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RESUMEN

La regeneracién de los tejidos periodontales constituye un gran desafio médico debido
a su potencial reparativo limitado. El uso de células troncales aisladas del Ligamento
Periodontal Humano (LPH) surge como una opcion para la regeneracion de estos
tejidos. Sin embargo, es necesario conocer los factores tréficos que modulan la
proliferacién y diferenciacion del LPH, junto con identificar una fuente de dichos
factores que no genere rechazo inmune. Diversas formulaciones sanguineas,
derivadas desde el mismo paciente, se han utilizado para medicina regenerativa ya sea
de manera auténoma, asociado a células o asociado a matrices tridimensionales. El
uso de plaquetas autdlogas concentradas en plasma sanguineo (Plasma Rico en
Plaquetas: PRP) surge como una alternativa para estimular la reparacion tisular a
través de la liberacién de grandes cantidades de factores de crecimiento presentes en
las plaquetas activas. Al preparar PRP se obtiene una segunda fraccion denominada
Plasma Pobre en Plaguetas (PPP) que también posee factores de crecimiento, pero en
menor medida que e! PRP. Estudios clinicos e investigaciones con modelos in vivo han
reportado el uso de PPP y su potencial ostecinductivo en los tejidos periodontales.
Considerando la presencia de células troncales en el LPH y la capacidad que tiene el
PPP como material osteoinductivo, es que el propdsito de este trabajo fue évaluar la
diferenciacion 6sea/cemento de las células de LPH en cultivos in vitro y el efecto
estimulatorio del PPP sobre esta diferenciacion dado por los factores de crecimiento
presentes en este plasma. En esta tesis se logré evidenciar en el PPP la presencia de
factores de crecimiento involucrados en procesos como [a osteogénesis y
angiogénesis, los cuales son esenciales para la regeneracién de tejidos. Igualmente,
se logré demostrar la capacidad del PPP para promover y acelerar el proceso de

diferenciacion dseal/cemento de las células obtenidas de LPH.
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ABSTRACT

Periodontal tissue regeneration constitutes a substantial medical challenge due to its
limited reparative potential. The use of stem cells obtained from Human Periodontal
Ligament (HPL) emerges as an option for the regeneration of this tissue. However, it is
necessary to know the factors that regulate its proliferation and differentiation, along
with identifying a source of these factors that does not generate an immune reaction.
Abundant blood formulations, derived from the patients themselves, have been used for
regenerative medicine autonomously, associated with cells or with three dimensional
scaffolds. Uses of autologous concentrated platelets in blood plasma (Platelet Rich
Plasma) rise as a new alternative to stimulate tissue repair through the release of vast
amounts of growth factors that are present in active platelets. During PRP preparation,
a second fraction is obtained named Platelet Poor Plasma (PPP), which would also
possess growth factors, but in a small amount compared to PRP. Clinical studies and
research conducted with in vivo models have reported the use of PPP and
demonstrated its osteoinductive potential in periodontal tissues.

Considering the presence of HPL stem cells and PPP capacity of being an
osteoinductive material, the purpose of this work was to evaluate the bone/cementum
differentiation of in vitro cultures of HPL cells and the stimulatory effect of using PPP
due to the growth factors present in this plasma.

In this study, it was possible to demonstrate the presence of growth factors involved in
the processes of osteogenesis and angiogenesis in PPP which are essential for tissue
regeneration. Likewise, the abilty of PPP to promote and accelerate the

bone/cementum differentiation process in cells obtained from HPL was proven.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una enfermedad de alta prevalencia a nivel mundial y
nacional, que se caracteriza por la destruccién de los tejidos que dan soporte a los
dientes, incluso en sus estadios mds avanzados conlleva a la pérdida de los dientes
(MINSAL 2010; OMS 2012). La regeneracién o la capacidad de reemplazar los tejidos
perdidos como consecuencia de esta enfermedad es un desafio debido a la interaccién
de al menos ires tejidos diferentes que componen el soporte periodontal: ligamento
periodontal, hueso alveolar y cemento (Pihlstrom y col., 2005; Lindhe y col., 2008). El
potencial reparativo del periodonto particularmente en dientes adultos es
extremadamente limitado, por lo que varios esfuerzos se han hecho para acelerar y
potenciar la regeneracién con el propdsito de mejorar la estabilidad mecanica y

fisiologica de los dientes afectados (Lin y col., 2008, Pejcic y col., 2013).

1.1. Tejidos Periodontales

Los tejidos de soporte o tejidos periodontales estan compuestos por el cemento
radicular, el hueso alveolar y €l ligamento periodontal (Figura 1). Su principal funcion,
es mantener la integridad masticatoria de la cavidad oral, dando sostén a los dientes
dentro de los maxilares (Nanci & Bosshard 2006; Lindhe y col., 2008).

El cemento radicular es un tejido mineralizado especializado que cubre la superficie de
la raiz dental. Este tejido esta formado en un 65% de su peso por matriz inorganica y
un 35% de matriz organica. No contiene vasos sanguineos, vasos linfaticos ni células
nerviosas y es depositado durante toda [a vida. Una de sus funciones es permitir la
insercion del ligamento periodontal a través de fibras de colageno embebidas en su

matriz organica (Nanci & Bosshard 2006; Lindhe y col., 2008).




El hueso alveolar estda compuesto de una matriz organica que es fortalecida por
depdsitos de calcio. El 95% del hueso esta constituido por Colageno de Tipo |, en
cambio el 5% restante esta formado por proteoglicanos y proteinas no-colagenas. Los
cristales de sales depositados en la matriz organica estan compuestos principalmente
por calcio y fosfato en forma de hidroxiapatita y son depositados bajo un estricto control
celular (Marks & Odgren 2002). Este tejido permite la insercién de fibras de colageno
desde el Ligamento Periodontal, permitiendo el sostén de los dientes en el alveolo

(Lindhe y col., 2008).

Figura 1. Esquema ilustrativo de componentes y estructura de los Tejidos Periodontales en mamiferos.
G: Gingiva (Encia), PL: Ligamento Periodontal, AP: Proceso Alveolar, ABP: Hueso Alveolar Propio, RC: Cemento
Radicular. Imagen tomada de Lindhe y col., 2008.

El ligamento periodontal es un tejido conectivo especializado, altamente vascularizado,
que se ubica en el espacio entre el cemento radicular (rodeando la raiz) y el hueso
alveolar. Este tejido conectivo une el cemento radicular con el hueso alveolar mediante
fiboras de colageno. Posee un grosor que varia entre los 0,2mm y los 0,4mm
(disminuyendo con la edad). Permite censar y absorber las fuerzas generadas en el

proceso masticatorio y otros contactos dentales, distribuyéndolas en el hueso alveolar,




siendo esencial en el sostén de los dientes dentro de los maxilares (Lindhe y col.,

2008).

1.2. Células presentes en el ligamento periodontal

Existe una amplia variedad de tipos celulares presentes en el Ligamento Periodontal,
principalmente fibroblastos, monocitos, macréfagos, cementoblasios, células
endoteliales, células nerviosas, osteoblastos, osteoclastos y los restos epiteliales de
Malassez (Nanci & Bosshard 2006; Lindhe y col., 2008). La capacidad de mantener la
homeostasis en este tejido, sugiere la existencia de un ancestro comin que permitiria
mantener los tejidos periodontales y facilitar su regeneracién ante posibles injurias o
patologias. En linea con este planteamiento, desde el afic 2004 se encontraron células
troncales mesenquimaticas en el Ligamento Periodontal Humano (LPH) (Seo y col,,
2004; Seo y col., 2005; Bartold y col., 2006, Martinez y col, 2011). Las células
troncales mesenquimaticas o MSC (del inglés, Mesenchymal Stem Celfs) son células
multipotenciales de origen mesodérmico que se encuentran en el estroma de distintos
tejidos del organismo, por ejemplo, médula ésea, grasa, liquido amnidtico, endometrio,
cordén umbilical, entre otros (Troyer D. L. & Weiss M. L. 2008). Estas células poseen

las caracteristicas descritas para ofras poblaciones de células troncales como la
capacidad de auto-renovarse y diferenciarse a distintos linajes celulares (Mrozik y col.,
2010; Volponi y col., 2010; Martinez y col., 2011). Las MSC se consideran una
poblacién celular heterogénea y actualmente no existe un marcador especifico que
permita identificarlas, por lo cual la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT,
Intermational Society of Cellular Therapy) determiné los caracteres minimos para ser

definir una MSC humana {(Dominici y col., 2006).




Estos criterios son:

- Adherencia al plastico y morfologia fibroblastoide.

- Expresion especifica de ciertos-Antigenos de superficie.

- Potencial de diferenciacion (capacidad de diferenciacién a linaje éseo, adiposo y
condrogénico in vitro). .

Por lo tanto estas células deben adherirse a la supé;ﬂcie de cultivo y deben presentar
expresion de los antigenos de superficie, CD105 (Endoglina), CD73 (Ecto 5’
Nucleotidasa) y CD90 (Thy-1). Asimismo, la ausencia de expresién de las proteinas
CD45 (Marcador de Pan-leucocitos), CD34 (Marcador de Progenitores
hematopoyéticos y endoteliales), CD14 o CD11b (Marcadores de Monocitos y
macréfagos), CD78a o CD19 (Marcadores de Células B) y HLA (Moléculas del
Complejo de Histocompatibilidad) de clase [l. Por dltimo, las MSC deben ser capaces
de diferenciarse al menos a tres linajes mesenquimales: 6seo, adiposo y cartilaginoso
en condiciones estandar de diferenciacién (Dominici y col., 2006).

Ademés de los marcadores indicados por la ISCT, existen otros marcadores para
identificar células troncales en el ligamento periodontal, enire estos se encuentra
STRO-1 (expresada por MSC de médula ésea humana) y MUC18/CD146 (molécula de
adhesion celular) (Seo y col., 2004; Lin y col., 2009; Martinez y col., 2011; Lovelace y

col., 2011).

1.3. Plasma Sanguineo Rico en Plaquetas y Plasma Sanguineo Pobre en
Plaquetas

En la cascada de eventos biolégicos que ocurren en la regeneracion tisular, incluida la
regeneracién periodontal, los factores de crecimiento juegan un papel importante ya

que modulan la proliferacién, diferenciacion y migracién celular, incluido el
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reclutamiento de células troncales y/o progenitoras al sitio receptor (Hynes y col,,
2012).

La reparacién de heridas requiere de la activacién de las plaquetas y por lo tanto la
liberacion de los factores de crecimiento que se encuentran contenidos en éstas
(Murphy vy col., 2012). Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos a-nucleados que
derivan de los megacariocitos de la médula 6sea con un diametro entre 2 y 3 pm.
Contienen gran cantidad de granulos, denominados granulos-a, de estructura esférica
u oval, formados por una tGnica membrana que almacenan las isoformas del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-AA, PDGF-BB y PDGFARB), el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B1 y TGF-B2), el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico basico (FGF-2), el factor de
crecimiento epitelial (EGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I), entre
otros. Estos granulos-a se fusionan con la membrana plaquetaria luego de su
activacién liberando los factores de crecimiento contenidos en ellos (Gafiling y col.,
2009; Anitua y col., 2013a).

A la fecha, diversas formulaciones sanguineas, derivadas desde el mismo paciente, se
han utilizado para medicina regenerativa ya sea de manera auténoma, asociado a
células o asociado a matrices fridimensionales (Marx y col., 1998; Andia & Rubio-
Azpeitia 2014).

Las primeras descripciones respecto al desarrollo y uso del PRP ocurren en [os afios
90°s. Previo al uso de PRP el enfoque estaba en desarrollar “pegamentos biol6gicos”
denominados “Pegamentos de Fibrina Autéloga” que fueron usados primeramente en
cirugias maxilofaciales (Marx y col., 1998). Posterior al uso de estos pegamentos se
exploré la opcién de secuestrar y concentrar plaquetas autélogas en plasma sanguineo

(Plasmas Ricos en Plaquetas), analizando su composicion y utilizandolo para aumentar




la regeneracion ésea en mandibulas mediada por matrices. El uso de PRP asociado a
matrices permitié acelerar el proceso de regeneracién en comparacion al uso de
matrices sin plasma, debido en parte a la presencia de PDGF y TGF-B, entre otros
factores (Marx y col., 1998). Ademas, el PRP posee propiedades osteo-regenerativas,
anti-inflamatorias y anti-bacterianas, atribuibles a su contenido plaquetario (Lopez-
Vidriero y col., 2010).

Por lo tanto, el PRP se define como una fraccién sanguinea con un alto contenido de

plaguetas (3 a 4 veces mas que [os niveles basales), que puede ser activado mediante

la adicién de trombina y calcio, y que ha sido disefiado para estimular la reparacion
tisular a través de Ia liberacion de grandes cantidades de factores de crecimiento
presentes en las plaquetas activas (GaBling y col., 2009, Hateyama y col., 2014}.

Se ha reportado que el PRP constituye un factor mitogénico y migratorio para las MSC
de médula 6sea, osteoblastos, fibroblastos gingivales y células de ligamento
periodontal (Graziani y col., 2008; Creeper y col., 2009; Céceres y col., 2011; Murphy y
col., 2012).

El uso del PRP en medicina regenerativa se ha extendido a diversos campos. Se ha
reportado que el PRP puede inducir un aumento de la proliferacion de células de [a
cornea y la regeneracién de este tejido luego de heridas por foto-ablacion con laser
(Anitua y col., 2013b). Ademas, el PRP tiene efectos positivos sobre la regeneracion
del nervio ciatico, 1o que permite recuperar la capacidad motora en ratones (Kiglk y
col., 2014). También, el PRP se ha utilizado para promover [a angiogénesis en células
troncales de pulpa dental humana y en células progenitoras endoteliales, en donde los
resultados obtenidos con el PRP son mejores que al usar Suero Fetal Bovino (Li y col,,

2014).
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En el campo de lesiones articulares, el PRP mantiene el fenotipo y el potencial de
diferenciacion de condrocitos en términos de proliferacién, sintesis de proteoglicanos y
colagenos de tipo Il (Kabiri y col., 2014). Ademas, el uso intra-ariicular de PRP en
asociacion con acido hialurénico regenera roturas en los meniscos y disminuye la
inflamacién en pacientes con osteoartritis (Chen y col., 2014). También, el PRP
promueve la recuperacién a corto y largo plazo en lesiones tales como la tendinopatia
patelar (Jeong y col., 2014) y en el ligamento rotor del hombro (Randelli y col., 2014).
Finalmente, también se ha utilizado PRP para promover la regeneracidén ésea. Sin
embargo, no hay evidencias suficientes que validen el uso de PRP como tratamiento
de rutina en fracturas (Griffin y col., 2009).

Cabe hacer notar que en la literatura se han reportado resuitados contradictorios al
utilizar PRP en la regeneracion ¢sea. Estos resultados ocurren mayoritariamente por
diferencias en la preparacién del PRP y, por ende, en la concentracién final de factores
de crecimientos. Es por esta razén que no se han logrado definir concentraciones
optimas de PRP para promover la regeneracion y cicatrizacién de heridas (Griffin y col.,
2009; Eskan & Greenwell 2011; Kabiri y col., 2014).

Ademas, estos resultados confradictorios llevan a la blisqueda de nuevas fuentes de
factores de crecimiento que puedan ser utilizadas en regeneracién. Al separar las
fracciones sanguineas de donde se obtiene el PRP, también se puede obtener una
segunda fraccién sanguinea que corresponde al plasma pobre en plaquetas (PPP).
Este plasma se encuentra reducido en factores de crecimiento, pero igualmente tiene
la habilidad de promover la cicatrizacion de heridas, ademas de la proliferacion y
migracién de células troncales de médula ésea (Creeper y col., 2009; Céaceres y col.,

2011; Murphy y col., 2012).




Reportes en la literatura muestran que tanto el PRP, como el PPP producen efectos
similares en la estimulacion de la respuesta de reparacion tisular en fibroblastos,
incluyendo la contraccién de tejido de granulacién, migracion celular, remodelacion de
actina, diferenciacién miofibroblastica y produccién de matriz extracelular (Kim y col.,
2011; Caceres y col., 2011).

A diferencia del PRP, pocos estudios han utilizado el PPP como fuente de factores de
crecimiento y explorado su uso como biomaterial osteo-inductivo. Dentro de los ultimos
afios, s6lo dos estudios in vivo se destacan por utilizar PPP y han mostrado que podria
promover la regeneracién de defectos 6seos en [a cavidad bucal. Un estudio clinico del
afio 2010 mostré que el PPP posee la misma eficacia que el PRP en la reparacion de
defectos periodontales intra-6seos (Yilmaz y col., 2010). Ademés, un segundo estudio
in vivo, del afio 2014 realizado en perros Beagle, mostré que a pesar de poseer una
menor cantidad de factores de crecimiento que el PRP, el PPP es suficiente para
recuperar el hueso en los alveolos de extraccion de dientes, generando mejores
resultados que el PRP (Hateyama y col., 2014).

Por lo tanto, la utilizacién de plasma sanguineo rico o pobre en plaguetas, como fuente
autdloga de factores de crecimiento, provee una aproximacion bioldgica para la

estimulacion y aceleracién de la regeneracion tisular.

1.4. Diferenciacién Osea y Angiogénesis

El desarrollo del sistema esquelético es un proceso complejo, con un control preciso
sobre la formacion dsea, crecimiento y re-modelamiento del mismo a lo largo de la
vida, Durante el desarrollo embrionario el hueso se forma de dos maneras: [a
osificacién intramembranosa (que da origen al craneo y la peivis, entre ofros) y la

osificacién endocondral (que da origen a hueso largos, cortos e irregulares) los que




ocurren en proximidad al crecimiento vascular (Kanczler & Oreffo 2008). Para la
formacién ésea y su mantencion a lo largo de la vida, se requiere un balance preciso
entre osteoblastos (células que generan la matriz mineralizada) y osteoclastos (células
que absorben hueso) (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee 2013).

Para que ocurra la osificacion intramembranosa es necesario el compromiso vy
diferenciacién de MSC a linaje 6seo, es asi que este proceso involucra a progenitores
6seos, pre-osteoblastos, osteoblastos, osteoblastos maduros, osteocitos y la
mineralizacién de la matriz extracelular (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee 2013).
Asimismo, se ha reportado que este proceso de diferenciacién 6sea se ve influenciado
por un gran nimero de agentes tales como, factores de crecimiento, factores de
transcripcion, citoquinas, metabolitos y hormonas, siendo comandado principalmente
por el Factor de Transcripcion relacionado a Runt (RUNX2), que es considerado el
factor de transcripcion maestro de la diferenciacion de MSC a osteoblastos (Miron &
Zhang 2012; Liu & Lee 2013).

Existe un segundo factor de transcripcion llamado Osterix (OSX), el cual es esencial
para la diferenciacién de osteoblastos, que es inducido por Proteinas Morfogenéticas

Oseas (BMPs), no obstante se encuentra regulado por RUNX2 (Liu & Lee 2013).

CélulaTroncal Meseng ] Pre bl Osteablasto Maduro
SCT;%; EAL ++ FAL #++ FAL =
e COLY +++ COL1 ++ coLt -
el RUNX2 ++ \ Dsmonlc._m Lol Osteocalcina -
o Osterix ++ Osteopontina +++ Osteopontina +++
‘Slaloproteina dsea *++ | | Sialoproteina Gsea *++

Figura 2. Esquema de los marcadores para MSC's, pre-osteoblastos, osteoblasto maduro y osteocito, durante
la diferenciacion a osteoblasto y osteocito. Se ilustran los niveles de expresién de los principales marcadores
celulares en las diferentes etapas de la diferenciacién dsea. Imagen modificada de Miron & Zhang 2012.




En la diferenciacién 6sea (Figura 2), RUNX2 regula la expresion de la mayor cantidad
de proteinas de matriz tales como sialoproteina 6sea, osteocalcina y comanda la
diferenciacién de células troncales hacia osteoblastos (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee
2013).

Los progenitores 6seos diferenciados parcialmente a pre-osteoblastos, se caracterizan
por una alta expresion de Fosfatasa Alcalina (FAL). Esta enzima participaria
activamente en los estadios tempranos de la diferenciacién 6sea, liberando fosfatos
inorganicos que serviran en la generacién de la fase inorganica del tejido oseo,
ademas de detener la inhibicion de la formacién de cristales de hidroxiapatita. Es por
esta razon que se la considera como un marcador temprano de diferenciacion a
osteoblastos (Whyte y col., 2002). Ademas, estas células comienzan con la produccion
de Colageno |, proteina que corresponde al componente estructural mayoritario del
hueso, dandole estabilidad y resistencia a fuerzas mecanicas (Miron & Zhang 2012; Liu
& Lee 2013).

Posteriormente, cuando el pre-osteoblasto se convierte en un osteoblasto, Runx2
genera un aumento en la produccién de sialoproteina 6sea y comienza con la
produccién de osteocalcina. La sialoproteina dsea es una proteina no-colagena que
forma parte de la matriz extracelular 0sea, ésta se une al Colageno | y nuclea la
formacién de cristales de hidroxiapatita (fase inorganica del hueso) (Miron & Zhang
2012; Liu & Lee 2013).

Una vez que el osteoblasto madura, esta célula comienza a producir la fase organica
del hueso denominado osfecide. Asimismo aumenta la expresion de Osteocalcina
(OCN), que corresponde a una proteina no-colégena de matriz extracelular que esta
envuelta en la unién entre el calcio y la hidroxiapatita, y se considera como el marcador

especifico de osteoblasto maduro méas abundante. Finalmente, cuando la matriz
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envuelve al osteoblasto maduro, éste se diferencia terminalmente a osteocito, que
corresponde a la célula que regula el re-modelamiento 6seo y cuya diferenciacion
terminal es inhibida por RUNX2 (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee 2013).

Como ya sefialado, se ha repartado que factores de crecimiento tales como los BMPs
pueden influenciar positivamente en la diferenciacién de osieoblastos. Tambien los
Factores de Crecimiento derivado de las Plaguetas (PDGF) generan un aumento en la
proliferacion y en la expresion de marcadores osteblasticos como colageno y

osteocalcina (Miron & Zhang 2012).

El hueso es un tejido altamente vascularizado que depende de la estrecha conexion
espacio-temporal entre los vasos sanguineos y las células éseas para mantener la
integridad 6sea. Existe una invasion de capilares en la zona mesenquimal durante la
osificacién intramembranosa, mientras que durante la osificacidn endocondral, el
acoplamienfo entre [a condrogénesis y la osteogénesis que determinara la tasa de
osificacién del hueso depende del nivel de vascularizacion de la placa de crecimiento.
Ademas, en fracturas es esencial la invasion de capilares a la regién [esionada, lo que
permite el ingreso de células mesenqguimales, para que asf una vez regenerada la
lesién (formacién de Callo) este hueso pueda ser remodelado, acompafiado de un
proceso de angiogénesis, recuperando el suministro sanguineo normal.

Por lo tanto, la angiogénesis juega un papel fundamental en el desarrollo del hueso y
en la reparacidon de fracturas ¢seas. Es asi que diversas formulaciones se han
empleado en el desarrollo de ingenierfa de tejidos 6seos. Sin embargo, una red de
vasos sanguineos activos es un pre-requisito esencial para que éstos sobrevivan y se

integren con el tejido huésped existente (Kanczler & Orefio 2008).
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1.5. Células Troncales de LPH y PRP y/o PPP.

El uso del PRP ha sido ampliado a diversos tejidos, incluidos los tejidos orales, a pesar
de esto, el uso de PRP en células de LPH es poco conocido. Un estudio del afio 2014
utilizé una mezcla de PRP y células troncales de LPH para promover la regeneracion
6sea tanto in vifro como in vivo, obteniendo como resultado un aumento en la
produccién de matriz extracelular en estas células tratadas con PRP con respecto a
células no fratadas (Xu y col., 2014). Sin embargo, al dia de hoy pocos estudios
invelucran el uso de PPP como fuente de factores de crecimiento y su aplicacién sobre
células de LPH.

Por lo tanto, debido a la compleja composicion de las fracciones plaquetarias y sus
diferentes formas de preparacién, se hace necesario realizar mas estudios para
dilucidar su funcion en la regeneracién y cicatrizacion de heridas, incluyendo su efecto
sobre las poblaciones celulares del LPH. Ademas, se requiere evaluar la composicion
del PRP y/o PPP, para precisar su posible uso como fuente de factores de crecimiento,
en la expansion in vitro, en la diferenciacién de células froncales/progenitoras de LPH y
finalmente en [a regeneracion periodontal.

El uso de células troncales y/o progenitoras en la regeneracioén periodontal implica la
necesidad de obtener una gran cantidad de células a partir del tejido donante, por lo
que es esencial aumentar el nimero de células in vifro (Martinez y col., 2011).

Una segunda limitante en el uso de células troncales en [a regeneracion periodontal
radica en la necesidad de realizar cultivos in vifro para la expansién de dichas células,
en donde, se necesita el uso de medios de cultivo que requieren productos xendgenos
(gque provienen de una especie diferente) o heterélogos, como por ejemplo, el Suero

Fetal Bovino. Este tipo de sueros podrian no estar libre de patégenos, ademas de
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generar una respuesta de rechazo inmune al tratamiento en el paciente (Lin y col,,
2009; Pejcic y col., 2013; Bieback 2013).

Por lo tanto, para el uso de células troncales de LPH como posible terapia celular se
requiere, en primer lugar, identificar los factores que modulan su proliferacion y su
diferenciacion a los linajes de los tejidos periodontales e igualmente, que la fuente de
dichos factores no genere un rechazo inmune en el receptor.

Es por esto que, en el presente trabajo se sugiere que el PPP podria favorecer la
diferenciacion 6seafcemento de células troncales de LPH, emulando al PRP,

permitiendo su uso en terapias de reconstruccion periodontal.
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2. HIPOTESIS
El Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) promueve la diferenciacion ésea/cemento de las

células troncales/progenitoras de Ligamento Periodontal Humano.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Evaluar el efecto del Plasma Pobre en Plaguetas (PPP) en la diferenciacion

dseafcemento de las Células Troncales/Progenitoras del Ligamento Periodontal

Humaneo.

3.2. Objetivos Especificos
1. - Caracterizar los cultivos celulares obtenidos a partir de LPH.
2. - Evaluar la presencia de Factores de Crecimiento y Citoguinas en el PPP.

3. - Evaluar la diferenciacion al linaje 6seo/cemento de las células de LPH en presencia

de PPP.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

4.1.1. Material Plastico y Vidrio

- Placas de Cultivo Celular de 100mm de Poliestireno (#TR4002, Trueline®).

- Placas de Cultivo Celular de 6 pozos de Poliestireno (#TR5000, Trueline®).

- Placas de Cultivo Celular de 24 pozos de Poliestireno (#TR5002, r'I’rucaline@).

- Cubre-objetos Plésticos para Cultivo Celular de 13 mm (#83.1840.002, Sarstedt).
- Porta-objetos de vidrio 76 x 26 mm (#8200101, Hirschmann®}.

- Cubre-objetos de vidrio de 12mm (#01 115 20, Marienfield).

4.1.2. Materiales utilizados para Cultivo Celular

- Medio de Cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) #SH30021.02,
HyClone®).

- Medio de Cultivo STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation (#A10071-01, Gibco).

- Suero Fetal Bovino (SFB) (#04-121-17, Biological [ndustries).

- Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B (#15240-062, Gibco).

- Tampdn Fosfato Salino (PBS) (#SH30256.02, Hyclone®).

- Tripsina-EDTA (#25-053-Cl, Corning).

- Azul de Tripan (#15250-061, Gibco).

4.1.3. Materiales utilizados para Histologia

- Hematoxilina de Mayer (#008011, Invitrogen).
- Azul Alcian (#1016470500, Merck).

- Rojo Aceite (#0625-25G, Sigma-Aldrich).

- Rojo Alizarina (#1062780025, Merk).
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- Sustrato para Fosfatasa Alcalina BCIP/NBT (#B1911, Calbiochem).
- Medio de Montaje Acuosc Aquatex (#1.08562.0050, Merck).
- Paraformaldehido (#A3813.0250, AppliChem®)

- Formaldehido 37% (#1.04003.1000, Merck)

4.1.4. Materiales utilizados para Inmuno-fluorescencia
- DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindof) (#D3571, Invitrogen).
- Medio de Montaje Fluoromont (#17984-25, Electron Microscopy).

- Albiimina de Suero Bovino (#BSA-50, Rockland).

4.1.5. Materiales utilizados para Western Blot

- Ortovanadato (#56508, Sigma).

- Inhibidor de Proteasas Cocktail 1 (#539131, Calbiochem).
- Membrana de PDVF (#88518, Thermo-Scientific).

- Lumiglo (#54-61-00, KPL).

- Sustrato SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (#34095, Pierce).

- Peliculas radiograficas (#EVYAU, Agfa).

- 10X Tampén TG-SDS (#US19015, Calbiochem).

4.1.6. Cultivos Celulares
Se utilizaron los siguientes cultivos celulares:
- Cultivos Primarios de Células de Ligamento Periodontal Humano (LPH).

- Linea Celular de Osteosarcoma Humano, Sa0s-2.
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4.1.7. Materiales para la obtencién y manipulacién del Plasma Pobre en Plaquetas
- Se us6 el Kit GPS® (Il Platelet Concentration System (#800-100 4A, Biomet Biologics)
para la obtencién de Plasma rico y Pobre en plaguetas.

- Kit Custom C-Series Human Antibody Array (#AAH-CUST-M, RayBiotech) para
determinar los factores de crecimiento presentes en €l Plasma.

- Kit Human Inflammatory Cytokine Kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) (#551811,

BD®) para determinar citoquinas inflamatorias presentes en el Plasma.

4.1.8. Cuantificacion de Calcio
- Se uso el Kit el Calcium Colorimetric Assay Kit (#K380-250, Biovision) para la

medicion de la concentracion de calcio (ug/mL) en los cultivos.

4.1.9. Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

- Anti-STRO-1 (ab102969), Anti-CD146 (ab75769), Anti-Osteocalcina (OCN)
(ab133612), Anti-Osterix (OSX) (ab94744), Anti-Fosfatasa Alcalina (FAL)
(ab108337) y Anti-Actina Beta (ACT) (ab8226) todos de Abcam (San Francisco,
California, USA).

- Anti-Tubulina Beta (TUB) (PA5-16863) de ThermoScientific (Waltham,
Massachusetts, USA).

- Anti-CD146 FITC (#130-092-851), Anti-CD45 PE (#130-080-201), Anti-CD11b-PE
(#130-091-240), Anti-CD34-PE (#130-081-002), Anti-CD14- PE (#130-091-242) y
CD79a PE (#130-098-657) de MiltenyiBiotecs (Cologne, Alemania).

- Anti-CD105 PerCP-Cy5.5 (#560819), Anti-CD73 V450 (#561255) y Anti-CD90 PE-

Cy7 (#561558) de BD® (Franklin Lakes, NJ, USA).
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Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios:

- Anti-Mouse IgM AlexaFluor® 488 (ab150121), Anti-Rabbit 1gG (H&L) HRP
(ab97051) y Anti-Mouse 1gG (H&L) HRP (97023) de Abcam (San Francisco,
California, USA).

- Anti-Rabbit IgG Cy3 (H+L) (#111-165-003) de Jackson (Lansing, Michigan, USA).

4.2. METODOS

4.2.1. Cultivos primarios de Ligamento Periodontal Humano

Se obtuvieron Terceros Molares de donantes sistémicamente sanos, entre 18 y 24
afios, previa firma de un consentimiento informado, aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

Se tomaron fragmentos de tejido de Ligamento Periodontal Humano (LPH) del tercio
medio radicular, denominados explantes, de los cuales se cultivaron células en medio
DMEM, suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) 10%, Penicilina 100U/mL,
Estreptomicina 100ug/mL y Anfotericina B 0,25¢g/mL (Martinez y col., 2011). Las células
fueron incubadas a 37°C con 5% de CO,. La viabilidad celular fue evaluada con Azul
de Tripan (Freshney 1987).

Los sub-cultivos de los cultivos primarios de LPH se hicieron utilizando tripsina-EDTA
0,25% que fue inactivada con DMEM suplementado con SFB al 10%. Todos los

experimentos se realizaron con células entre los sub-cultivos 2 y 6.

4.2.2, Caracterizacién Celular
4.2.2.1. Citometria de Flujo
Las células de LPH obtenidas fueron caracterizadas mediante citometria de flujo segin

los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular para
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determinar la presencia de MSC, los que incluyeron la expresion de CD73, CD105 y
CD90 y la ausencia de expresion de las proteinas CD34, CD45, CD79, CD11b y CD14
(Dominici y col., 2006). La citometria de flujo se llevé a cabo segun Martinez y col,,

2011; Xuy col., 2009.

4.2.2.2. Inmuno-fluorescencia

Las células de LPH obtenidas fueron caracterizadas mediante inmuno-fluorescencia
evaluando la expresién de los marcadores de MSC STRO-1 y CD146. Las células
fueron fijadas durante 10 minutos a 4°C con PFA al 4%. Luego fueron lavadas 3 veces
durante 5 minutos con PBS, se trataron con solucién de bloqueo (PBS suplementado
con Albimina de Suero Bovino al 1%) y posteriormente se incubaron con los
anticuerpos primarios Anti-STRO-1 (1:30) y Anti-CD146 (1:50) en solucion de bloqueo.
Luego de tres lavados con PBS las células fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios correspondientes Anti-Mouse IgM AlexaFluor® 488 y Anti-Rabbit IgG Cy3.
Finalmente, se realizd la tincion nuclear con DAPI y fueron montadas en portaobjetos

de vidrio con el medio de montaje Fluoromount (Martinez y col., 2011).

4.2.2.3. Diferenciacién Oseal/cemento

Las células de LPH fueron sembradas a una densidad de 15.000 células en una
superficie de 1,3cm? (cubre-objetos plasticos tratados para cultivo celular), las cuales
fueron incubadas durante 21 dias con medio osteogénico (DMEM suplementado con
SFB al 10%, Dexametasona 0,1uM, B-glicerolfosfato 10mM y Acido L-Ascérbico 2P
50ug/mL, Penicilina 100U/mL, Estreptomicina 100ug/mL y Anfotericina B 0,25g/mL). El

medio de cultivo fue cambiado cada dos dias. Como control negativo se usé medio
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DMEM suplementado con SFB al 10% y Penicilina 100U/mL, Estreptomicina 100ug/mL
y Anfotericina B 0,25g/mL).

Para evaluar la diferenciacién dsea, las células fueron fijadas con formalina buffer y se
tifieron con Rojo Alizarina para visualizar los depésitos de calcio, simultaneamente se
evalué la actividad de Fosfatasa Alcalina mediante la tincion BCIP/NBT. Brevemente,
las células fueron lavadas con agua bidestilada e incubadas con BCIP/NBT durante 20
minutos en oscuridad. Posteriormente fueron lavadas con agua e incubadas con Rojo
Alizarina a pH 4,2 (se disolvieron 2gr de Rojo Alizarina en 100mL de agua bidestilada y
se ajusté el pH a 4,2 con amoniaco 0,1%, se filtré con un filiro de nitrocelulosa de
0,2um y se almacend a temperatura ambiente en oscuridad) durante 1hora a
temperatura ambiente y en oscuridad. Luego fueron lavadas 3 veces con agua
bidestilada y dos veces PBS durante 5 minutos. Finalmente, se montaron en porta-
objetos de vidrio con el medio de montaje Aquatex. (Crisan y col., 2008; Martinez y

col., 2011).

4.2.2.4. Diferenciacion Adipogénica

Las células de LPH fueron sembradas a una densidad de 15.000 células en una
superficie de 1,3cm? (cubre-objetos plasticos fratados para cultivo celular), las cuales
fueron incubadas durante 21 dias con medio adipogénico (DMEM suplementado con
SFB10%, Dexametasona 1uM, Indometacina 100uM, Isobutilmetilxantina 0,5mM,
fnsulina 10ug/mL y Penicilina 100UmL, Estreptomicina 100pg/mL y Anfotericina B
0,25g/mL). El medio fue cambiado cada dos dias y como control negativo se usé medio
DMEM suplementado con SFB al 10%

Para evaluar la diferenciacién al tejido adiposo, las células fueron fijadas con Formalina

Buffer y tefiidas con una solucion de trabajo de Rojo Aceite. Brevemente, se preparo
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una solucién stock a una concentracion de 8,6mM (se disolvieron 350mg de Rojo
Aceite disueltos en 100mL de Isopropanol la solucién se agitdé durante toda la noche y
se filtré con un filtro de nitrocelulosa de 0,2pm). La solucién de trabajo fue obtenida
mezclando 6mL de la solucién stock con 4mL de Agua Bidestilada, la mezcla se
mantuvo 20 minutos a temperatura ambiente y se filtré nuevamente con un filiro de
nitrocelulosa de 0,2um. Las células fueron incubadas con la solucién de trabajo durante
1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con
PBS, contra-coloreadas con Hematoxilina de Mayer durante 4 minutos, lavadas con
PBS y montadas sobre porta-objetos de vidrio con el medio de montaje Aquatex.

(Crisan y col., 2008; Xu y col., 2009; Martinez y col., 2011).

4.2.2.5. Diferenciacion Condrogénica

Las células de LPH fueron sembradas a una densidad de 50.000 células en una
superficie de 1,3cm? (cubre-objetos plasticos tratados para cultivo celular), las cuales
fueron incubadas durante 21 dias con medio condrogénico STEMPRO®, que fue
cambiado cada dos dias. Como control negativo se usdé medio DMEM suplementado
con SFB al 10% con Penicilina 100U/mL, Estreptomicina 100pg/mL y Anfotericina B
0,25g/mL.

Para evaluar la diferenciacion condrogénica, las células fueron fijadas con Formalina
Buffer y tefiidas con Azul Alcian. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS e
incubadas con 400ulL de Azul Alcian durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, fueron lavadas y montadas en porta-objetos de vidrio con el medio de

montaje Aquatex (Crisan y col., 2008; Martinez y col., 2011).
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4.2.3. Obtencién de Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

Se obtuvo sangre venosa de donantes sistémicamente sanos (20 a 25 afios) previa
firma de un consentimiento informado, aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile. Se utiliz6 el Kit GPS® Il Platelet
Concentration System para separar las fracciones de PRP y PPP. Una vez separadas
las fracciones de PRP y PPP con el kit, se indujo la activacion de las plaquetas con
cloruro de calcio (CaCl,) al 10% y 1,5mL de Trombina Autdloga. Posteriormente se
incubd durante 1 hora a 37°C, las fracciones fueron agitadas en vortex durantie 1
minuto y centrifugadas durante 10 minutos a 3200 rpm. Finalmente, los sobrenadantes
obtenidos fueron filtrados con filtros de nitrocelulosa de 0,2um y almacenados a -80 °C
en alicuotas de 1mL {(Céaceres y col., 2011). En este trabajo fueron analizados PPP de

4 donantes diferentes.

4.2.4, Anélisis de la Composicién de PPP

Los sobrenadantes de PPP obtenidos fueron evaluados mediante un analisis
proteémico para establecer la presencia de 44 citoquinas y factores de crecimiento,
utilizando el Kit Custom C-Series Human Antibody Array que incluyd anticuerpos para
las siguientes proteinas: Amfiregulina (AR), Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico
(bFGF), Factor de Crecimiento Nervioso Beta (b-NGF), Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF), Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), Factor de
Crecimiento Fibroblastico 4 (FGF-4), Factor de Crecimiento Fibroblastico 6 (FGF-6),
Factor de Crecimiento Fibroblastico 7 (FGF-7), Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos (G-CSF), Factor Neurotréfico Glial (GDNF), Factor Estimulante de
Colonias de Macréfagos Granulocitos {GM-CSF), Factor de Crecimiento Tipo EGF con

union a Heparina (HB-EGF), Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF), Proteina de

22




Union 1 al Factor de Crecimiento similar a la insulina (IGFBP-1), Proteina de Unidn 2 a
Factor de Crecimiento similar a la insulina (IGFBP-2), Proteina de Unién 3 a Factor de
Crecimiento similar a la insulina (IGFBP-3), Protelna de Unién 4 a Factor de
Crecimiento similar a la insulina (IGFBP-4), Proteina de Unién 6 a Factor de
Crecimiento similar a [a insulina (IGFBP-6), Factor de Crecimiento similar a la insulina 1
(IGF-1), Receptor Soluble del Factor de Crecimiento similar a la insulina 1(IGF-1 sR),
Factor de Crecimiento similar a la insulina 2 (IGF-2), Factor Estimulador de Colonias de
Macréfagos (M-CSF), Receptor del Factor Estimulante de Colonias de Macréfagos (M-
CSF R), Neurotrofina 3 (NT-3), Neurotrofina 4 (NT-4), Receptor a del Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF Ra), Receptor B del Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF Rb), Factor de Crecimiento Derivado de
las Plaquetas aa (PDGF-AA), Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas of
(PDGF-AB), Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas B (PDGF-BB), Factor
de Crecimiento Placentario (PLGF), Factor de Crecimiento de Células Troncales (SCF),
Receptor del Factor de Crecimiento de Células Troncales (SCF R), Factor de
Crecimiento Transformante Alfa (TGFa), Factor de Crecimiento Transformante Beta 1
(TGFB1), Factor de Crecimiento Transformante Beta 2 (TGFB2), Factor de Crecimiento
Transformante Beta 3 (TGF@3), Factor de Crecimiento Vascular Endotelial A (VEGF-A),
Receptor 2 del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGFR2), Receptor 3 del
Factor de Crecimiento Vascular Endotelial 3 (VEGFR3), Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial D (VEGF-D), Proteina Morfogenética Osea 7 (BMP-7), Proteina
Morfogenética Osea 4 (BMP-4), N-Terminal de Sonic Hedgehog (Shh-N). Para [a
visualizacion de estas proteinas se siguieron las instrucciones del fabricante y
finaimente, los resultados obtenidos fueron visualizados en peliculas radiograficas

utilizando el sustrato quimioluminiscente del kit usado.
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Igualmente se evalud la presencia de Citoquinas Inflamatorias mediante un arreglo
para citometria de flujo utilizando el Kit Human Inflammatory Cyiokine Kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) que incluye: Interleucina-8 (IL-8), Interleucina 1 Beta (IL-
1B), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e

Interleucina 12p70 (L-12p70).

4.2.5. Efecto del PPP durante la diferenciacién ésea/cemento

Las células de LPH fueron sembradas a una densidad de 15.000 células en una
superficie de 1,3cm? (cubre-objetos plasticos tratados para cultivo), las cuales fueron
incubadas durante 21 dias con medio osteogénico (Dexametasona 0,1uM, B-
glicerolfosfato 10mM vy Acido L-Ascérbico 2P 50ug/mL, Penicilina 100U/mL,
Estreptomicina 100ug/mL y Anfotericina B 0,25g/mL), suplementado con PPP a
diferentes concentraciones: 2,5%, 5% y 10%. Como control se usd medio osteogénico
suplementado con SFB al 10% o al 2,5%. Posterior al tratamiento con PPP se evalud el
depésito de calcio en los cultivos primarios utilizando el método O-cresolftaleina
complexona con un kit comercial para cuantificar calcio (Martinez y col., 2011). Al
mismo tiempo se evidenciaron los depositos de calcio mediante la tincién con Rojo
Alizarina utilizando el proiocolo mencionado anteriormente, y simultaneamente se
evalud la actividad de Fosfatasa Alcalina mediante la tincién BCIP/NBT (Martinez y
col., 2011). Como control positivo de diferenciacion 6sea, se utilizé la linea celular

Sa08-2 la que fue cultivada durante 21 dfas en presencia de medio osteogénico.
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4.2.6. Western Blot

4.2.6.1. Analisis del efecto de PPP en la diferenciacién éseo/cemento mediante
expresion de proteinas por Western Blot

Se analizaron mediante western blot los niveles de proteinas de Fosfatasa Alcalina
(FAL), Osterix (OSX) y Osteocalcina (OCN) en los cultivos primarios de LPH cultivados
durante 20 dfas en medio osteogénico durante los dias 5, 10, 156 y 20 durante el
proceso de diferenciacion. Como confroles de carga se utilizaron las proteinas alfa
Tubulina (TUB) o Beta Actina (ACT).

Las células de LPH fueron sembradas a una densidad de 200.000 células en una
superficie de 9,6cm? las cuales fueron incubadas durante 21 dias con medio
osteogénico (DMEM, Dexametasona 0,1uM, B-gliceroliosfato 10mM y Acido L-
Ascorbico 2P 50ug/mL, Penicilina 100U/mL, Estreptomicina 100ug/mL y Anfotericina B
0,25g/mL) suplementado con PPP al 2,5%. Como coniroles fueron utilizadas células
incubadas con medio osteogénico con SFB al 2,5 y 10% y células incubadas con
DMEM suplementado con SFB al 2,5 y 10%.

Las células fueron lisadas con el buffer de lisis RIPA (Clorure de Sodio 150mM, Tritén
X-100 al 1%, Deoxicolato de Sodio al 0,5%, SDS al 0,1% y Tris, pH 8,0 50mM)
suplementado con el inhibidor de proteasas “Cocktail Inhibitor I" y Ortovanadato 10mM.
Posteriormente, los lisados fueron centrifugados a 13.000rpm a 4°C y luego de 15
minutos se obtuvieron los sobrenadantes. La cantidad de proteina obtenida en estos
sobrenadantes fue cuantificada con el kit Biorad protein assay DC. Luego, se les
adiciond Sample Buffer (SDS al 8%, Glicerol al 40%, Tris 1M pH 6,8 al 24%, Azul de
Bromofenol al 0,04% y DTT (1mM)}) y fueron almacenados a -20°C hasta su uso.
Posteriormente, las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 12% o al

15% en condiciones denaturantes aplicando un voltaje constante de 80V durante 2 a 3
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horas. Luego se hizo la electro-transferencia de proteinas a una membrana de PDVF
durante 16 horas a 25V a 4°C. Finalmente, las membranas de PDVF fueron incubadas
con solucion de bloqueo [leche descremada al 5% disuelta en TBST 1 (NaCl 1,37M,
KCI 0,027M, TrisBase pH 8,0 0,25M y Tween al 0,1%)] e incubadas con los anticuerpos
correspondientes (Anti-FAL 1:10.000; Anti-OSX 1:2.000; Anti-OCN 1:500; Anti-TUB
1:1.000 y Anti-ACT 1:2.500) durante toda la noche a 4°C en agitacién. Posteriormente
las membranas fueron lavadas e incubadas con los anticuerpos secundarios
correspondientes (Anti-Rabbit HRP o Anti-Mouse HRP 1:20.000). Finalmente, las
membranas fueron expuestas a peliculas radiograficas previa incubacién con el
reactivo de quimioluminiscencia LUMIGLO o SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate. Las peliculas radiograficas obtenidas fueron digitalizadas
y analizadas densitométricamente utilizando ef programa ImageJ y GraphPadPrism5.

Para evaluar las diferentes proteinas (incluidos los controles de carga) luego de cada
incubacion y obtencién de peliculas radiogréficas, las membranas fueron lavadas con
el buffer “Mild Stripping” segun el protocolo de Abcam, para luego ser incubadas con el
reactivo de quimioluminiscencia SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate

corroborando [a ausencia de anticuerpo primario y secundario.

4.2.7. Anilisis Estadistico

Todos los experimentos fueron hechos en triplicado y el analisis de los resultados
incluyé PPP de 4 donantes distintos, asi como cultivos primarios de LPH de 3 donantes
diferentes. Para establecer diferencias entre los controles y tratamientos utilizados, los
resultados obtenidos de los experimentos con las distintas iécnicas descritas fueron
graficados y analizados estadisticamente con un intervalo de confianza del 95% (i-

student) con el programa GraphPadPrism5 (Cumming y col., 2007).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de los cultivos primarios obtenidos a partir de LPH
Resultados obtenidos previamente en el laboratorio de fisiologia periodontal indicaron
que, al analizar por citometria de flujo, el 98% de las células de LPH entre sub-cultivos
2 - 6 expresaron los antigenos de superficie CD73, CD105 y CD90. En tanto, las
mismas no presentaron la expresion de CD34, CD45, CD79, CD11b y CD14,
cumpliendo con los criterios establecidos para determinar la presencia de celulas
troncales (figura 3.A y 3.C). Igualmente el 2,7% de las células de los cultivos primarios
de LPH fue positivo para el marcador de células troncales mesenquimaticas CD146
(Figura 3.B)

Al iniciar este trabajo de tesis de pregrado se confirmé mediante inmuno-fluorescencia
que los cultivos primarios de LPH expresan las proteinas CD146 y STRO-1 que han
sido reportados previamente como marcadores para MSC (Figura 3.D) (Lin y col.,

2009; Martinez y col., 2011).

Specimen 001-Tute 018

¢ w w ot w 10’ "
CcOY0 CO45 CO14 CO1R CDI4PE CD73 Pacific Blue-A

C Presencia de marcadores de células trancales en

. cultivos primarios de LPH
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CD105  CD73 CDISMD  NEG

SUPERPOSICION
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Figura 3. Los cultivos primarios obtenidos a partir de LPH poseen los marcadores caracteristicos de MSC.
(A) La poblacion que fue negativa para los marcadores CD34, CD45, CD79, CD11b y CD14 corresponde a P4 = 98%.
(B) El 2,7% de la poblacion de células de LPH fueron positivas para CD146. (C) La poblacién positiva para los
marcadores CD105, CD73 y CD90 fue cercana a un 100%. N = 13. 10.000 Celulas de LPH por cada medicion. Se
grafico Promedio + Error Estandar. (D) Imagenes representativas de Inmuno-fluorescencia para los marcadores STRO-
1 (Verde) y CD146 (Rojo). El nticleo se marcé con DAPI (Azul). Barra de aumento = 10pm. Subcultivos 2 -6. N =3,




Igualmente, se evalué el potencial de diferenciacion de las células obtenidas a los
linajes éseo/cemento, adiposo y cartilaginoso. Para ello las células de LPH entre sub-
cultivos 2 — 6 fueron incubadas con los medios osteogénico, adipogeénico o
condrogénico durante 21 dias y posteriormente tefiidas con tinciones especificas para
cada linaje. Las células fueron capaces de diferenciarse a los tres linajes. En presencia
de medio condrogénico formaron agregados celulares tefiidos con Azul Alcian (Figura
4.D). Igualmente, en presencia de medio adipogénico se evidenciaron células con
gotas de lipidos que son tefiidas con aceite rojo (Figura 4.E) y finalmente, en presencia
de medio osteogénico, se pueden observar nédulos de mineralizacion tefidos
intensamente con la tincién de Rojo Alizarina (Figura 4.F). En ningun caso se observo
presencia de células diferenciadas en los cultivos tratados con los medios de control

(Figuras 4.A, 4By 4.C).

c MF.DK.J CONTROL

ROJO ALIZARINZA-BCIP/NBT

MEDIO OSTEOGENICO

AZUL ALCIAN ROJO ALIZARINZA-BCIP/NBY

Figura 4. Potencial de diferenciacién de las células de LPH
Imagenes representativas de: (A), (B) y (C) Medios controles (DMEM suplementado con SFB al10%). (D) Formacion
de agregados celulares positivos para tincién Azul Alcian. (E) Celulas con gotas de lipidos positivas para la tincion con
Rojo Aceite, contra-coloreadas con Hematoxilina de Mayer y (F) Formacion de depdsitos de calcio contra-coloreados
con BCIP/NBT (actividad de fosfatasa alcalina). Barra de aumento, Ay D = 20um, B, C, E y F = 10um. Subcultivos 2 -
6. Células de LPH, N =3.

Por lo tanto, se determiné que existen MSC en los cultivos primarios obtenidos a partir

de LPH, que se caracterizan por la expresion de los marcadores CD90, CD105, CD73,
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CD146, STRO-1 y la capacidad de diferenciarse a los linajes condrogenico,
adipogénico y 6seo/cemento, cumpliendo con los criterios minimos establecidos por la

ISCT (Dominici y col., 2006).

5.2. Caracterizacion de los PPP obtenidos

Una vez separadas las fracciones de PPP a partir de sangre venosa de donantes
sanos con el Kit GPS Il y realizada la activacién plaquetaria con cloruro de calcio y
trombina autéloga, los sobrenadantes que fueron almacenados a -80°C. Los
sobrenadantes fueron analizados mediante un arreglo proteémico (RayBio® Custom C-
Series Human Antibody Array) evaluando la expresion relativa de 44 proteinas

relacionadas con reparacion tisular.

A I':;:].;.

NEG | NEG | AR
NEG | NEG | AR
GCSF | GONF | GMCSF [HB-EGF| HGF
GCSF | GONF | GMACSF |[HB-EGF| HGF
1GF4l [MCSF[MCSFR| NT-2 | NT4
IGFi | MCSF [MCSER| NT2 | NT4
TGFa| TGFb |TGFb2|TGFB3
TGFa| TGFb |TGF02|TGFB3

LI I

Razan respecto al
Conlrol Positive

Factores de Crecimiento

Figura 5. Anélisis proteémico de los PPPs obtenidos.
(A) Imagen representativa del arreglo proteémico utilizado (B) Distribucion de factores de crecimiento en el arreglo (C)
Cuantificacion densitométrica de los factores de crecimiento presentes en el PPP. Se graficé el Promedio + Error

Estandar. N=4
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Se observd en 4 PPPs de diferentes donantes, que la expresién relativa de las
siguientes proteinas fue destacada: EGF y EGF-R; IGFBP-1, 2, 3 y 6; M-CSF-R;
PDGF-AA, BB, ABy Rb; SCF-R, y VEGF-R2 y VEGF-R3 (Figura 5).

lgualmente, se evalud la presencia de citoquinas Inflamatorias en los sobrenadantes de
PPP descongelados (Figura 6) mediante un servicio contratado al Laboratorio de
Inmunologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, donde se analizaron diversas
citoquinas (incluidas las presentes en el Kit BD™ Cytometric Bead Array [CBA]
utilizado en el servicio), tales como: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-6, IL-10, [L-12p70, IL-17,
TNF e IFN-Y. Se evidencio una mayor cantidad de las citoquinas: IL-8, [L-12 e IL-17 en

los 4 PPPs analizados, siendo particularmente alto los niveles de IL-12.

PPP
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&
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Figura 6. Guantificacién de Citoquinas presentes en el PPP mediante analisis de Cltometria de Flujo.
Cuantificacion de Citoquinas presentes en el PPP {pg/mL). Se destaca la presencia de IL-8, IL-12 e IL-17.
Se graficd Promedic & Error Estandar. N =4,

5.3. Efecto del tratamiento de! PPP durante el proceso de diferenciacion dsea

Las células obtenidas a partir de LPH de un solo donante, fueron incubadas durante 21
dfas en presencia de medio osteogénico y tratadas con diferentes concentraciones de
PPP (2,5%, 5% y 10%) provenientes de dos donantes diferentes. Como controles se
usaron medio DMEM suplementado con 3 concentraciones de PPP (2,5%, 5% y 10%)
y medio de cultivo (DMEM y osteogénico) suplementado con SFB al 10%. Transcurrido

el tiempo indicado, se cuantifico el calcio depositado en las monocapas celulares.
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La concentracién de calcio (ug/mL.) depositada por las células de LPH fue mayor en el
tratamiento con medio osteogénico suplementado con PPP que en el control positivo
(medio osteogénico suplementado con SFB al 10%) (Figura 7.A). Ademas, se hizo un
control negativo para todos los experimentos sin medio osteogénico (DMEM
suplementado con PPP), que confirmé la necesidad de la presencia del medio inductor
para llevar a cabo el depdsito de calcio en presencia de PPP (Figura 7.A).
Posteriormente, células obtenidas a partir de LPH de 3 donantes diferentes fueron
incubadas durante 21 dias en presencia de medio osteogénico y tratadas con
diferentes concentraciones de un solo PPP (2,5%, 5% y 10%). Como controles se
usaron medios de cultivo (DMEM y medio osteogénico) suplementados con SFB al
10%. Transcurridos los 21 dias de incubacién con los medios se cuantifico el calcio
depositado en las monocapas celulares.

Interesantemente, la concentracion de calcio (ug/mL) obtenida fue similar entre los
tratamientos con las 3 concentraciones de PPP utilizadas, la cual fue mayor que la
obtenida en el medio control (medio ostecgénico) suplementado con SFB al 10%
(Figura 7.B). Al tratar las células obtenidas a partir de LPH de los 3 donantes utilizados
anteriormente con un PPP de un donante diferente al ya utilizado, se observé que la
concentracion de calcio (ug/mL) obtenida desde las células con el estimulo de PPP fue
similar entre las 3 concentraciones utilizadas siendo mayor que la obtenida en el medio
control (DMEM y medio osteogénico) con SFB al 10% (Figura 7.C).

En la figura 7.D se resumen estas observaciones concluyéndose que la concentracion
de calcio obtenida con el PPP de ambos donantes, como tratamiento en las células de
LPH de los 3 donantes, es similar entre las diferentes concentraciones utilizadas (2,5%,

5% y 10%).
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Figura 7. Calcio depositado en los cultivos celulares obtenidos después de 21 dias de tratamiento con PPP.
Cuantificacion de calcio en (A) monocapas celulares tratadas con los medios de control utilizados. Células de LPH, N =
1. PPP, N = 2. (B) tratamiento con PPP de un solo donante sobre células de LPH. Células de LPH, N = 3. PPP, N=1.
(C) tratamiento con PPP de un donante diferente sobre células de LPH. Células de LPH, N = 3. PPP, N = 1.

(D) Resumen promedio de los datos obtenidos de (B) y (C).

Se analizé mediante “ANOVA de 1 Via", considerando los resultados significativamente diferentes cuando p<0,05, (*
Con respecto a DMEM SFB 10%. T Con respecto a OSTEO SFB 10%). Se grafico Promedio + Error Estandar.

Posteriormente, células obtenidas a partir de LPH de un solo donante, fueron
incubadas durante 21 dias en presencia de medio osteogénico y tratadas con
diferentes concentraciones de PPP (2,5%, 5% y 10%) de 4 donantes diferentes, como
controles se utilizaron medios de cultivo (DMEM o medio osteogénico) suplementados
con SFB al 2,5 y 10%. Transcurridos los 21 dias de incubacién con los medios se
cuantifico el calcio depositado en las monocapas celulares.

La concentracion de calcio (ug/mL) obtenida fue similar entre las 3 concentraciones de
PPP utilizadas (2,5%, 5% y 10%) y esta concentracion de calcio fue mayor que las

obtenidas en los medios controles con SFB al 2,5% y al 10% (Figura 8.A).
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Figura 8. Concentracién de Calcio depositado en los cultivos celulares obtenidos después de 21 dias de
tratamiento con PPP de 4 donantes diferentes.
(A) Cuantificacién de Calcio en ug/mL en células de LPH tratadas con los medios indicados durante 21 dias. Imagenes
representativas de: (C, E, F, G y H) los depésitos de calcio tefiidos con rojo alizarina en las células de LPH, en
presencia de medio osteogénico con el tratamiento con PPP (2,5%, 5% y 10%) y SFB al 2,5% y al 10%, (B y D) se
observa que las células tratadas con medio control (DMEM suplementado con SFB al 2,5% y 10%) no muestran
nodulos de mineralizacion. Se contra-colored con BCIP/NBT para ver la actividad Fosfatasa Alcalina.
“ANOVA de 1 Via", considerando los resultados significativamente diferentes cuando p<0,05. (* Con respecto a DMEM
SFB 2,5% y 10%. T Con respecto a OSTEO SFB 2,5% y 10%). Se graficé Promedio + Error Estandar. PPP; N=4.
Células de LPH; N=1. Barra de aumento = 10pm.

Finalmente, se pudieron observar nédulos de mineralizacion tefiidos intensamente con
la tincién de Rojo Alizarina en las células tratadas con medio osteogénico
suplementado con PPP (Figura 8.F, 8.G y 8.H). Esta tincién fue menos intensa en las
células con los medios (DMEM y medio osteogénico) suplementados con SFB al 2,5%
y 10% (Figura 8.C y 8.E). Las células obtenidas de LPH, cultivada sin medio
osteogénico (DMEM) suplementados con SFB al 2,5% y 10%, fueron positivas para la
tincion contra Fosfatasa Alcalina (Figura 8.B y 8.D).

Estos resultados indican que las células tratadas con PPP se diferencian en mayor
medida a linaje dseo/cemento que las células tratadas con SFB, lo que se evidencié en
un aumento en las concentraciones de calcio cuantificadas y en la intensidad de la

tincion de rojo alizarina.
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Para evaluar el efecto del PPP mas tempranamente en el proceso de diferenciacion, se
analiz6 el depdsito de calcio en las monocapas celulares obtenidas después de 14 dias

de tratamiento con PPP.
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Figura 9. Cuantificacién de la concentracion de Calcio obtenida con el estimulo do PPP al Dia 14 y 21 de
cultivo.

Se culfivaron células de LPH durante 14 y 21 dias, con medio osteogénico y a tres concentraciones de PPP diferentes
(2,5%, 5% y 10%), ademas se evalud SFB al 2,5% y 10% con DMEM y medio osteogénico. Se aplic PPP de 2
donantes diferentes a células de LPH de un solo donante. Anova de 2 Vias”, considerando los resultados diferentes
significativamente cuando p<0,05. (* Con respecto a su control interno a los 14 dias. + Con respecto a DMEM SFB
2,5% y 10% y OSTEQ SFB 2,5% y 10%). Se grafict Promedio = Emor Estandar. PPP; N=2, Células de LPH; N=1.

Las células obtenidas a partir de LPH de 1 solo donante fueron incubadas durante 14
dias en presencia de medio osteogénico y fratadas con diferentes concentraciones de
PPP (2,5%, 5% y 10%) de 2 donantes diferentes, como controles se usaron medios de
cultive (DMEM y medio osteogénico) suplementados con SFB al 2,5 y al 10%.
Transcurridos los 14 dias de incubacién con los medios se cuantifico el calcio
depositado.

La concentracién de calcio {ug/mL) obtenida fue similar entre las 3 concentraciones
utilizadas de PPP (2,5%, 5% y 10%) y esta concentracién fue mayor que las obtenidas
en los medios con SFB al 2,5% y al 10% a los 14 dfas de cultivo (Figura 9). En linea

con lo esperado, las concentraciones de calcio obtenidas con el tratamiento con PPP a
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los 14 dias fue menor que las concentraciones de calcio obtenidas a los 21 dias con
PPP. Ademés, la concentracion de calcio (pg/mL) obtenida con el tratamiento con PPP
entre las 3 concentraciones a los 14 dias de cultivo fue mayor que el control con medio
osteogénico suplementado con SFB al 10% de los cultivos realizados durante 21 dias y
fue similar a la concentracion obtenida con el control con medio osieogénico
suplementado con SFB al 2,5% de los cultivos realizados durante 21 dlas.

Estos datos, en su conjunto, sugieren una aceleracion en el proceso de diferenciacion

de las células de LPH dada por el tratamiento con PPP.

5.4. Niveles de expresién de proteinas durante el proceso de diferenciacion ésea
en células de LPH tratadas con PPP

Una vez cuantificadas las conceniraciones del calcio depositado por las células
obtenidas de LPH tratadas con PPP a diferentes concentraciones, se evaluaron
mediante Western Blot los niveles de expresion de las proteinas Fosfatasa Alcalina
(FAL), Osterix (OSX) y Osteocalcina (OCN) que estan involucradas en el proceso de
diferenciacién ésea.

Segtin lo reportado en la literatura, durante el proceso de diferenciacion osea hay un
aumento en la expresion de FAL en etapas tempranas (paso de progenitores dseos a
pre-osteoblastos). Asimismo, cuando avanza el proceso de diferenciacién, la expresion
de FAL disminuye y aumenta la expresion de OSX quien comanda el paso de pre-
osteoblastos a osteoblastos (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee 2013). Posteriormente,
cuando el osteoblasto se convierte en un osteoblasto maduro aumenta la produccion
de la fase organica del hueso y aumenta la expresion de OCN. Finalmente, se detiene
la expresion de FAL, OSX y OCN, el osteoblastoc maduro se ve rodeado de matriz y se

diferencia terminalmente a un Osteocito (Miron & Zhang 2012; Liu & Lee 2013).
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Las células obtenidas de LPH de un solo donante fueron incubadas durante 20 dias en
presencia de medio osteogénico y tratadas con PPP de 4 donantes al 2,5%, como
controles se utilizaron los medios osteogénicos suplementados con SFB al 2,5% vy al
10%. Ademas, las células de LPH se cultivaron con medio DMEM suplementado con
SFB al 2,5% y 10%, los que corresponden a [a condicién basal del experimento.

Se obtuvieron lisados celulares de células de LPH cultivadas con medioc DMEM
suplementado con SFB al 10%, lo que se denominé dia 0. Una vez comenzado el
tratamiento de las células de LPH con PPP, se obtuvieron lisados celulares en los dias
5, 10, 15 y 20 de cultivo. Como control se utilizo la linea celular de osteosarcoma
humano, Sa0S-2. Todos los resultados obtenidos de las densitometrias se

normalizaron contra el control de carga y la condicién basal correspondiente.

5.4.1. Niveles de expresion de FAL y OSX en células al dia 0 de Cultivo

Las células de LPH expresaron niveles basales de las proteinas FAL (Figura 10.A) que
se correlacionan con los resultados obtenidos en las tinciones contra Fosfatasa
Alcalina realizados previamente (Figura 8.B yD). Sin embargo, la proteina con mayor

expresion en estas células correspondio a OSX (Figura 10.C).
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Figura 10. Western Blol y andlisis densitométrice del Dia 0 de cultivo.

Se cultivaron células de LPH con SFB at 10% con DMEM. Imégenes representativas de Westem Blot de (A) FAL, (B)
0OSX y (C) su cuantificacién densitométrica. Como control de carga se utilizé Tubulina Beta, Dia 0, N=6, Se normalizé
contra el control de carga y las células Sa0S-2. Se graficd Promedio  Error Esténdar.
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5.4.2. Niveles de expresion de FAL en células tratadas con PPP

Los niveles de expresion relativa de FAL aumentaron entre el dia 0 al dia 5, siendo
similares entre las diferentes condiciones (Figura 11.A y E). Al dia 10 de cultivo, hubo
un aumento en la expresion relativa de FAL en el tratamiento con medio osteogénico
suplementado con SFB al 2,5%, en cambio en el tratamiento con PPP hubo una
disminucién de la expresion relativa de FAL, ambos en comparacién con el dia 5

(Figura 11.By F).

A Dia 5 B Dia10 .,
LPH
DMEM  OSTEQ  OSTEQ . DMEM  OSTEO  OSTEO o0
SFB10%  SFB25% PPP25% OO SFB10% SFB25% PPP25%
75 | s
e — - . o = e — Da
|
LY [ — - e (- - | &
C Dia15 g D Dia 20
LPH
DMEM  OSTEO  OSTEO
SFBI0% SFBE25% PPPasw  ShOS2 AN el TR0 saom
FAL | — k:g’a i ‘ b;;a
55
5 Tus s
| e — — o - - - |-
E Dia5b F Dia 10 G Dia 15 H Dia 20
Expresién de FAL Expresion de FAL Expresion de FAL Expresion de FAL

Rapen respecto at

Gantrol e Camgh

& &

O O
&
l}" 5

&£ a_p"

&

Figura 11. Western Blot y analisis densitométrico de la expresion de FAL en el tiempo.

Se cultivaron células de LPH con PPP al 2,5% con medio osteogénico, con DMEM con SFB al 10% y con medio
osteogénico con SFB al 2,5%. Imagenes representativas de Western Blot y su cuantificacion densitométrica de (A) y (E)
Dia 5, (B) y (F) Dia 10, (C) y (G) Dia 15y (D) y (H) Dia 20, respectivamente. Como control de carga se utilizé Tubulina
Beta. PPP N=4; SFB 10% N=1y SFB 2,5% N=1. Se normaliz6 contra el control de carga y el tratamiento con DMEM
con SFB al 10% (Condicién Basal: Linea Roja Punteada). Se graficé Promedio + Error Estandar.

o
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Finalmente, al dia 15 y 20 (Figura 11.C y G; Figura 11.D y H, respectivamente) hubo
una disminucién en la expresion relativa de FAL comparada con los dias anteriores

(dias 5 y 10) y con respecto a la condicién basal.

Para validar los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de expresion relativa de
FAL de las células tratadas con PPP, incluimos experimentos independientes en donde
analizamos en controles adicionales los niveles de expresion de FAL, estos controles
corresponden al medio osteogénico suplementado con SFB al 2,5% y al 10% y medio

DMEM suplementado con SFB al 2,5% y 10% como condiciones basales.
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Figura 12. Western Blot y analisis densitométrico de la expresion de FAL en Controles.
Se cultivaron células de LPH con SFB al 10% y al 2,5% en ausencia y presencia de medio osteogénico. Imagenes
representativas de Western Blot y su cuantificacion densitométrica de (A) y (E) Dia 5, (B) y (F) Dia 10, (C) y (G) Dia 15,
y (D) y (H) Dia 20, respectivamente. Como control de carga se utilizé Actina Beta. Dia 5y 15; SFB 10% DMEM y SFB
2,5% DMEM, N=2; SFB 10% OSTEQ y SFB 2,5% OSTEO, N=1. Dia 10 y 20; SFB 10% DMEM, SFB 10% OSTEO, SFB
2,5% DMEM y SFB 2,5% OSTEO, N=2. Se normalizé contra el control de carga y el tratamiento con DMEM
suplementado con SFB al 2,5% y al 10% (Condiciones Basales: Linea Roja Punteada). Se graficé Promedio + Error
Estandar.
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Se observo que las células de LPH al dia 5 de cultivo presentaron niveles de expresién
de FAL similares entre los diferentes coniroles (Figura 12.A y E). Ademas, [a expresion
de FAL fueron similares entre los dfas 5, 10 y 15, en el control con SFB al 10% (Figura
12.Ay E, Figura 12.By F, y Figura 12.C y G, respectivamente).

Al dia 10 de cultivo, se observa un leve aumento en la expresion relativa de FAL en el
control con SFB al 2,5% comparado con el dia 5 y con la condicién basal (Figura 12.B
y F). Al dia 15 de cultivo, la expresion relativa de FAL disminuye en control con SFB al
2,5% (Figura 12.C y G} en comparacion con los dias anteriores (dia 5 y 10) y la
condicién basal.

Finalmente, en el dia 20 la expresién relativa de FAL disminuye en ambos controles
(SFB con 2,5% y 10%) en comparacién a los dias anteriores {dia 5, 10, 15y 20)y ala
condicién basal (Figura 12.D y H).

Por tanto, de esta serie de experimentos concluimos que el aumento de la expresion
de FAL se observa mas tempranamente en el fiempo en los cultivos con PPP (dia 5)
con respecto a los cultivos con SFB (dia 10), apuntando que el proceso de
diferenciacién ésea de las células de LPH ocurre de manera anticipada bajo el

tratamiento con PPP, lo que indicaria una aceleracidn de dicho proceso.

5.4.3. Niveles de expresion de OSX en células tratadas con PPP

Las células de LPH al dia 5 de cultivo presentaron niveles de expresion relativa de
OSX similares entre el estimulo de PPP, el control con SFB al 2,5% y la condicién
basal, siendo similares a la expresion de OSX vista en el dia 0. (Figura 13.Ay E).

Al dia 10 de cultivo, se observé que la expresion relativa de OSX en células de LPH
tratadas con PPP aumenté con respecto al dia 5, al control con SFB al 2,5% vy la

condicién basal (Figura 13.B y F).
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Para el dia 15 la expresion relativa de OSX en el tratamiento con PPP disminuyé
siendo similar al control con SFB al 2,5% y la condicién basal (Figura 13.C y G), esta
expresion en las diferentes condiciones se mantuvo similar para el dia 20 de cultivo

(Figura 13.D y H).
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Figura 13. Western Blot y analisis densitométrico de la expresion de OSX.

Se cultivaron células de LPH con PPP al 2,5% con medio osteogénico, con SFB al 10% con DMEM y SFB al 2,5% con
medio osteogénico. Imagenes representativas de Western Blot y su cuantificacién densitométrica de (A) y (E) Dia 5, (B)
y (F) Dia 10, (C) y (G) Dia 15, y (D) y (H) Dia 20, respectivamente. Como control de carga se utilizé Tubulina Beta. PPP
N=4; SFB 10% N=1y SFB 2,5% N=1. Se normalizé contra el control de carga y el tratamiento con DMEM con SFB al
10% (Condicion Basal: Linea Roja Punteada). Se graficé Promedio + Error Estandar.

Para validar los resultados obtenidos en los niveles de expresion de OSX de las células
tratadas con PPP, incluimos experimentos independientes en donde analizamos en los
controles faltantes del experimento anterior los niveles de expresion de OSX, estos
controles corresponden al medio osteogénico suplementado con SFB al 2,5% y al 10%

y medio DMEM suplementado con SFB al 2,5% y 10% como condiciones basales.
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Se observé que al dia 5 de cultivo hubo una mayor expresion de OSX en las
condiciones con medio osteogénico suplementado con SFB al 2,5% y al 10%
comparado con las condiciones basales (Figura 14.Ay E).

Al dia 10 de cultivo, la expresién de OSX fue similar entre las condiciones con medio
osteogénico suplementado con SFB al 2,5% y al 10% y las condiciones basales, pero
disminuyeron en comparacién con el dia 5 (Figura 14.By F).

Al dia 15 de cultivo, la expresion de OSX disminuyé en los tratamientos con medio

osteogénico con SFB al 2,5% y 10% en comparacion con el dia 10 (Figura 14.C y F).
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Figura 14. Western Blot y analisis densitométrico de la Expresion de OSX en Controles.

Se cultivaron células de LPH con SFB al 10% y al 2,5% en ausencia y presencia de medio osteogénico. Imagenes
representativas de Western Blot y su cuantificacién densitomeétrica de (A) y (E) Dia 5, (B) y (F) Dia 10, (C) y (G) Dia 15
y (D) y (H) Dia 20. Como control de carga se utilizé Actina Beta. Dia 5y 15; SFB 10% DMEM y SFB 2,5% DMEM, N=2;
SFB 10% OSTEQ y SFB 2,5% OSTEO, N=1. Dia 10; SFB 10% DMEM, SFB 10% OSTEO y SFB 2,5% OSTEO, N=2.
Dia 20; SFB 10% DMEM, SFB 10% OSTEO, SFB 2,5% DMEM y SFB 2,5% OSTEO, N=2. Se normalizé contra el
control de carga y el tratamiento con DMEM con SFB al 2,5% y al 10% (Condiciones Basales: Linea Roja Punteada). Se

graficé Promedio + Error Estandar.
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Finalmente, al dia 20, la expresion de OSX observada en el medio osteogénico con
SFB al 2,5% disminuyé comparada con la expresion del dia 15, en cambio en el control
con SFB al 10% se mantuvo similar a la condicién basal (Figura 14.D y H).

Por tanto, el comportamiento en la expresion de OSX en el PPP muestra la tendencia
esperada con un alza en la expresion de OSX (dia 5) y luego una disminucion, lo que
no ocurre en los controles con SFB, lo que indicaria que el proceso ocurre de manera

anticipada bajo el tratamiento con PPP, apuntando a una aceleracion de dicho proceso.

5.4.4. Niveles de expresion de OCN en células tratadas con PPP
A los dias 5 y 20 de cultivo no se observo la expresion de OCN en los cultivos de

células de LPH, tanto con el tratamiento con PPP como en los controles.
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Figura 15. Western Blot y analisis densitométrico de la expresion de OCN.

Se cultivaron células de LPH con PPP al 2,5% con medio osteogénico, con SFB al 10% con DMEM y SFB al 2,5% con
medio osteogénico. Imagenes representativas de Western Blot y su cuantificacion densitométrica de (A) Dia 10 y (B)
Dia 15. Como control de carga se utilizé Tubulina Beta. PPP N=4; SFB 10% N=1y SFB 2,5% N=1. Se normalizé contra
el control de carga y el tratamiento con DMEM con SFB al 10%. Se graficé Promedio + Error Estandar.
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Al dia 10 de cultivo, se observd que las células de LPH presentaron niveles de
expresion similares entre las células tratadas con PPP al 2,5%, el control SFB al 2,5%
en presencia de medio osteogénico y la condicién basal (Figura 15.A y C).

Al dia 15 de cultivo, se observd que las células de LPH presentaron niveles de
expresién de OCN similares entre las células tratadas con PPP al 2,5%, el control con
SFB al 2,5% en presencia de medio osteogénico y la condicion basal (Figura 15.B y D},
los cuales fueron ligeramente menores a los observados en el dia 10 de cultivo.

Esto significa que las células de LPH al dia 10 estarian diferenciadas a osteoblastos
maduros y al dia 15 se estarian diferenciando a osteocitos debido a la disminucion en

los niveles de expresion de OCN.

Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante western blot, donde el aumento de la
expresion de FAL y OSX al dia 5 y su posterior disminucion en el tratamiento con PPP,
a diferencia de la expresion de FAL al dia 10 y la progresiva disminucion de OSX en el
tiempo en los controles con SFB, en conjunto con la expresion de OCN al dia 10 de
cultivo y la disminucion en la expresién al dia 15, indicarian una aceleracién en el
proceso de diferenciacién dsea en los tratamientos con PPP con respecto a los
controles con SFB y, ademas, la diferenciacion terminal de osteoblastos maduros a

osteocitos.

43




6. DISCUSION

Tradicionalmente se han empleado diversas metodologias para lograr la regeneracion
de los tejidos periodontales, tales como el uso de membranas como barrera, auto-
injertos dseos, alo-injertos 6seos desmineralizados y liofilizados, xeno-injertos bovinos
y combinaciones de estos (Chen y col., 2010). Recientemente se han desarrollado
nuevas terapias para la regeneracion de tejidos, incluida la regeneracién periodontal,
las que se denominan comlnmente come ingenierfa de tejidos o medicina
regenerativa. La ingenieria de tejidos se basa en modificar la capacidad del propio
organismo para regenerar los tejidos usando una combinacion de matrices, moléculas
de sefializacién y células (Chen y col.,, 2010), incluyendo el uso de células troncales.
Esto tiltimo ha permitido generar nuevas alternativas para [a regeneracion periodontal.
Sin embargo, existen dificultades para llevar a cabo su uso en la clinica, entre ellas
determinar el nimero de células a utilizar y las moléculas y/o vias de sefializacion que
permitan aumentar su niimero y controlar su diferenciacién a los linajes periodontales,
en particular a los tejidos dsec y cemento (Lin y col., 2009; Estrela y col., 2011; Pejcic y
col., 2013). En este seminario de tftulo se analizé el potencial que tiene el PPP para

favorecer la diferenciacién de las células de LPH.

6.1. Células de LPH cumplen con los criterios minimos de MSC dadas por la ISCT
En este trabajo se obtuvo cultivos de LPH con morfologia fibroblastoide. Un 98% de la
poblacién celular expresd los antigenos de superficie CD73, CD105 y CD9O0, y
evidencit ausencia de los marcadores CD34, CD45, CD79, CD11b y CD14. Igualmente
estas células, se diferenciaron a los linajes dseo, cartilaginoso y adiposo, cumpliendo
con los criterios establecidos por la ISCT para ser consideradas MSC. Sin embargo,

estos criterios minimos para definir la presencia de MSC en una poblacién celular han




sido cuestionados debido a su alta variabilidad de acuerdo a la fuente de las celulas
utilizadas (Keating 2012). Por lo tanto, consideramos importante evaluar a otras dos
proteinas como CD146 y STRO-1, cuyo uso como marcadores de MSC ha sido
reportado previamente en la literatura (Seo y col., 2004; Seo y col., 2005; Martinez y
col., 2011). En los cultivos primarios de LPH obtenidos, hubo un porcentaje minimo de
células que fueron positivas para los marcadores CD146 y STRO-1, lo que se condice
con la literatura (Seo y col., 2004; Martinez y col., 2011). Sin embargo, no hay células
dobles positivas para los marcadores CD146 y STRO-1, como ha sido reportado
previamente (Xu y col., 2009), lo cual podria explicarse debido a que STRO-1 se ha
reportado como un marcador endotelial cuya expresién en MSC seria un evento
inducido (Ning y col., 2011). Por lo tanto, los medios de cultivos utilizados en esta tesis
no estimularian la expresién de STRO-1, siendo uno de los posibles motivos por los
cuales no se observan células dobles positivas para STRO-1 y CD146.

En base a lo anterior podemos sefialar que, una poblacion de las células aisladas de
LPH posee caracteristicas de MSC y pueden ser utilizadas como tal en terapias

regenerativas.

6.2. Composicién del PPP y su efecto durante el proceso de diferenciacion ésea
de las células de LPH

La reparacion de heridas requiere de la activacion de las plaquetas y por lo tanto la
liberacion de los factores de crecimienfo que se encuentran contenidos en estas
(Murphy vy col., 2012). Estos factores son muy importantes debido a que juegan un
papel crucial en los procesos de regeneracion tisular, modulando la proliferacion,
diferenciacién y migracién celular, incluido el reclutamiento de células troncales y/o

progenitoras al sitio receptor (Hynes y col., 2012). Es por esta razon, que la utilizacion
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de PRP como fuente de factores de crecimiento, se ha utilizadoe para lograr la
regeneracion de diversos tejidos (Plachokova y col., 2008; Creeper y col., 2009; Yilmaz
y col., 2010; Marukawa y col., 2011; Eskan & Greenwell 2011; Murphy y col. 2012;
Anitua & Orive 2012; Anitua y col., 2013b; Kabiri y col., 2014, Liy col., 2014; Hateyama
y col., 2014; Chen y col., 2014; Jeong y col., 2014; Kiglk y col., 2014; Randelli y col.,
2014). Sin embargo, debido a diferencias en su preparacion y en su aplicacion, se han
obtenido resultados contradictorios por lo que a la fecha no se han logrado definir
concentraciones 6ptimas de PRP para promover la regeneracion y cicatrizacion de
heridas (Eskan & Greenwell 2011; Kabiri y col., 2014).

En el proceso de obtencién de PRP, simultaneamente se obtiene otra fraccion de
plasma que es pobre en plaquetas (PPP) y que se ha reportado estar reducida en
factores de crecimiento. Sin embargo, tiene la habilidad de promover la cicatrizacion de
heridas en modelos in vifro, permitiendo la migracién de fibroblastos gingivales y su
diferenciacion a miofibroblastos. lgualmente se ha reportado que influye en la
proliferacion y migracion de MSC de médula ésea (Creeper y col., 2009; Caceres y
col., 2011: Murphy y col., 2012). Recientemente, en un trabajo realizado en el afio
2013, se analizé una amplia variedad de factores de crecimiento y citoquinas presentes
en el PRP (Amable y col., 2013). Se reporto que el PRP posee factores de crecimiento
claves en la reparacion tisular tales como PDGF, TGFB, VEGF, HGF, FGF, IGF-1, EGF
(Anitua & Orive 2012; Anitua y col., 2013a; Amable y col., 2013).

Sin embargo, nuestro trabajo es el primero que analiza de manera mas completa la
presencia de 44 factores de crecimiento y 10 citoquinas en el PPP. Realizando un
andlisis del perfil de factores de crecimiento, se observé una expresion mayoritaria de

EGF y EGF-R; IGFBP-1, 2, 3 y 6; M-CSF-R; PDGF-AA, BB, AB y Rb; SCF-R, y VEGF-
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R2 y VEGF-R3, en los plasmas utilizados de 4 donantes diferentes. Asimismo, se
observé que las citoquinas més representadas en el PPP fueron IL-8, [L-12 e IL-17.

Por lo tanto, podemos sefialar que el PPP también posee una gran variedad de
factores de crecimiento, lo que permite suponer que la utilizacion de este plasma
podria presentar resultados similares a los reportados con PRP (Yilmaz y col., 2010).
Uno de los inconvenientes para llevar a cabo terapias de regeneracion tisular con
células troncales, es que involucran su expansion in vitro y por ende la utilizacion, en
general, de suero fetal bovino en su cultive. Este suero se utiliza como suplemento en
los medios de cultivos celular, el cual, al ser un producto xenégeno o heterélogo podria
no estar libre de patégenos y/o podria generar una respuesta de rechazo inmune en el
paciente {Lin y col., 2009; Pejcic y col., 2013; Bieback 2013). Se postula al PRP y al
PPP como posibles reemplazantes de este suplemento en los cultivos in vitro, debido a
que pueden ser tomados del mismo paciente a tratar (estando libre de patégenos
externos, xeno-free) y por el contenido de factores de crecimiento que éstos poseen
{Bieback 2013).

Por lo tanto, debido a la presencia de factores de crecimiento analizados previamente,
es que en este trabajo se utilizé el PPP como suplemento en los cultivos celulares,
siendo éste el primer reporte que involucra la utilizacién de PPP en [a diferenciacion
dsealcemento de MSC de LPH. Estas células, en presencia de PPP ensayadas en tres
concentraciones diferentes (2,5%, 5% y 10%) depositaron concentraciones de calcio
cercanas al doble de las cuantificadas con los confroles con SFB al 10% en presencia
de medio osteogénico. Notablemente, no asi en ausencia de este medio, indicando la
necesidad de utilizar siempre este medio inductor para la diferenciacion 6sea de las

MSC.
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El resultado obtenido con los depdsitos de calcio se mantuvo similar entre células de
LPH de 3 donantes diferentes y al usar PPP de 2 donantes diferentes, lo que indica
una capacidad estable por parte de este plasma, en promover [a diferenciacion dsea de
estas celulas.

Con el fin de corroborar la promocion de la diferenciacién de células de LPH a linaje
6seo con diferentes plasmas, se estimularon células de 1 solo donante con PPPs de 4
donantes diferentes. Se obtuvieron resultados muy similares al anterior, es decir, la
concentracion de calcio depositada por las células expuestas a PPP fue casi el doble
de la concentracién obtenida con los controles con SFB al 10% y al 2,5%. Estos
mismos resuitados se obtuvieron al realizar tinciones con el colorante Rojo Alizarina
que tifie de color rojo los depésitos de calcio, donde se observé una tincion de color
rojo més intensa en las células tratadas con PPP que en las células tratadas con SFB.
Esto corrobora que los factores de crecimiento presentes en el PPP estimulan de mejor
manera el proceso de diferenciacién 6sea de estas células, en comparacion al SFB, lo
cual serfa muy beneficioso en terapias de regeneracion ésea, particularmente de los
tejidos periodontales.

La promocion de la diferenciacion 6sea de las MSC de LPH dada por el PPP no es
inesperada. Al realizar una revisién en la literatura de los factores de crecimiento
mayormente representados en el PPP, en su mayoria pueden desempefiar funciones
relacionadas a osteogénesis y angiogénesis. La osteogénesis es un proceso
fundamental en la regeneracion periodontal debido a la necesidad de recuperar los
tejidos mineralizados como el Cemento Radicular y el Hueso Alveolar. Ademas, la
angiogénesis también es un proceso fundamental en la regeneracion de este tejido,
debido a que la revascularizacion permite la llegada de células y factores de

crecimiento al sitio en proceso de regeneracién (Andia y col., 2012).
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La remodelacion y/o generacion de vasos a partir de la red vascular primitiva ocurre a
través de la angiogénesis. Este proceso se mantiene activo hasta la adultez en
procesos tales como la cicatrizacién de heridas, ciclo menstrual, embarazo, entre otros,
y puede encontrarse alterado en condiciones patoldgicas como el cancer {Carmeliet P.
2005). La angiogénesis requiere la actuacién coordinada de factores que estimulen el
proceso, a través de la sefializacion sobre el endotelio y sobre el estroma circundante,
siendo éste dltimo un componente fundamental dentro de la regulacion del proceso.
Asimismo, el proceso también requiere de factores promotores de la maduracion y anti-
angiogénicos para detener el proceso, el cual en condiciones homeostéticas, es un
fendmeno acotado en el tiempo. Angiogénesis y osteogénesis estan intimamente
ligados. Dentro de los muchos factores implicados en ambos procesos podemos
mencionar; El factor de crecimiento epidérmico y su receptor (EGF y EGF-R) pueden
estimular la proliferacién de MSC de Médula Osea Humana (Tamama y col., 2006).
Dentro de las Proteinas de Unién al Factor de Crecimiento similar a Insulina, IGFBP-1
induce una menor mineralizacién 6sea en ratones transgénicos que sobre-expresan
esta proteina (Ben Lagha y col., 2008), IGFBP-2 induce huesos de menor tamafio y
una menor mineralizacién 6sea en ratones iransgénicos que sobre-expresan esta
proteina (Eckstein y col,, 2002), en cambio [GFBP3 tendria una funcion pro-
osteogénica al ser el mayor transportador de IGF-1 en el organismo (Govoni 2012).
Finalmente, IGFBP-6 previene la apoptosis y senescencia en fibroblastos humanos
(Micutkova y col., 2011).

Dentro de los Factores de Crecimiento Derivado de las Plaquetas, las isoformas AA,
AB y BB se las ha identificado como angiogenicas (Roubelakis y col., 2013), ademas
las isoformas AB y BB pueden inducir [a proliferacion de célutas de LPH (lzumi y col.,

2011; Manoranjan y col., 2012). El recepior beta de PDGF tiene una funcion dual en
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MSC de ratén, puede estimular la proliferacién y migracién de estas células, pero, por
otra parte, puede suprimir fuertemente la diferenciacion ésea de las MSCs de raton
(Tokunaga y col., 2008).

Los factores de crecimiento vasculares-endoteliales, incluidos sus recepiores de tipo 2
y 3, son reconocidos por estimular la angiogénesis (Dai & Rabie 2007). Ademas,
VEGFR2 estarfa involucrado en la estimulacién de la osteogénesis dada por la sefial
del ligando VEGFA (Dai & Rabie 2007). El Receptor del factor Estimulador de Colonias
de Macrofagos y su receptor tendrfan una funcién pro-osteoclastogénica, al estimular la
proliferacién de los progenitores osteoclastogenicos (Hughes y col., 2006). El Receptor
del factor de Células Troncales Hematopoiéticas tendria una funcién pro-angiogénica,
al producir la vascularizacion de membranas epiretinales en retinopatias proliferativas
diabéticas y por inducir la nec-vascularizacién en modelos in vivo de ratones (Dentelli y
col., 2007; Abu El-Asrar y col., 2010). La Interleucina 8 cumpliria una funcion pro-
inflamatoria y angiogénica, lo que se ha evidenciado en un modelo in vivo de rata, en
donde se reducen las concentraciones de IL-8 y tanto el proceso de inflamacidén como
el de angiogénesis se ven reducidos (Li y col., 2003; Qazi y col., 2011; Heo y col,,
2011).

La Interleucina 12 tendria una funcién Pro-inflamatoria y Anti-osteoclastogénica, al
inhibir la osteoclastogénesis de macréfagos de médula 6sea de ratén (Amcheslavsky &
Bar-Shavit 2008, Bar-shavit & Krisher 2014). Finalmente, la Interleucina 17 tendria una
funcién pro-inflamatoria y angiogénica en contexto de céncer gastrico, colorectal,
hepatocelular y pancreatico (Yang y col., 2014). Estos factores de crecimiento y sus

funciones se resumen en la Tabla 1.
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Factorde .
un d ”%&
s Crecrmiento sl F cién Asoc:a a *fﬁ% S _fteferencla
EGF y EGF-R Proliferacion de MSCs Tamama y col,, 2006
de Médula Osea
Retraso en la mineralizacidn dsea en ratones
IGFEP-1 Ben Lagha y col., 2006
transgénicos que schre-expresan IGFBP-1
Disminucidn del tamaiio de huesos y retraso en la
IGFBP-2 mineralizaci6n Gsea en ratones transgénicos que Eckslein y col., 2002
sobre-expresan IGFBP-2
|GFBP-3 Pro-osteogénico Govoni 2012
|GFBP-6 Previene apoptosis y senescencla de fibroblastos Micutkova y col,, 2011
PDGF-AA Angiogénico Roubelakis y col., 2013
Angiogénico Roubelakis y col., 2013
PDGF-AB )
Mitogénesis de Células de LPH Manoranjan y col.,, 2012
Angiogénico Roubelakis y col., 2013
PDGF-BB
Mitogénesis de Células de LPH {zumi y col., 2011
Estimula proliferacién y migracion de MSCs de
PDGF-Rb i . o ) Tokunaga y col., 2008
ratén, pero inhibe su diferenciacién a linaje dseo
VEGFR2 Angiogénico y Pro-osteogénico Dal & Rabie 2007
VEGFR3 Angiogénico Dai & Rabie 2007
MCSF-R Osteoclastogénico Hughes y col., 2006
SCF-R Angiogénico Abu El-Asrary col., 2010
Liyeol, 2003
IL-8 Pro-inflamatorio y Angiogénico Qaziy col, 2011
Heo y col,, 2011
. . ) Amcheslavsky & Bar-Shavit 2006
IL-12 Pro-inflamatorio yAnti-osteoclastogénico ) .
Bar-Shavit & Krisher 2014
Pro-inflamatorio y anglogénico en contexto de
IL-17 Yang y cof,, 2014

céncer

Estos resultados en su conjuto nos indican que el PPP contendria factores de
crecimiento variados, promoviendo la angiogénesis y osteogénesis, ambos procesos
relacionados con reparacion tisular. Segun estos antecedentes, ambos procesos
podrian ser estimulados por la presencia de PPP debido a los factores de crecimiento
que lo componen, ademas de la estimulacién en la proliferacién de las células de LPH
por PDGF-AB y BB, permitiendo [a regeneracion de los tejidos periodontales. Esto se

evidencia en la promocién de la diferenciacion dsea de las células de LPH (aumento en
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los depésitos de calcio) dada por el PPP por sobre el SFB y es por esta razén que el
uso de células de LPH suplementadas con PPP se puede constituir como una posible
terapia en la regeneracion de los tejidos periodontales, aproximéndose al proceso

regenerativo natural.

Debido a la gran diferencia evidenciada en los depésitos de calcio al comparar entre
los cultivos con PPP y con SFB se realizaron cultivos de células de LPH a menores
tiempos en el proceso de diferenciacion 6sea. Se evalud la produccion de calcio a los
14 dias y se realizé una comparacién con el cultivo realizado durante 21 dias.

Las células de 1 solo donante, ensayados con PPP de 2 donantes diferentes utilizado a
tres concentraciones diferentes (2,5%, 5% y 10%), depositaron una mayor
concentracion de calcio que la obtenida con los controles con SFB a los 14 dias de
cultivo. Igualmente, al comparar los tratamientos con PPP a los 14 dfas de cultivo y a
los 21 dias de cultivo, se evidencié una aceleracién en el proceso de diferenciacion, ya
que a los 14 dias las células depositan un 67% de la cantidad del calcio depositado por
las células a los 21 dias de cultivo. Asimismo, a los 14 dias de cultivo el tratamiento
con PPP generd un mayor depésito de calcio en las células de LPH que los controles
con SFB a los 21 dias de cultivo. Este resultado indica que a los 14 dias las células en
el tratamiento con PPP ya se habrlan diferenciado terminalmente a osteocitos.

Por lo tanto, en conjunto este set de resultados muestran que el fratamiento de PPP no
solo promueve el proceso de diferenciacién 6sea en las células de LPH aumentando
los depositos de calcio comparado con el tratamiento con SFB, sino que también
produce una aceleracién en el desarrollo de este proceso, lo cual podria significar
menores tiempos en [a regeneracion de los tejidos periodontales ufilizando este plasma

en terapias celulares.
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6.3. Efecto del PPP sobre la expresién de proteinas involucradas en el proceso
de diferenciacion 6sea de las células de LPH

Con el fin de estudiar cémo ocurre esta aceleracién en el proceso de diferenciacion
6sea con mayor detalle se analizaron algunas proteinas involucradas en este proceso,
tales como Osterix (OSX), Fosfatasa Alcalina (FAL} y Osteocalcina (OCN) (Miron &
Zhang 2012). Mediante western blot, se evidencié que las células obtenidas de LPH
presentan niveles basales de FAL y de OSX lo que se condice con lo reportado en la
literatura (Seo y col., 2004; Ozer y col., 2013). Las células obtenidas de LPH al ser un
cultivo primario, corresponden a un cultive celular heterogéneo que incluye una amplia
variedad de tipos celulares. Por lo tanto, es natural encontrar niveles basales de
proteinas como FAL y OSX, debido a la presencia de células como cementoblastos, y
osteoblastos (Nanci & Bosshard 2008; Lindhe y col., 2008).

La primera proteina analizada fue la enzima FAL, que es considerada un marcador
temprano de diferenciacion 6sea (Miron & Zhang 2012), cuya expresion disminuye a
medida que los osteoblastos se diferencian terminalmente a osteocitos (Huang y col.,
2013). Esto se evidencié en los cultivos de LPH tratados con PPP con medio de
diferenciacion osteogénico. Al Dia 10 de cultivo, los niveles de FAL disminuyeron en
las células de LPH tratadas con PPP lo que se mantuvo similar para los Dias 15y 20
de cultivo. Por otra parte, la expresién de FAL en los controles con SFB disminuyé en
el Dia 15 y 20 de cultivo. Esta disminucién de la expresion de FAL a lo largo del cultivo
indica la diferenciacién 6sea de las células de LPH, pasando de osteoblastos a
osteocitos, lo que se condice con |a literatura (Huang y col., 2013} y con los resultados
obtenidos en las cuantificaciones de los depdsitos de calcio analizados anteriormente.
Sin embargo, la disminucién en la expresion de FAL en los tratamientos con PPP

ocurrié anticipadamente con respecto a los controles con SFB, lo que sugiere una
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aceleracién en el proceso de diferenciacion dado por el PPP, lo que esta en
concordancia con lo visto en las cuantificaciones de depdsitos de calcio.

La segunda proteina analizada fue OSX, que es un factor de transcripcién esencial
para la diferenciacion de osteoblastos (Nakashima y col., 2002; Liu & Lee 2013; Ozer y
col., 2013). Si bien, la banda esperada de OSX deberia migrar a un peso de 45kDa
segin el fabricante y algunos reportes en la literatura (Kaback y col., 2008), en
nuestros resultados obtuvimos 2 bandas que corresponden a OSX, las cuales migran a
un peso aproximado de 56kDa, lo que también se observa en las células Sa0S-2 que
fueron usadas como contral positivo de la técnica. Esto coincide con los resultados
obtenidos en un articulo publicado en el afio 2014, en el cual utilizan el anticuerpo
conira OSX del mismo fabricante usado en nuestro trabajo y donde obtienen 2 bandas
gue migran a un peso aproximado de 56kDa (Rashid y col., 2014). Este uitimo reporte
valida los resultados obtenidos en nuestra investigacién. Las células obtenidas de LPH
presentaron un aumento en la expresion de OSX al Dia 10 de cultivo en el tratamiento
con PPP, dicha expresion disminuye para los Dias 15 y 20. Por el contrario, en los
controles con SFB la expresién es similar entre los durante los Dia 5y 10 de cultivo la
que disminuye al dia 15 y 20 de cultivo en el control con SFB al 2,5% en presencia de
medio osteogénico con respecto a los ofros cultivos. Este aumento en la expresion de
0OSX en los cultivos con PPP se condice con reportes en la literatura, indicando que
las células de LLPH al aumentar la expresién de OSX se estan diferenciando a linaje
6seo (Huang y col., 2013). Asimismo, la disminucién en la expresion de OSX que
ocurre en los cultivos con PPP es necesaria para la diferenciacidn terminal a osteocitos
como se ha reportado en la literatura {Yoshida y col., 2012). Por lo tanto, las células de
LPH con los medios de diferenciacion osteogénica se estarian diferenciando

terminalmente a osteocitos. Este proceso de diferenciacién, evidenciado con la
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expresion de OSX, ocurre anticipadamente en las células tratadas con PPP con
respecto al SFB, lo cual confirma una aceleracion en €l proceso de diferenciacion.

La ultima proteina analizada fue OCN, que corresponde a una proteina no-colagena de
matriz extracelular relacionada con la union entre el calcio y la hidroxiapatita. Se la
considera como el marcador especifico de osteoblasto maduro mas abundante (Miron
& Zhang 2012). Las células de LPH presentaron una expresién similar de OCN en los
cultivos tratados con PPP y los controles con SFB al Dia 10 y 15 de cultivo, siendo
mayor la expresién de esta proteina al Dia 10 de cultivo. La expresién de OCN en los
cultivos de LPH indica la presencia de osteoblastos maduros en el proceso de
diferenciacién de estos cultivos primarios y la disminucién en la expresion de OCN
indicarian la diferenciacién terminal a osteocitos como se ha reportado en la literatura
{Huang y col., 2013)

Estos resultados, en su conjunto, ilustran de manera efectiva el proceso de
diferenciacion 6sea, en este caso, ocurrido en MSC’s obtenidas de LPH. Lo que se
evidencia, al observar en los cultivos tratados con PPP que al Dia 10 de cultivo la
disminucion en la expresion de FAL coincide con el aumento en la expresion de OSX y
con la expresion de OCN. Al mismo tiempo, la disminucién en la expresién de OSX al
Dfa 15 y la mantencién de la expresion de OCN indican la diferenciacion a ostecblastos

maduros y posiblemente a osteocitos.

6.4. El PPP acelera el proceso de diferenciacion ésea

Finalmente, el proceso de diferenciacién 6sea se vio acelerado en los fratamientos con
PPP con respecto a los controles con SFB. Este evento podria estar dado por los
diversos factores de crecimiento que favorecen los procesos de diferenciacién ésea y

angiogénesis presentes en el PPP, postulando a este plasma como una fuente
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autdloga de factores de crecimiento con potencial para su uso en ierapias de
regeneracion periodontal.

Nuestros datos se condicen con los resuliados de un trabajo realizado en el afio 2014,
en un modelo in vivo correspondiente a perros de raza beagle, donde el PPP indujo un
aumento en la regeneracion 6sea en alveolos de exiraccién de dientes a las 4
semanas post-tratamiento, a diferencia del PRP que indujo una regeneracién a las 8
semanas post-tratamiento que inclusive fue menor que la observada con el PPP

(Hateyama y col., 2014).

6.5. Perspectivas

En este trabajo se evalué el potencial que tiene el PPP para estimular la diferenciacion
osea de células de LPH. Sin embargo, ain no se conocen todos los factores de
crecimiento presentes en este plasma ni como estos factores actan para modular
dicha diferenciacion. Ademas, con [a finalidad de utilizar este plasma en terapias de
regeneracién de los fejidos periodontales, se hace necesario realizar experimentos en
modelos in vive que corroboren nuestros resultados y asi validen el potencial que tiene
el PPP para ser usado como terapia regenerativa.

Por ofra parte, es necesario evaluar el comportamiento de ofras proteinas participes
del proceso de diferenciacion osea tales como RUNX2, Coldgeno de Tipo |,
Osteopontina, entre otras, durante el tratamiento con PPP, lo que permitiria determinar
efectivamente como es que este plasma estimula la diferenciacién dsea de las células
de LPH ufilizadas, cudles son [as proteinas que modulan este estimulo y corroborar
efectivamenie si este proceso esta siendo acelerado con el estimulo de PPP.
Finalmente, asociado a la diferenciacion ésea, inducir la revascularizacién de los

tejidos periodontales es indispensable para el proceso de regeneracién de éstos
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tejidos. Por lo tanto, se hace necesario analizar si el tratamiento con PPP induce la

angiogénesis, para [o cual se requieren tanto experimentos in vifro como in vivo.
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7. CONCLUSIONES

» Se lograron obtener cultivos celulares de ligamento periodontal humano a partir de
terceros molares. Estas células cumplieron con los criterios minimos de MSC
establecidos por la ISCT. Ademas, de ser positivas para los marcadores como

STRO-1y CD146.

» El andlisis de la constitucién del PPP permitié dilucidar la presencia de factores de
crecimiento asociados a funciones fales como la proliferacion de células de LPH,
osteogénesis y angiogénesis, procesos indispensables para la regeneracién de los

tejidos periodontales.

e FEl fratamiento con PPP sobre las células obtenidas de LPH, permitid la
diferenciacion de estas células al linaje 6seo. Ademas, el PPP generd mayores
depésitos de calcio que su control con SFB, evidenciando la capacidad de este

plasma para promover dicha diferenciacion.

» El proceso de diferenciacion 6sea de las células de LPH fue acelerado con el
tratamiento con PPP, los depésitos de calcio a los 14 dias de culiivo fueron
mayores en el PPP que en sus controles tanto a los 14 dias como a los 21 dias de
cultivo. Ademas, proteinas tales como FAL y OSX se expresaron anticipadamente

con respecto a los controles tratados con SFB.
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Se logré establecer al PPP como una fuente autdloga de factores de crecimiento,
con la capacidad de inducir y al mismo tiempo acelerar la diferenciacion
osea/cemento de células de LPH en cultivos in vifro, [o que evidencia su potencial

uso en terapias de regeneracién periodontal.
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