
produccién de marcadores de diferenciacion a-SMA, colageno | y su molécula
chaperona HSP47, FN-EDA y proteinas a las que se les atribuye un papel importante en

reparacion, como MT1-MMP, periostina y osteopontina.

Objetivo 3
Evaluar si la concentracién de TGF- 1 presente en el PRP y PPP de diferentes

pacientes se relaciona con la diferenciacion de miofibroblastos gingivales.

Dado que la magnitud de la respuesta clinica al PRP y PPP ha mostrado ser altamente
variable, nos interesa relacionar el efecto estimulador de PRP y PPP obtenidos de
diferentes individuos sanos, sobre la produccion de moléculas marcadoras de
diferenciacion miofibrobastica y proteinas asociadas al fendmeno reparativo con los
niveles de TGF-beta expresados en ambas fracciones de plasma. Para ello,
correlacionaremos la expresion de estas proteinas con la cuantificacion de TGF-1 en el
PRP y PPP evaluados mediante un ensayo ELISA. Se utilizara como control positivo el
estimulo de TGF-$1 recombinante sobre la induccién de a-SMA y la activacién de la via
Smad.

Utilizando un inhibidor de la actividad quinasica de TBR-I (ALK-5) esperamos interferir en
la diferenciacién miofibroblastica estimulada por PRP y/o PPP en fibroblastos gingivales.
Esto nos permitira asociar la dependencia del fendbmeno de diferenciacion con la

presencia de TGF-1 en los concentrados de factores plaquetarios.
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MATERIALES Y METODOS

Instrumentos y equipos

Los instrumentos y equipos utilizados para realizar todos los procedimientos necesarios
para dar respuesta a la hipdtesis planteada son: campana de bioseguridad forma
Scientific modelo 1129, incubador Lab-line CO, automatico, camaras de corrida y
transferencia BioRad, centrifuga Biofuge prime R Heraeuns, microscopio invertido de
contraste de fase Nikon modelo TMS-F y lector de ELISA modelo EIx-806.

Materiales

Los reactivos usados en esta tesis se obtuvieron de los siguientes proveedores:

Abcam (Cambridge, MA): anticuerpo para HSP-47, FN-EDA, TIMP-2 y Periostina.

BioRad laboratorios Inc, Melville NY, USA: 30% Bis acrilamida, membranas PVDF.

Chemicon (Temecula, CA): inhibidor de metaloproteinasas llomastat (GM6001).

Calbiochem (San Diego,CA): inhibidor de ROCK (Y-27632)

Cytoeskeleton, Denver CO, USA: anticuerpo para RhoA

Gibco BRL, (Maryland USA) : Tripsina-EDTA, cMEM, DMEM y Normocina.

Merck Whitehouse Station, NJ :p-formaldehido, bicarbonato de sodio, hidroxido de

sodio, Dodecil sulfato de sodio ( SDS), Cloruro de Potasio, Fosfato dibasico de Potasio,

Cloruro de Magnesio, Cloruro de Sodio.

Sant Cruz Biotechnology ,Santa Cruz, CA: anticuerpo para p- Smad 2,3, Smad 2,3 y

Colageno tipo I.

Sigma St Louis, MO, USA: DMSO, tripsina, IPTG, glutation Sefarosa.
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Anticuerpo para a-SMA, Actina , Vinculina y Tubulina. Inihibidores de proteasas:
ortovandato, leupeptina, aprotinina, PMSF, pepstatina. Inhibidor de la polimerizacion de

actina (Citocalasina D)

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA: anticuerpo para MMP14 y Folistatina humana

recombinante.

Rockland Gilbertsville, PA: Albumina de suero Bovino (BSA). Anticuerpos secundarios

conjugados a peroxidasa anti Mouse, anti rabbit y anti goat

TCL, Chile metanol, papel filtro para transferencia, placas de cultivos Orange Scientific.

Tocris bioscience, Missouri USA: Inhibidor de TBRI (SB 431542)

US biological Tris, glicina, SDS, Cloruro de Sodio, Cloruro de Magnesio, glicerol, Triton
X-100, Tween 20.
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Métodos

1. Almacenamiento y Cultivo de fibroblastos de encia

Cultivos primarios de fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron mediante el método
de explante (Larjava , et al, 1989). Los explantes de tejido se obtuvieron partir de tejido
retromolar de 5 pacientes durante la extraccion de terceros molares en una clinica
odontolégica privada de Santiago. La muestra de tejido se cultivd con el consentimiento
informado del paciente y el protocolo para la obtencion de tejidos fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. Las células fueron cultivadas en medio modificado alfa eagle (aMEM) (Gibco BRL,
Grand Island, NY, EE.UU.), en presencia de suero fetal bovino (SFB) al 10% (Gibco
BRL), 100 ©g/ml de penicilina (Sigma), 100 ¢ g/ml estreptomicina (Sigma) y 50 ¢ g/ml
de gentamicina a 37 °C en el 5% de CO, de atmoésfera. Todos los experimentos se
realizaron con células entre el tercer y décimo pasaje.

Para el almacenamiento de las células, éstas se congelaron mediante descenso gradual
de la temperatura, en una mezcla SFB al 90% y DMSO al 10% y almacenados en N,

liquido.

2. Plasmarico en plaquetas (PRP) y Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)
Los plasmas se obtuvieron a partir de varones cuyas edades fluctuaron entre los 20-30
afios con el consentimiento informado de cada donante, utilizando un sistema de origen
comercial (GPSII, de Biomet Biologics). Se extrajeron 55 mL de sangre venosa en una
jeringa que contenia 5 mL de citrato de sodio. La sangre se introdujo en el kit de
separacion para su centrifugacién por 15 minutos a 3200 rpm. Esta centrifugacion nos
permitid obtener 3 fracciones. En la parte superior del tubo el plasma pobre en plaquetas
(PPP), en la fase inferior los eritrocitos y el plasma rico en plaquetas (PRP) en la fase
intermedia entre los eritrocitos y el PPP.

En paralelo se realiz6 la mezcla para la agregacion plaquetaria, que consistié en
la extraccion de 10 ml se sangre, sin anticoagulante , la cual se centrifugd durante 5
minutos a 3200 rpm (Biomet Biologics Centrifuge 120 Volt 50 — 60 Hz). Se obtuvo
alrededor de 3 mL de sobrenadante por cada paciente (trombina autéloga), a la cual se
le agregd 300 uL CaCl, 10% para producir una mezcla activadora de plaquetas. Iguales
volumenes de esta mezcla se agregaron a ambos plasmas, los cuales se incubaron
durante 1 hora a 37°C para permitir la formacién de los coagulos. Posteriormente la

muestra fue centrifugada durante 7 minutos a 1800 rpm, y los sobrenadantes fueron
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utilizados en nuestros experimentos como factores de crecimientos solubles a partir de
PPP y PRP. Las alicuotas de ambas fracciones plaquetarias fueron almacenadas a -
80°C.

3. Western-blot

Esta técnica se utilizé para estimar los niveles de proteinas en los lisados de células
estimuladas con las diferentes condiciones experimentales.

Las células se lavaron con PBS frio y luego se lisaron en solucion de lisis que contiene
50 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 1% Tritén X-100, 10%
glicerol, 2 mM PMSF, 2 ug/ml pepstatina, 2 ug/ml leupeptina and 1 mM ortovanadato a
4°C. Los lisados se centrifugaron 10 minutos a 14000 rpm. Se rescato el sobrenadante y
se cuantificéd la concentracién de proteinas mediante el sistema de origen comercial DC
protein Assay (Bio Rad, Hercules, CA, USA). Los distintos lisados se mezclaron con
tampon de carga 4X y f—mercaptoetanol (concentracién final 5%). Iguales cantidades de
proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Como
marcador de peso molecular se utilizd un marcador pretefiido de proteinas (SM0671
Fermentas). Luego de la corrida electroforética (80-100V) se transfirieron las proteinas a
una membrana difluoro-polivinilideno (PVDF Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA,
USA), previamente activada con metanol. Transcurrida la transferencia, las membranas
se incubaron durante una hora con solucién de bloqueo (leche descremada al 5% en
TBS-tween 0,01%), luego se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios a-SMA
(1:1000), p-Smad 2,3 (1:1000), Smad (1:1000), Actina (1:5000), Tubulina (1:5000), HSP-
47 (1:2000) , MMP14 (1:1000), TIMP-2 (1:1000), Colageno tipo | (1:500), FN-EDA
(1:1500) y Periostina (1:1000). Posteriormente, las membranas se lavaron con solucién
de lavado (Tween al 0,1% en TBS) y se incubaron con los respectivos anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa. Se repitié el lavado de las membranas y se
detectaron los complejos anticuerpo-antigeno utilizando un sistema comercial de
quimioluminiscencia (PIERCE Termo Scientifics) y la deteccion se realizé con peliculas
fotograficas (Kodak)

Las peliculas fueron digitalizadas y el analisis densitométrico de la bandas se realizd

mediante el programa Kodak Molecular Imaging software version 4.0 (Ml14.0).
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Para remover los anticuerpos unidos de las membranas (stripping), estas fueron
tratadas con una solucion de bloqueo y azida de sodio al 0,1% a temperatura ambiente
durante 45 minutos. Las membranas se lavaron con TBS Tween al 0,1% durante 1h y se
incubaron nuevamente con anticuerpos dirigidos contra las formas totales de las
proteinas o p Actina o Tubulina, utilizandolos como control de carga de las proteinas en

el gel.

4. Pull down

La actividad de las GTPasas se realiza mediante el ensayo de pull down. Para esto, la
fraccion activa (unida a GTP) se separa de la masa total de la GTPasa mediante la
unién a una proteina de fusién que expresa los dominios de union de la proteina
efectora a su GTPasa. El constructo que codifica para el dominio de uniéon a Rho de la
proteina efectora Rotequina como proteina de fusién (GST-RBD) fue amablemente
cedido por Keith Burridge en bacterias dH5alpha. 5%10° células se lavaron con PBS frio
y fueron lisadas con amortiguador 50mM Tris pH 7,6, 0,5mM MgCl,, 500 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 0,1% SDS, 0,5% deoxicolato, 10ug/mL de aprotinina y leupeptina, 1 mM
PMSF. Los lisados se centrifugaron 10 minutos a 14000 rpm. El sobrenadante fue
incubado durante 30 minutos en agitacion con 20ug de proteina de fusion (GST-RBD).
Los inmunocomplejos fueron lavados 3 veces con amortiguador de lisis, hervidos y

cargados para realizar el proceso de inmunoblot.

5. ELISA para TGFp1

Los niveles de TGFp1 fueron cuantificados mediante un sistema ELISA de origen
comercial (BD Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada muestra de
cada paciente se cuantificé en cuadriplicado. Las muestras de plasmas se diluyeron 1/5
en PBS, se acidificaron con HCI 1N (1:25) durante 60 minutos a 4°C y luego se
neutralizararon con NaOH. Estas muestras fueron cuantificadas de inmediato o luego de
guardarlas a -80°C para posterior analisis. La curva estandar de TGFp1 se realizd
mediante diluciones seriadas a partir de un stock de 150 ng/mL. Se agregaron 100 ulL de

anticuerpo anti TGFB1 (1:250) diluido en buffer de captura (0,1 M carbonato de sodio pH
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9,5 (0,083 M NaHCO3;, 9,52mM Na,CO3) a placas Polisorp de Nunc durante 16 h a 4°C.
Posteriormente se elimind el anticuerpo volteando enérgicamente la placa y se
realizaron 3 lavados con soluciéon de lavado (PBS 0,05% Tween-20). El bloqueo se
realizé durante 1 h a temperatura ambiente con PBS 10% SFB. Se elimin6 la solucion
de bloqueo y se lavd 3 veces con solucion de lavado. Posteriormente se agregaron las
muestras a cuantificar durante 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
lavo la placa 5 veces con solucion de lavado. En paralelo, se preparo la incubacion del
anticuerpo (detection antibody biotin anti humano) 1:250 en PBS en presencia de SFB al
10% con concentrado de enzima streptavidina-HRP (1:250 en PBS SFB al 10%). Se
realizaron 7 lavados para su posterior incubacién con los sustratos (tetrametilbenzidine
TMB y peroxido de hidrogeno) durante 30 minutos. Una vez desarrollado el color, se

detuvo la reaccion con 1M H3;PO, y se cuantifico a 450 nm con una correccion a 570 nm.

6. Inmunofluorescencia

La células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio. Después de los tratamientos con
PRP y PPP durante 24 h, los cubreobjetos fueron lavados una vez con amortiguador
fosfato salino (PBS), fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 min y
permeabilizadas con Tritdon X-100 0,025% durante 2 minutos. Posteriormente se
bloquearon durante 1 h con BSA 4% diluido en PBS a temperatura ambiente. Se
utilizaron anticuerpos primarios diluidos en PBS/BSA al 1% para FN-EDA (1:200) y
HSP-47 (1:200) Vinculina (1/100) durante 1 h. Luego, se lavaron los complejos antigeno-
anticuerpo con PBS vy se incubaron con anticuerpos secundarios anti ratén conjugados
a FITC (Molecular Probes). La marcacion para F-actina fue mediante Alexa Fluor 594
faloidina Rhodamina (Molecular Probes). En caso de observar marcaje nuclear se utilizé
Prolong Gold antifade reagent con 4,6-Diamidino-2 fenil-indol DAPI (Invitrogen) o

reactivo de montaje Vectashield (Vector Laboratorios Inc, Burlingame CA).

7. Cultivo tridimensional de células 6 Geles de contraccion de colageno.

Se utilizé el modelo de contraccién en geles de colageno como forma de simular la
contraccion del tejido de granulacion durante la reparacion de heridas (Grinnel, 2006).
Los hidrogeles de colageno tipo | se prepararon a partir de colageno obtenido de cola de

rata (Elsdale & Bard, 1976). Brevemente, los tendones fueron solubilizados en acido
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acético 0,1 N durante 3 dias con agitacion a 4°C. La solucion se filtré través de una
gasa estéril. Posteriormente se ultracentrifugd a 17.000 g durante 2 h a 4°C. El
sobrenadante obtenido se utilizd como solucién de colageno tipo I. Esta solucion se
dializé contra DMEM (a una concentracion de 1/10 de la concentracion del medio y a pH
4,0), durante 48 horas, cambiando el medio cada 24 h y en agitaciéon constante a 4°C.
Finalmente, se cuantificé la concentracion de proteinas por el método de Bradford.

Una concentracion de 1mg/mL de los mondémeros solubles de colageno (diluidos en
DMEM 1X) se mezclé con 1x10° cel/ml , creando una distribucion homogénea celular a
la cual se le agregd una solucion de neutralizacion de DMEM 4X, y se incub6 a 37°C
durante 1 hora hasta esperar su polimerizaciéon. Después de 72 h se evalud la
contraccion de la matriz de colageno midiendo el diametro del gel, y se expresé como
fraccion de area del gel mediante la formula nR?%, en donde el 100% del area

correspondia al pozo de 24 (Gottrup et al, 2000).

8. Migracién en nidko ... .

ool
Para cuantificar la migracién en un modelo 3D de colageno,
24H o MEM 10%SFB
1x10° fibroblastos fueron inmersos en un gel de colageno ____l_____
. _— |
(1 mg/mL) con un volumen final de 150uL en placa de 48
pozos. Después de ser incubados durante 24 horas en l

a MEM en presencia de SFB al 10%, los geles contraidos L&];&E}Z&S:ﬁ
fueron inmersos en un segundo gel de colageno, donde

primero se coloco el gel contraido sobre una gota de 50 uL ~ Cuantiicacion migracién

de colageno y encima los 150 ul restantes de colageno previamente neutralizado. Una
vez polimerizado el segundo gel, se incubaron los nidos (geles contraidos inmersos en
colageno) durante 24 horas en presencia de PPP, PRP al 25%, TGFp1 (10 ng/mL) y
SFB al 10%. Se cuantificé la migracién en todo el contorno del nido y se expresé como

en células/campo. (Aumento 10X) (Grinnel, 2006).
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9. Migracion desde explantes

Los explantes de encia humana fueron obtenidos mediante un sacabocado (Punch
dérmico Acuderm Inc.) de tamafio 1,5 mm durante la exodoncia de terceros molares
incluidos. Estos explantes fueron cultivados al interior de un film de colageno tipo | (100
ug/mL). Los explantes se incubaron durante 5 dias con 25% de PPP y 25% de PRP.
Como control positivo de migracién se utilizé SFB al 10%. La migracion de los explantes

fue fotografiada a los 5 dias.

10. Migracion en insertos bicamerales tipo Transwell

Con el propésito de evaluar la capacidad invasiva de las células utilizamos el ensayo de
invasion en un sistema bicameral tipo Transwell (Costar Corp) de tamafo de poro 8 um,
Brevemente, el filtro poroso de las camaras fue pre-tratado con 10 ug/mL de una matriz
extracelular reconstituida (Matrigel). Las células fueron luego sembradas (50x10°
fibroblastos gingivales) en medio sin suero. La migracion fue estimulada adicionando
PRP o PPP al 25 % o SFB al 10% en el compartimiento inferior del Transwell (estimulo
quimotactico). Luego de 16 h de migracion, las células que no migraron se removieron
de la parte superior del filtro y las células que atravesaron el filtro (migrantes) fueron
tefiidas con una mezcla de cristal violeta y etanol (0,2% p/v CV y etanol 10% v/v en
agua). El numero de células fue cuantificado y expresado como células/campo (Caceres
et al, 2005).

11. Extraccion de RNA total desde monocapas de fibroblastos gingivales

A cada placa se agregd 1 mL de reactivo Trizol (Invitrogen, life Technologies) y se dejo
actuar durante 5 min, para luego homogenizar mediante el paso reiterado del lisado por
la punta de una micropipeta. Luego se transfirié el lisado a un tubo eppendorf de 1,5mL.
Se adicion6 200ul de cloroformo por mL de Trizol, agitandose suavemente durante 15
segundos, se incubd durante 3 minutos a temperatura ambiente (RT), luego de esto se
centrifugaron las mezclas a 10000 rpm durante 5 min, separando la mezcla en una fase
acuosa que contiene el RNA total (transparente) y una fase organica (roja). Se rescato
la fase acuosa (aproximadamente 600 uL) y se adicion6 500 uL de alcohol isopropilico,
se agitdé en un vortex durante 10 segundos y se incubé durante 10 min a RT. Luego la
mezcla fue sometida a centrifugacién durante 5 min a 10000 rpm. Se elimin6 el
sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 mL de etanol 75%. Luego de una nueva

centrifugacién se retird el sobrenadante y se dejo secar el precipitado durante 20 min a
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RT. Se realizé un tratamiento con DNasa RQ1 libre de RNAasas (Promega, Madison,
Wi, EEUU) para eliminar el posible DNA gendmico. Se dejé actuar por 30 min y luego se
detuvo la reaccién elevando la temperatura a 70°C por 10 min. Se re-precipité el RNA
utilizando fenol-cloroformo y LiCl 3 M. Finalmente el precipitado se re-disolvié en 25 uL
de agua DEPC para luego determinar la concentracién y grado de pureza del RNA en un
espectrofotdmetro UV 260 y 280 nm.

Una vez evaluada la concentracion de RNA, el DNA complementario fue sintetizado por
1 hora a 42°C con transcriptasa reversa M-MLV (Promega) utilizando Oligo dT (Gibco).
Brevemente: se tomaron 2 ug de RNA y se mezclaron con 1 uL de Oligo dT 50 uM y
agua libre de nucleasas en cantidad suficiente para alcanzar un volumen de 15 ulL. Esta
mezcla se calenté durante 5 minutos a 72°C, para luego dejar en hielo durante 3 min.
Posteriormente se agregé 5 uL de tampon de enzima 5X, 1,5 uL de dNTP 10mM, 0,8 uL
de transcriptasa inversa 200 U/uL y agua libre de nucleasas hasta completar 25ul de
volumen de reaccion. Finalmente se realizé la sintesis de cDNA a 42°C durante 1 hora.
Una vez obtenido el cDNA de cada muestra, se hizo una dilucién 1/100 ( en agua libre
de nucleasas) y se analizé en un espectrofotometro la concentracion de cDNA obtenida

en cada muestra. El cDNA se almacené a -20°C.

Las secuencias de los partidores utilizados fueron los siguientes:

TIMP-2
F 5' ATACCAGCGTTATGAAGATC 3'
R 5 GTTTGCAGGGGATGGATAAACA 3'
18S
F 5' GGACACGGACAGGATTGACA 3'
R 5 GGACATCTAAGGGCATCACAG 3'
a-SMA
F 5' GCAGCCCAGCCAAGCACTGTCAGGAAT 3'
R 5 AGCCCAGAGCCATTGTCACACACCAAGG 3'
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RESULTADOS

Obtencién del PRP y PPP de donantes humanos.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 6 individuos voluntarios sanos. Sus

caracteristicas antropométricas se describen en la tabla 1.

Donante Edad Peso (kg) Altura (m) IMC mL PPP
1 22 79 1,77 25,2 29

2 22 82,5 1,82 25,18 25

3 23 75 1,76 24,21 26,5

4 26 62 1,68 21,97 27

5 29 87 1,77 27,77 29

6 29 88 1,72 29,75 35
Promedio 25,16 78,91 1,752 25,68 28,58

Tabla 1. Datos antropométricos de los dadores de sangre.
La tabla muestra la edad, peso, estatura, indice de masa corporal (IMC) y volumen de
PPP obtenido para cada individuo. El indice de masa corporal se calculé utilizando la

siguiente férmula (peso kg/ estatura m?).

El volumen promedio de PRP fue de 7,0 mL (constante para todos los casos) y de PPP

28,58 mL. En la figura 4 se muestra la imagen del PRP y PPP luego de la centrifugacion

y activacion.

Figura 4 : Imagen de ambas fracciones derivadas de plaquetas (PRP y PPP) después

Coagulo
plaquetas

Coagulo
Fibrina

de la centrifugacién y activacion con Cloruro de Calcio y Trombina autdéloga.
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I. Efecto del PRP y PPP sobre la contraccion de geles de colageno.

Durante la reparacion de heridas la MEC del tejido de granulacion es activamente
remodelada. Este proceso de remodelacion puede ser estimulado por factores de
crecimiento y citoquinas presentes en el entorno de la herida en reparacion. Para
identificar el papel de PRP y/o PPP en la modulacién de la contraccion y/o remodelacion
de la MEC, se utilizaron cultivos tridimensionales de fibroblastos inmersos en colageno.
Estos geles fueron estimulados con concentraciones crecientes de PRP y PPP (5- 30%)
durante 72 h en ausencia de SFB. Tanto el PRP como el PPP estimularon la contraccion
de geles de colageno de una manera dosis dependiente, siendo significativa la
diferencia con respecto al control a partir del 20%. Si bien el PRP mostré una mayor
actividad en la reduccién del diametro de los geles de colageno en comparacién con el

PPP, estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica entre si.

1.1 Contraccion geles de colageno

PPP

PRP 4

100 -

T CIPPP
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Figura 5. Efectos de PPP y PRP sobre la contraccion de geles de colageno

A. Imagen representativa de la contraccion de geles de colageno después de 72 h de
incubacién con concentraciones crecientes de PRP y PPP. B. El Grafico muestra el
promedio en la variacién del area del gel. Los datos fueron obtenidos de 4 experimentos
independientes. Barras indican desviacion estandar. *=p<0,05, **=p<0,01 indica

diferencias significativas con respecto al control (Test de Dunnett).
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En el proceso de remodelacion de la herida participan células mesenquimales que a
través de la contraccidon del citoesqueleto de actina pueden contraer la MEC y de esta
forma reducir el volumen de la herida. Por otra parte, la matriz colagena puede ser
remodelada por la actividad proteolitica ejercida por las mismas células mesenquimales
involucradas en la reparacion del tejido. Para analizar este fendmeno se cultivaron
fibroblastos al interior de geles 3D que fueron pretratados con el inhibidor de la
polimerizacion del citoesqueleto de actina Citocalasina D (10 uM) y el inhibidor genérico
de metaloproteinasas llomastat (10 uM). Luego de 72 h se cuantificé la contraccion de
los geles de colageno. En la figura 6 se observa que la contraccion del gel estimulada

por PRP y PPP fue inhibida por citocalasina D e llomastat.
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Figura 6 llomastat y Citocalasina D inhiben la contracciéon de geles de colageno
inducida por PRP y PPP.

A Imagen representativa de la contraccién de geles de colageno después de 72 horas
de tratamiento con una concentracion de 25% de ambos plasmas, previamente tratados
con llomastat 10uM y con Citocalasina D 1 uM. B Grafico muestra el promedio de
variacion del area de los geles. Estos datos fueron obtenidos de 4 experimentos
independientes. Las barras indican desviacion estandar. *=p<0,05, indica diferencias
significativas del tratamiento con los inhibidores con respecto a PRP y PPP (Test de
Dunnett).
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1.2 Efecto de PRP y PPP sobre la produccién de MT1-MMP y TIMP-2

MT1-MMP es una metaloproteinasa unida a la membrana capaz de mediar la proteolisis

pericelular de componentes de la MEC y a la que se le ha asignado un papel importante

en la remodelacion tisular. Con el propésito de conocer el efecto de PRP y PPP sobre la

produccién de MT1-MMP, se estimularon fibroblastos gingivales con estas fracciones de
plaquetas durante 72 h. En la figura 7 se observa que tanto PRP como PPP aumentaron
los niveles de MT1-MMP en el lisado celular. El andlisis mediante Western-blot del PRP

y PPP no permitié identificar la presencia de MT1-MMP en estas fracciones de plaquetas

lo que permite argumentar que la proteasa en estudio provenia de los fibroblastos

gingivales.
MT1-MMP
A B *
*
25 C PPP  PRP 1.04 T
MT1-MMP
T © |
55 ' £ 0.8
o
= 0.6
B-Actina o .6
B m—— e <
= 0.4
= ——
= 0.2
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Figura 7 Efectos de PRP y PPP sobre los niveles MT1-MMP.

A La imagen muestra un Western-blot para MT-1 MMP y actina a partir del lisado
celular de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de PRP y PPP durante 3 dias. B
El grafico muestra el promedio de los niveles de MT1-MMP, normalizados contra
actina proveniente de 5 experimentos independientes. Barras indican error estandar.

*=p<0.05, indica diferencias significativas con respecto al control (Test de Dunnett).
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TIMP-2

La actividad proteolitica neta derivada de la accién de MMPs resulta del equilibrio entre
las proteasas activas y sus inhibidores que, en el caso de MT1-MMP, corresponde a
TIMP-2 (Zucker et al, 1998) . Se evalu6 entonces los niveles de TIMP-2 bajo el estimulo
de PPP y PRP. Se pudo observar que ambas fracciones estimularon la produccién del
inhibidor TIMP-2, resultado que sugiere que la remodelacion tisular inducida por PPP y

PRP estaria siendo controlada por este inhibidor tisular (Figura 8)
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Figura 8. Efectos de PPP y PRP sobre los niveles de TIMP-2 en fibroblastos
gingivales humanos.

A. La imagen muestra un Western-blot para TIMP-2 y Tubulina a partir del lisado celular
de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de ambas fracciones plaquetarias
durante 3 dias. B. Grafico muestra el promedio de 5 experimentos independientes con 4
donantes. Barra indica error estandar. *=p<0.05, indica diferencias significativas con

respecto al control (Test de Dunnett).
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1.3 Efecto del PRP y PPP sobre la activacidon de la GTPasa RhoA, la polimerizaciéon
del citoesqueleto de actina y formacion de contactos de adhesiéon focal.

Con el propdsito de evaluar el papel de la GTPasa RhoA en la remodelacién del
citoesqueleto de actina de fibroblastos gingivales sometidos al estimulo de las fracciones
de origen plaquetario, analizamos la activacién de esta GTPasa por medio de un ensayo
de “pulldown” que permite identificar la fraccién de la GTPasa unida a GTP (fraccién
activa). Como se observa en la figura 9, los fibroblastos estimulados con PPP y PRP
manifestaron un incremento en la fraccion activa de RhoA a los 30 min, lo que permite
explicar la contraccion de los geles de colageno estimulada por las fracciones de origen

plaquetario (Figura 5).

C PPP PRP *

RhoA

RhoA GTP / RhoA

Cor;trol PIIDP PI'RP

Figura 9 Efecto de PRP y PPP sobre la activacion la GTPasa RhoA

A La fraccién activa de RhoA (RhoA-GTP) fue identificada mediante un ensayo de
pulldown. Para esto, los fibroblastos gingivales fueron estimulados con PRP o PPP
(25%) por 30 min. B. El grafico muestra el promedio de 5 experimentos independientes
en los cuales se indica la variacion en la fraccién activa (RhoA-GTP) con respecto RhoA
total. Las barras indican el error estandar. *= p<0,05 indica diferencias significativas con

respecto al control (Test de Dunnett).
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Se analizé morfolégicamente la distribucion del citoesqueleto de actina y de la proteina
del contacto de adhesion focal Vinculina en fibroblastos estimulados con PRP y PPP
(25%). En la figura 10 se muestra que PPP, y en menor medida PRP, estimularon la
formacién de fibras de Actina. Para el caso de los contactos focales, se observo que el
PPP estimulé6 moderadamente la marca de Vinculina localizada a este nivel. En el caso

del PRP este efecto no fue tan evidente.

Actina Vinculina Colocalizacion

Control

PPP

PRP

Figura 10. Efectos de PRP y PPP sobre la formacion de fibras de Actinay
contactos focales.

Fibroblastos gingivales humanos fueron estimulados con 25% de PRP y PPP durante 24
h. Las células fueron fijadas en paraformaldehido y procesadas para
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos contra Vinculina y faloidina-rhodamina
Aumento 63X.
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Localizacion de proteinas fosforiladas en tirosina (p-Tyr).

Las adhesiones focales contienen altos niveles de proteinas fosforiladas en tirosina, las
cuales ejercen un rol como moléculas de sefalizacion. La formacion de adhesiones
focales esta acompafiada de la fosforilacion de proteinas como quinasa de adhesion
focal (FAK), Paxilina y Tensina (Owen et al, 2005). Se pudo observar que la
imnunomarcacién para fosfo-tirosina se distribuyéd mayoritariamente a nivel
citoplasmatico en las células control y estimuladas con PRP. Por el contrario, las células
estimuladas con PPP mostraron una marcacion fundamentalmente en areas

morfolégicamente compatibles con los contactos de adhesion focal.

Control PPP PRP

Figura 11 Localizacién de proteinas fosforiladas en tirosina

Inmunofluorescencia para fosfo tirosina (p-Tyr) en color verde y F-Actina en color rojo en
fibroblastos gingivales tratados durante 24 horas con 25% de PRP y PPP. Imagen en
blanco y negro corresponde al marcaje especifico de P-tyr.

Aumento 63X.
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Il. Efecto de PRP y PPP sobre la diferenciacion del fenotipo miofibro-blastico en
fibroblastos gingivales humanos.

.1 a-SMA

El marcador celular mas aceptado para identificar al fenotipo miofibroblastico es la
expresion de la isoforma de Actina a-SMA. Se ha identificado que los miofibroblastos
son capaces de producir la tensién tisular requerida para la remodelacién del tejido en
reparacion y de mediar la sintesis de componentes de la MEC que permiten restituir el
tejido danado.

Primariamente se analizoé si es que PPP y PRP podian estimular la diferenciacion de
fibroblastos gingivales hacia el fenotipo miofibroblastico. Con este fin, los fibroblastos
gingivales fueron estimulados por 72 h con PPP y PRP. Como control positivo se utilizd
TGF-p recombinante. En la figura 12 se puede observar que tanto PPP como PRP

estimularon la produccién de a-SMA, siendo el efecto de PPP estadisticamente superior

al de PRP (p<0.05).

o-SMA
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Figura 12 Efectos de PPP y PRP sobre los niveles de a—SMA.

La imagen muestra un Western-blot para a-SMA y tubulina a partir del lisado celular de

fibroblastos gingivales estimulados con 25% de ambas fracciones plaquetarias durante 3
dias. El grafico muestra el promedio de 6 experimentos independientes en los cuales se
indican los niveles de a-SMA normalizados con respecto a tubulina. Las barras indican

el error estandar. *= p<0,05 indica diferencias significativas con respecto al control (Test

de Dunnett).
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1.2 Fibronectina ED-A

Fibronectina ED-A es una isoforma del gen de fibronectina que se expresa
particularmente en tejidos embrionarios y durante la diferenciacién miofibroblastica. La
insercion del modulo ED-A dentro de la molécula de fibronectina genera un cambio
conformacional que incrementa los fendmenos de adhesion. Decidimos analizar la
produccién de esta isoforma de fibronectina bajo el estimulo de los factores plaquetarios.
En la figura 13 se observa que tanto PPP como PRP estimularon los niveles de FN-EDA.

En la figura 14 se puede observar la distribucion de la FN-EDA en la superficie celular en

células tratadas con PPP y PRP.
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Figura 13. Efectos de PPP y PRP sobre los niveles de Fibronectina ED-A en
fibroblastos gingivales.

La imagen muestra un Western-blot para Fibronectina ED-A y Actina a partir del lisado
celular de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de ambas fracciones plaquetarias
durante 3 dias. El grafico muestra el promedio de 5 experimentos independientes en los
cuales se indican los niveles de Fibronectina ED-A normalizados con respecto a la

actina. Las barras indican el error estandar. == p<0,05 indica diferencias significativas

con respecto al control (Test de Dunnett).
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FN-EDA DAPI

Control

PPP

PRP

Figura 14. Localizacion de FN-ED-A en células tratadas con PPP y PRP.
Inmunofluorescencia para FN-EDA vy tincion de nudcleos con 4',6-Diamidino-2-

phenylindole (DAPI) en fibroblastos tratados con 25% de PPP y PRP durante 3 dias.
Aumento 60X.
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1.3 Colageno tipo |

El Colageno tipo | es uno de los mayores componentes del tejido conectivo siendo los
fibroblastos el tipo celular responsable de su biosintesis y remodelacion (Rhee &
Grinnel, 2007). Considerando que la remodelacion de la MEC involucra la produccién de
estas glicoproteinas, decidimos analizar la produccién de colageno tipo | en fibroblastos
gingivales estimulados con PPP, PRP y TGF-f1 actuando como control positivo. En la
figura 15 se muestra que el estimulo con PPP y PRP indujo fuertemente los niveles de
colageno tipo | detectables en el lisado celular. Es destacable que el estimulo con TGF-

1 fue menos efectivo que los factores plaquetarios en inducir cambios en los niveles de

colageno tipo I.

A B
ww  C PPP3 PRP3  TGF Colageno tlpOI
1.25+ *
1 1
o 1.00-
Col tipo | .g
< 0.75+
‘©
2050 —
©
O 0.25+
0.00

n L] L] |
. Control PPP PRP TGF
— e w— T ina P

Figura 15 Efecto de PRP y PPP sobre los niveles de colageno tipo | en
fibroblastos gingivales

A. La imagen muestra un Western-blot para Colageno tipo | y Actina a partir del lisado
celular de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de ambas fracciones plaquetarias
durante 3 dias. Como control de activacion de la expresiéon de colageno se utilizd
10ng/ml de TGFp. La banda entre 130-140KDa corresponde al precursor de Col 1A1y la
banda entre 70-90 KDa corresponde al Col1A1 maduro. B. El grafico muestra el
promedio de 6 experimentos independientes en los cuales se indican los niveles de
colageno tipo |. Las barras indican el error estandar. == p<0,05 indica diferencias

significativa con respecto al control (Test de Dunnett).
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La HSP47 (Heat shock protein 47, proteina de choque térmico 47) es una proteina
inhibidora de serin proteasas, que actua en la células como chaperona de colageno.
Con el propésito de evaluar si los cambios observados en la expresion de colageno | se
acompafiaban de cambios en su proteina chaperona, evaluamos la produccion de HSP-
47 bajo el estimulo de PPP y PRP. Como se observa en la Figura 16A y B la incubacion
con factores plaquetarios no mostré un incremento en los niveles de esta proteina,
medida a través de Western-blot e inmunofluorescencia. Los datos derivados del
Western-blot fueron cuantificados y su analisis estadistico no mostré diferencias

significativas con respecto al control (datos no mostrados).

Control

PPP

Figura 16 Efectos de PPP y PRP sobre los niveles y localizacion de HSP-47.
A. Expresion de HSP-47 en células tratadas con PPP y PRP durante 72 h medida por
Western-blot. Como control de carga se utilizd Tubulina. B Inmunofluorescencia para

HSP-47 y tincién de nucleos con DAPI. Aumento 60X.
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1.4 Periostina

Periostina corresponde una proteina extracelular secretada por fibroblastos, expresada
predominantemente en tejidos conectivos ricos en colageno que estan sometidos a
constante estrés mecanico, tales como las valvulas cardiacas, tendones, cornea y
ligamento periodontal. Se ha observado ademas que Periostina esta involucrada en la
fibrilogénesis de Colageno y en la mantencién de la estabilidad mecanica del ligamento
periodontal (Norris et al, 2007). Por esta razén se analizé la produccion de Periostina
bajo el estimulo de PPP y PRP. En la Figura 17 se observa tanto PPP como PRP

indujeron fuertemente los niveles de Periostina.
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Figura 17 . Efectos de PPP y PRP sobre los niveles de Periostina.

A. La imagen muestra un Western-blot para Periostina y tubulina a partir del lisado
celular de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de ambas fracciones plaquetarias
durante 3 dias. Como control de produccion de la expresion de colageno se utilizd
10ng/ml de TGFp. B. El grafico muestra el promedio de 6 experimentos independientes
en los cuales se indican los niveles de Periostina. Las barras indican el error estandar.

*= p<0,05 indica diferencias significativas con respecto al control (Test de Dunnett).
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Presencia de moléculas en estudio en PPP y PRP

Considerando que las fracciones de origen plaquetario (PPP y PRP) pudiesen contener
las proteinas estudiadas (Colageno tipo |, TIMP-2, Actina) se analizé mediante Western-
blot la presencia de éstas en los respectivos preparados. La figura 18 muestra que
Colageno tipo | y Actina no se encontraban en PPP ni PRP. Sin embargo, si se pudo

identificar la presencia de TIMP-2 en estos preparados.
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Figura 18. Expresion de Col tipo I, TIMP-2 y Actina en los PRP y PPP.
Inmunoblot para Colageno, TIMP-2 y Actina en células tratadas con PRP, PPP y TGF-g 1

y en los plasmas diluidos en medio al 25% (v/v).
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La unica proteina encontrada en los plasmas fue TIMP-2, hallazgo que coincide con lo
reportado en la literatura (Guo et al, 2006). Para corroborar que los cambios de
expresion de proteinas observados, eran debido a un aumento en la expresion y no ala
presencia de éste en los plasmas, se evalué la induccion del mRNA para a-SMA vy
TIMP-2 mediante RT-PCR semi-cuantitativo. En la figura 19 se muestra que en el caso
de a-SMA, tanto PPP como PRP indujeron la expresion del mRNA. Para el caso de

TIMP-2, la respuesta fue positiva para ambos, siendo mayor en el caso de PRP.

Expresion de mRNA para o-SMA y TIMP-2

C PPP PRP

100 pb o-Sma
369 pb TIMP-2
240 pb 18s

Figura 19: PRP y PPP inducen la expresion de mRNA de o-SMA 'y TIMP-2
RT-PCR para a-SMA, TIMP-2 y rRNA 18S en fibroblastos gingivales tratados durante 8
horas con 25% de PRP y PPP.
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Ill. Migracion

I11.1 Ensayo de migracion desde explantes de tejido gingival.

Durante la reparacion de heridas, la migracion celular es un evento critico para repoblar
la zona danada en el tejido y permitir asi la reparacion. Con este propésito se evaluo la
capacidad de PPP y PRP para estimular la migracion celular a partir de un explante de
tejido gingival. Para esto se utilizaron explantes de encia que fueron cultivados al interior
de un film de colageno. A su vez, estos cultivos fueron expuestos a 25% de PPP o
PRP. Como control positivo se utilizo SFB al 10%. En la figura 20 se puede observar
que tanto PPP y PRP pudieron estimular la migracion de fibroblastos desde el explante

hacia la matriz colagena.

Figura 20 Efectos de PPP y PRP sobre la migracion de fibroblastos desde
explantes de tejido gingival.

Los explantes de tejido gingival fueron incorporados al interior de un film de colageno
(100 ug/mL) y estos cultivos fueron incubados durante 6 dias con 25% de PPP o PRP.

Como control positivo de migracion se usé SFB al 10%. Aumento 10X.
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lll.2 Ensayo de migracion celular en matrices tipo nido.

Se realizaron ensayos de migracion en nido en los cuales los fibroblastos son
incorporados al interior de un gel de colageno (1 mg/mL) y luego este gel ya
polimerizado es incorporado en un segundo gel de colageno libre de células. En el
medio de cultivo se agregé 25% de PPP o PRP, SFB al 10% y 10 ng/mL de TGF-f1
como estimulo quimiotactico. El resultado de este experimento mostré que tanto PPP
como PRP estimularon significativamente la migraciéon celular hacia el segundo gel. Si
bien, PRP indujo una mayor respuesta migratoria en relacion al PPP, esta no mostré

diferencias estadisticamente significativas.

Control PPP PRP  SFB TGFB

25+ Migracién celular en nido
*
(o] -
g_ 20 * 1
1
‘\3 15+
% *
‘0
S 5 I
0 I I

Control PPP  PRP 10%SFB TGFp

Figura 21: Efectos de PPP y PRP sobre la migracion celular en ensayos tipo nido.

A Fibroblastos gingivales fueron cultivados al interior de geles de colageno y luego
incorporados en un segundo gel libre de células. El medio de cultivo fue condicionado
con las fracciones plaquetarias. Luego de 24 h las células se fijaron y se cuantifico todo
el contorno del gel de colageno. B El grafico muestra el promedio de células por campo.
Las barras indican el error estandar. Cada imagen es representativa de un campo de

conteo. #= p<0,05 indica diferencias significativas con respecto al control (Test de

Dunnett).
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111.3 Ensayo de invasion en sistema bicameral (Transwell).

Este ensayo permitié cuantificar la capacidad invasiva de los fibroblastos gingivales en
respuesta al estimulo quimiotactico de los plasmas. Para esto las células fueron
sembradas en la parte superior de un sistema bicameral. Para que las células migren del
compartimiento superior al inferior, deben sortear un filtro condicionado con una matriz
extracelular reconstituida (Matrigel). Como estimulo quimiotactico se utilizé 25% de PPP,
PRP y SFB al 10% ubicados en el compartimiento inferior. Como la muestra la figura 22,
tanto PPP, PRP y SFB estimularon la migracion e invasion celular. Si bien, PRP indujo
una mayor respuesta migratoria en relacion al PPP, esta no mostré diferencias

estadisticamente significativas entre ellos.
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Figura 22. Efecto de PRP y PPP sobre la invasion y migracion de fibroblastos
gingivales humanos.

A. Se evalué la migracion de fibroblastos en un sistema bicameral en el cual se utilizdé
25% PRP, 25% PPP y SFB al 10% como estimulo quimiotactico. El filtro del sistema
bicameral fue pre-tratado con una matriz reconstituida (Matrigel 10ug/mL). Luego de 16
h, las células remanentes en el compartimiento superior fueron eliminadas y las células
migratorias fueron tefidas con cristal violeta. La imagen es representativa de las células
que migraron en los Transwell. B El grafico muestra el promedio de células que migraron
por area. Las barras indican el error estadndar. =%= p<0,07 indica diferencias

significativas con respecto al control (Test de Dunnett).

41



IV. Papel de TGFB1 en las respuestas celulares inducidas por PPP y PRP

IV.1 Niveles de TGF-B1 presentes en PRP y PPP

Considerando el potencial papel de TGF-1 en la induccioén del fenotipo miofibroblastico
y en la remodelacion de la MEC durante la reparacion de heridas, decidimos evaluar la
concentracién de este factor de crecimiento en PRP y PPP derivado de la sangre
periférica de los individuos en estudio. En la figura 23 se representa la concentracion
promedio de TGF- 1 en PPP y PRP. Estos valores fueron 4,4 veces mayor en PRP en

comparacion con PPP.
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Figura 23. Niveles de TGF31 en PRP y PPP.
El grafico muestra el promedio y error estandar de la cuantificacién por ELISA de TGFp1
en PRP y PPP de los 6 voluntarios. Las barras indican el error estandar. === p<0,01

indica diferencias significativas entre PPP y PRP (Test de Dunnett).
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IV.2 Papel de TGF-g1 presente en PRP y PPP en la expresién de a-SMA y FN-EDA.
Con el proposito de evaluar el papel de TGF-beta presente en las preparaciones de
origen plaquetario y su papel como inductor de la diferenciacion miofibroblastica,
decidimos utilizar 2 estrategias experimentales. Se utilizé el inhibidor de la actividad
quinasica del receptor tipo | de TGFbeta (TBR-I), SB431542, con el propésito de definir
si es que el TGF-p1 presente en el PRP o PPP era responsable de la produccién del
marcador de miofibroblastos a-SMA. Como se observa en la figura 24, el mencionado
inhibidor redujo parcialmente el efecto de PPP y PRP sobre la produccion de a-SMA. El
efecto de SB fue claro al inhibir la actividad especifica de TGF- 1 recombinante sobre
o-SMA.

SB 431542

C PPP PRP PPP PRP TGB TGF 5ng

a-SMA

Actina

Figura 24 Efecto del inhibidor de TBRI (SB 431542) sobre los niveles de a-SMA.

A Western-blot para a-SMA y Actina a partir del lisado celular de fibroblastos gingivales
estimulados con 25% PPP y PRP durante 3 dias y/o pre-tratadas con el inhibidor de
TBRI (SB 431542) 10 uM.
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Considerando que el inhibidor de TBRI s6lo logré reducir de manera parcial el estimulo
de PRP y PPP sobre la expresion de a-SMA, decidimos utilizar un inhibidor de activina.
Este corresponde a un factor soluble capaz de unirse a ActRIIB y ALK 4 y activar su
senalizacién. Este ligando, al igual que TGF-$1 es capaz de inducir la sefalizacion via
Smad 2/3, fendbmeno coincidente con la senal activada por TGF-p1 (Shi & Massagué ,
2003). Como se observa en la figura 25, la adicion de folistatina al estimulo generado
por PRP y PPP no logré alterar los niveles de expresion de los marcadores de
miofibroblasto a-SMA y FN-EDA. Mas aun, la combinacion de folistatina asociada al
inhibidor de TBRI SB 431542, no logré modificar la expresion de los marcadores con
respecto a la inhibiciéon parcial lograda por SB 431542. Estos datos sugieren entonces
que activina no estaria jugando un papel en la diferenciacién de miofibroblastos inducida
por PRP y PPP. Se realizaron experimentos con mayores concentraciones de folistatina
(0,5 a 2,0 ug/mL), no observandose cambios en los niveles de los marcadores en

estudio.

Follistat Fol+SB SB
C PPP PRP PPP PRP PPP PRP PPP PRP

Figura 25. Efecto del inhibidor de activina — folistatina- sobre los niveles de los
marcadores de miofibroblastos a-SMA y FN-EDA.

Inmuno blot para FN-EDA, o-SMA vy tubulina (control de carga) en fibroblastos
gingivales previamente tratados durante una hora con 0,5 ug/mL de folistatina
(bioneutralizador de activina) y el inhibidor de TBRI SB 431542 10 uM. Las células se
incubaron durante 3 dias con 25% (v/v) de PRP y PPP.
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IV.3 Efectos de PRP y PPP sobre la activacion de la ruta Smad 2,3.

TGF-p1 inicia su sefalizacién por la uniéon de sus ligandos ( TGF-8, activina, inhibina,
Nodal) a los receptores TBRI y TBRII. Esta unién permite la fosforilacion del receptor I
al dominio kinasa del receptor I, la cual permite la propagacién de la senal a través de la
fosforilacion de las proteinas Smad (Lonn P et al, 2009). Considerando que la
concentracion de TGF- 1 en PRP y PPP mostré diferencias significativas (4,4 veces
mayor en PRP) y que la respuesta en los niveles de los marcadores de diferenciaciéon
miofibroblastica era similar, decidimos evaluar la activacion de la via Smad 2,3 como
testigo de la actividad de TGF- en PRP y PPP. Se observé que tanto PRP como PPP
indujeron una potente fosforilacion de Smad 2,3 que se inicié a las 5 min de estimulacién
y se mantuvo activa por 60 min (Figura 26 A). Experimentos adicionales permitieron
observar que Smad 2,3 se mantenia activo a las 24 h de estimulacion con PRP y PPP
(datos no mostrados). En la figura 26B se muestra la fosforilacién inducida por TGF-31
recombinante versus la generada por PPP a los 5 min. Considerando que la
concentraciéon de TGF-$1 en el PPP fue de aproximadamente 4 ng/mL, se estima que la
concentracion final de estimulo de TGF-$1 en el PPP fue de 1,25 ng/mL (25%). A modo
de control de activacion de la via Smad 2,3, se realizé un estimulo con 5 ng/mL de TGF-
1 recombinante. Se pudo detectar que la fosforilacion ejercida por el concentrado
plaquetario fue de mayor intensidad que la lograda con TGF-$1 recombinante. Este
resultado sugiere la presencia de otros activadores de TGF-1 en el PPP o de moléculas
que actuen sinérgicamente potenciando la respuesta de la via Smad 2,3. Se realizaron
ademas estimulos a concentraciones equivalentes para TGF-1, utilizando el factor
recombinante, PRP y PPP. En estos casos la fosforilacion de Smad 2,3, inducida por

PRP y PPP fue mayor a la observada con TGF-1 recombinante,.
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Figura 26. Efecto de PPP y PRP sobre la fosforilaciéon de la via Smad 2,3

A Western-blot de lisado de fibroblastos gingivales estimulados con 25% de PPP y PRP
utilizando anticuerpos con p-Smad 2,3 y Smad 2,3 como control de carga. B Western-
blot de lisado de fibroblastos gingivales estimulados con 5 ng/mL de TGF-p1, 25% de

PPP utilizando anticuerpos con p-Smad 2,3 y Smad 2,3 como control de carga.

46



Finalmente decidimos evaluar si la activacion de Smad 2,3 por PRP y PPP podia ser
atenuada por el inhibidor de TBRI (SB 431542) o por el neutralizador de activina
folistatina (Figura 26). El analisis de estos resultados mostré que SB logré una reduccion
parcial en la fosforilacion de Smad 2,3 a los 30 min de estimulo. Para el caso de

folistatina, no se logré observar ningun efecto en la activacion de la mencionada ruta.

Follistatin Fol+ SB SB
C PPP PRP PPP PRP PPP PRP PPP PRP

_ o 2,3

Figura 26. Efecto del inhibidor de TBRI y del neutralizador de activina sobre la

activacion de Smad inducida por PPP y PRP.
A Western-blot de lisado de fibroblastos gingivales estimulados durante 30 min con 25%

de PPP y PRP utilizando anticuerpos contra p-Smad 2,3 y Smad 2,3 (control de carga).
Se utilizaron los inhibidores folistatina 0,5 ug/mL y SB 431542 (10 uM).
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DISCUSION

El PRP ha sido utilizado en clinica con el propésito de mejorar los fendbmenos de
reparaciéon y/o regeneracion tisular en diversas aplicaciones clinicas tales como cirugia
ortopédica y reconstructiva, lesiones ulcerativas de la piel, cirugia plastica, cirugia
ocular, reconstruccién de tejidos maxilofaciales y regeneracion periodontal (Dohan
Ehrenfest et al, 2009). Sin embargo, los estudios clinicos no han mostrado consistencia
en sus resultados (Lacci &Darnick 2010), evidenciando el escaso conocimiento que
tenemos acerca de las respuestas celulares desencadenadas por el PRP (Dohan
Ehrenfest et al, 2009).

El presente estudio buscé caracterizar el efecto que tiene la aplicaciéon de PRP y de PPP
sobre respuestas celulares relacionadas con el cierre de heridas y la remodelacién del
tejido de granulacién, fendbmenos que hasta el momento habian sido pobremente
explorados. La remodelaciéon y contraccion del tejido de granulacion es un evento clave
en la reparacion de heridas ya que facilita la reduccion del volumen de la lesion original
disminuyendo la exposicién del tejido a agentes dafiinos y favorece en ultimo término el
cierre de esta (Martin, 1997). Nuestros resultados muestran que ambas fracciones
derivadas de plaquetas son capaces de estimular la contraccién de geles de colageno a
través de un mecanismo que involucraria la actividad de MMPs y del citoesqueleto de
actina. Estos resultados son originales y apuntan a un mecanismo de accion a través del
cual, tanto PRP como PPP podrian promover la reducciéon del volumen inicial de la
herida y la remodelacién de este tejido. Paralelamente se analizé el efecto que tienen
PRP y PPP sobre la induccién de la migracion celular, la diferenciacién de
miofibroblastos y la produccién de moléculas de MEC tales como colageno y periostina.
Nuestros resultados muestran que tanto PRP como PPP pueden estimular la migracion
celular, la diferenciacion de miofibroblastos y la produccién de moléculas de MEC, lo que
pone en evidencia el potencial efecto positivo de estos derivados plaquetarios sobre la

reparacion tisular.

Papel de MMPs, estimuladas por PRP y PPP, en la remodelacion del tejido de
granulacién.

La contraccion de geles de colageno, estimulada por PRP y PPP, resultd ser
dependiente de la actividad de MMPs. Nuestros resultados muestran que tanto PRP

como PPP estimulan la produccion de la colagenasa MT1-MMP y de su inhibidor TIMP-
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2, lo que sugiere que los factores solubles presentes en éstos preparados pueden
ejercer un efecto estimulador sobre la cascada proteolitica envuelta en la remodelacion
del tejido de granulacion. Es importante mencionar que otras proteasas como MMP-3
(McKeown et al, 2007) y uroquinasa (Smith & Martinez, 2006) han sido vinculadas a los
fendmenos de remodelacion del tejido de granulacién, dato que sugiere que el estimulo
de PRP y PPP podria activar otros ejes proteoliticos involucrados en la reduccion del
volumen inicial de la herida. Es importante destacar que MT1-MMP es una proteasa de
transmembrana que cumple un papel clave en la degradacion de colageno a nivel
pericelular (Holmbeck et al, 1999) y ademas en el procesamiento de factores de
crecimiento y citoquinas que regulan la respuesta del tejido conectivo como es el caso
de Conective Tissue Growth Factor (CTGF) (Overall et al, 2004). Pudimos observar
ademas que la producciéon de MT1-MMP se vio asociada a la del inhibidor TIMP-2. Esto
permite argumentar que la actividad derivada de la proteasa podria estar de alguna
manera controlada por uno de sus inhibidores fisioldgicos y de esta forma podria derivar
en una remodelacion balanceada del tejido en reparacién. Es importante destacar
ademas que alteraciones en el balance entre MMPs y sus inhibidores han sido
asociados a la destruccion de tejidos conectivos como ocurre en el caso de la

enfermedad periodontal (Pozo et al, 2005).

Efecto de la modulacion del citoesqueleto de actina por PRP y PPP en la
remodelacién del tejido de granulacion.

La contraccion de geles de colageno, estimulada por PRP y PPP, fue dependiente de la
actividad del citoesqueleto de actina. Nuestros resultados muestran ademas que tanto
PRP como PPP estimulan la activacion de la GTPasa RhoA, la cual es crucial para el
desarrollo de las fibras de estrés (Ridley, 2001). A su vez, ambos preparados
estimularon la formacién de fibras de actina, siendo mayor la respuesta para PPP. Se
observé ademas un estimulo en el tamano de los contactos focales formados bajo el
efecto de PPP y PRP. Este efecto podria potenciar los mecanismos de interaccion entre
células y la MEC del tejido de granulacion, facilitando los procesos de remodelacién y de

contraccion de este tejido que asi contribuirian al cierre de la herida.

Efecto de PRP y PPP sobre la migracion celular.
La migracion celular es un proceso clave en la reparacion puesto que es critica para el
repoblamiento del coagulo sanguineo y tejido de granulacién (Martin P, 1997). En esta

tesis la migracion celular fue evaluada mediante 3 modelos celulares: i) migracion desde
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explantes, ii) migracion en nido vy iii) a través del ensayo bicameral Transwell. Aunque
los estimulos inducidos por PRP sobre la migracion celular fueron superiores, estos no
alcanzaron a ser estadisticamente distintos de los observados en el caso del estimulo
con PPP (figura 20, 21 y 22). Algunos factores de crecimiento como el PDGF, IGF y
TGF-p1 han sido involucrados en la induccion de una respuesta quimiotactica que
estimula la migracién hacia el sitio de la herida (Postlethwaite et al, 1987; Nishimura &
Terranova, 1995). Es importante destacar al respecto que PDGF-AA, -AB, -BB, IGF y
TGF-p1 han sido detectados en el PRP (Lacci & Darnick, 2010). En el caso de TGF 31
los niveles encontrados en PRP y PPP fueron de 18, 8 y 4,1 ng/mL respectivamente,
siendo éstas concentraciones similares a las encontradas por los autores Schnabel et al
(2007). Por otro lado, este ultimo no pudo detectar PDGF-BB en el PPP. Dado que PPP
y PRP inducen respuestas quimiotacticas similares en los fibroblastos gingivales, esto
sugiere la posibilidad de que las concentraciones encontradas en ambos preparados

serian suficientes para inducir o gatillar un estimulo quimotactico.

Efectos de PPP y PRP sobre la diferenciacion de miofibroblastos y la produccién
de MEC.

Los miofibroblastos cumplen un papel clave en la reconstruccién de los tejidos
conectivos dafados (Hinz, 2007). Estas células se caracterizan por la expresion de a-
SMA, una isoforma de actina que es capaz de facilitar los fendmenos de contractilidad
celular en fibroblastos (Hinz et al, 2001, Hinz & Gabianni 2003) proceso que podria
contribuir al fendbmeno del cierre de heridas. La expresion de ésta isoforma esta
altamente regulada por la actividad de TGF 1, la expresion de Fibronectina ED-A
(variante por splicing alternativo de la FN), y el microambiente mecanico que rodea la
célula (Tomasek et al, 2002). Nuestros datos muestran que tanto PRP como PPP
estimulan la produccién de a-SMA y de FN-EDA ( Figura 12 y 13), lo que sugiere que
ambas fracciones derivadas de plaquetas promueven la diferenciacion del fenotipo
miofibroblastico. Ademas, es interesante destacar, que ambos estimulan de manera
similar la produccion de colageno tipo | y Periostina (Figura 15 y 17). El colageno es el
mayor componente estructural de los tejidos conectivos periodontales y periostina esta
involucrada en los procesos de fibrilogénesis y de estabilidad mecanica de los tejidos
conectivos periodontales (Rios et al, 2008). Estos datos sugieren que tanto PRP como
PPP podrian estimular de manera similar la reconstituciéon de la MEC gingival dafiada

por diferentes procesos.
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Concentracion de factores de crecimiento en PRP y PPP y sus efectos sobre la
funcién celular.

Un tema aun no resuelto en el estudio de los efectos del PRP sobre la reparacion tisular
se relaciona con la concentracién de plaquetas y de factores solubles derivados de ellas,
necesarios para inducir la mejor respuesta celular. Al respecto, diferentes estudios han
mostrado que PRP puede estimular la proliferacion celular en osteoblastos (Clausen et
al, 2006), fibroblastos y células del ligamento periodontal (Annunziata et al, 2005). Sin
embargo, otros estudios han mostrado resultados contradictorios que indican que PRP
no tendria necesariamente un efecto estimulador sobre la proliferacion y diferenciacion
en osteoblastos (Cenni et al, 2005; Slapnicka et al, 2008). Se ha propuesto que las
funciones celulares no necesariamente se promueven por altas concentraciones de
factores de crecimiento. Graziani et al (2006) observé que la mayor proliferacion celular
y diferenciacion osteoblastica era estimulada con una concentracion de plaquetas
equivalente a 2,5 veces la detectada en sangre. En coincidencia con esto, las
concentraciones mas altas de plaquetas mostraron efectos negativos sobre Ia
proliferacién celular (Graziani et al, 2006). Los autores Schnabel et al. (2007) analizaron
la respuesta de explantes de tendones frente a PRP y PPP observando que no todas las
respuestas eran inducidas por la presencia de altas concentraciones de factores de
crecimiento. Uno de los argumentos que ellos aducen es que la cantidad de factores de
crecimiento presentes en las fracciones derivadas de plaquetas pueden encontrarse, en
algunos casos, en valores superiores a la concentracion fisiologica necesaria para
alcanzar la mejor respuesta celular. La mayoria de los estudios se centran en las
respuestas celulares inducidas por PRP. Sin embargo, el PPP normalmente se
descarta debido a la baja concentracién de factores de crecimiento presentes en él. Es
interesante agregar que un estudio clinico reciente no mostré diferencias en la
reparacion de lesiones periodontales tratadas con PRP o PPP (Yilmaz et al., 2010), lo
que refuerza que éste ultimo preparado podria tener un efecto terapéutico que ha sido

poco explorado.

TGF-p como mediador de las respuestas celulares del PRP y PPP
Los ligandos de la familia de TGF-f (miostatina, activina, TGF-$1, Nodal y BMP) inician
su senalizacion uniéndose al receptor de TGF-beta (TPRII). Luego de esta unidn, la

senalizacién se propaga a través de la fosforilacion de TBRI y de las proteinas Smad 2/3
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(Shi & Massague 2003). Nuestra estrategia fue la de utilizar la fosforilacion de Smad 2/3
como un indicador de la presencia de TGF 1 en PRP y PPP. Si bien, la concentracion
de TGF 31 presente en PRP fue 4,4 veces superior a la encontrada en PPP, ambos
preparados fueron capaces de fosforilar las Smads. Es necesario hacer notar que esta
respuesta fue levemente superior en el caso del PRP en comparacion con la inducida
por PPP, pero no se encontraron diferencias estadisticas entre ambos preparados. Por
otra parte, quisimos descartar el efecto de otros potenciales ligandos de la familia de
TGF-p como es el caso de activina. Para esto utilizamos un inhibidor natural de activina
conocido como folistatina. Sin embargo, la utilizacién de folistatina no alteré la
produccién de o-SMA ni la activacion de Smad 2/3. En el modelo de musculo
esquelético danado se ha observado que la proliferacién miogénica soélo ocurre cuando
existen bajas concentraciones de TGFf1 (0,5 ng/ml) (Carlson et al, 2010). Por otro lado,
a concentraciones superiores (5 ng/mL), TGFp1 inhibe la respuesta proliferativa de las
células satélites. En concordancia con este concepto, nuestros datos sugieren que
concentraciones muy elevadas de factores de crecimiento como podria ser el caso de

TGF 1, no necesariamente estan asociadas a una mejor respuesta bioldgica.

Potencialidad terapéutica del PRP y PPP

Si bien el PRP ha sido utilizado mayoritariamente en la reconstitucion de tejidos duros
como hueso y tejidos periodontales, estudios recientes han mostrado un efecto
particularmente positivo en los fendmenos de cierre de heridas en tejidos blandos que
incluyen la mucosa oral y gingival (Lindeboom et al., 2007; Torres et al., 2010). Es por
esto que en la presente tesis se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos gingivales de
origen humano. Por otro lado, tanto el PRP y PPP son obtenidos a partir de la sangre del
propio paciente que recibira la intervencion, lo que pone en evidencia una importante
ventaja biolégica al reducir el riesgo de contagio de enfermedades transmisibles como
SIDA, hepatitis o reacciones inmunogénicas que existen producto de un aloinjerto o
xenoinjerto (Foster et al, 2009). Es importante considerar que el uso de PRP en lesiones
ulcerativas en diabéticos ha mostrado resultados promisorios (Lacci & Darnick, 2010).
Este tipo de aplicaciones podrian ser evaluadas en los tejidos orales considerando el
importante impacto que tiene esta enfermedad en este territorio del organismo (Abiko &
Selimovic, 2010).
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CONCLUSIONES

La presente tesis muestra que los factores solubles derivados de PRP y PPP
pueden ejercer un efecto similar en variadas respuestas celulares involucradas

en la reparacion de tejidos gingivales.

Las respuestas estimuladas por PRP y PPP incluyen la remodelacion de geles
de colageno, produccion de proteasas y sus inhibidores, remodelacién del

citoesqueleto de actina, migracion celular y diferenciacion miofibroblastica.

La remodelacion de geles de colageno estimulada por PRP y PPP es

dependiente de la actividad del citoesqueleto de actinay de MMPs.

Si bien los niveles de TGF-$1, resultaron ser 4 veces superiores en PRP en
relacion a PPP, las respuestas celulares fueron similares, particularmente en
aquellas vinculadas a la actividad de TGF-p1 (produccion de a-SMA, produccion
de colageno tipo | y activacion de Smad 2,3), lo que sugiere que las
concentraciones de factores disponibles en estos preparados son suficientes

para inducir respuestas celulares compatibles con la reparacion de tejidos.

Conclusiones finales

Tomados en su conjunto, nuestros resultados muestran que el estimulo de PRP y PPP

pueden promover la remodelacién y contraccién del tejido en reparacion a través de la

produccién y actividad de MMPs y del citoesqueleto de actina. Ademas estos factores

pueden favorecer la reparacion promoviendo la produccion de moléculas estructurales

de MEC tales como colageno y periostina, a través de la promocion de la diferenciacion

de miofibroblastos y de la migracion celular al tejido dafnado. Este efecto podria ser util

en la promocién de la reparacion de tejidos orales, particularmente en situaciones que

comprometen gravemente los fendmenos de reparacion como ocurre en pacientes

diabéticos.
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