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RESUMEN

La regeneraci6n de los tejidos periodontales constituye un gran desafio medico debido

a  su  potencial  reparativo  limitado.  El  uso  de  celulas  troncales  aisladas  del  Ligamento

Periodontal  Humano  (LPH)  surge  como  una  opci6n  para  la  regeneraci6n  de  estos

tejidos.   Sin   embargo,   es   necesario   conocer   los   factores   tr6ficos   que   modulan   la

proliferaci6n   y   diferenciaci6n   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  aut6noma,  asociado  a  celulas  o  asociado  a  matrices  tridimensionales.  EI

uso  de  plaquetas  aut6logas  concentradas  en   plasma   sangufneo   (Plasma   Rico  en

Plaquetas:   PRP)  surge  como  una  alternativa  para  estimular  la  reparaci6n  tisular  a

trav6s de la liberaci6n de grandes cantidades de factores de crecimiento presentes en

las  plaquetas  activas.  Al  preparar PRP  se  obtiene  una  segunda fracci6n  denominada

Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) que tambi6n posee factores de crecimiento, pero en

menor medida que el PRP.  Estudios clinicos e investigaciones con modelos /.n v/.vo han

reportado el uso de PPP y su potencial osteoinductivo en los tejidos periodontales.

Considerando  la  presencia  de  celulas troncales  en  el  LPH  y  la  capacidad  que tiene  el

PPP  como  material  osteoinductivo,  es  que  el  prop6sito  de  este trabajo fue  evaluar  la

diferenciaci6n  6sea/cemento  de  las  c6lulas  de  LPH  en  cultivos  i.n  vt.fro  y  el  efecto

estimulatorio  del  PPP  sobre  esta  diferenciaci6n  dado  por  los factores  de  crecimiento

presentes en este plasma.  En esta tesis se logr6 evidenciar en el PPP la presencia de

factores    de    crecimiento    involucrados    en    procesos    como    la    osteogenesis    y

angiogenesis,  los  cuales  son  esenciales  para  la  regeneraci6n  de  tejidos.  Igualmente,

se  logr6  demostrar  la  capacidad  del  PPP  para  promover  y  acelerar  el  proceso  de

diferenciaci6n 6sea/cemento de las celulas 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   /.n   v/.vo   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 i.n  vi.fro  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    ability    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  destrucci6n  de  los  tej.idos  que  dan  soporte  a  los

dientes,  incluso  en  sus  estadjos  mss  avanzados  conlleva  a  la  perdida  de  los  dientes

(MINSAL 2010;  OMS  2012).  La  regeneraci6n  o  la  capacidad  de reemplazar los tejidos

perdidos como consecuencia de esta enfermedad es un desaffo debido a la interacci6n

de  al  memos  tres  tejidos  diferentes  que  componen  el  soporte  periodontal:  ligamento

periodontal,  hueso  alveolar y cemento  (Pihlstrom  y col.,  2005;  Lindhe y  col.,  2008).  EI

potencial     reparativo     del     periodonto     particularmente     en     dientes     adultos     es

extremadamente  limitado,  por  lo  que  varios  esfuerzos  se  ham  hecho  para  acelerar  y

potenciar   la   regeneraci6n   con   el   prop6sito   de   mejorar   la   estabilidad   mecanica   y

fisiol6gica de los dientes afectados (Lin y col., 2009;  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 e]  [igamento  periodonta]  (Figura  1).  Su  principal  funci6n,

es  mantener la  integridad  masticatoria de  la  cavidad  oral,  dando  sosten  a  los  dientes

dentro de los maxilares   (Nanci & Bo§shard 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 sangufneos,  vasos  linfaticos  ni  celulas

nerviosas  y  es  depositado  durante toda  la  vida.  Una  de  sus  funciones  es  permitir  la

inserci6n  del  Iigamento  periodontal  a  trav6s  de  fibras  de  colageno  embebidas  en  su

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



El   hueso   alveolar  esta   compuesto   de   una   matriz  organica  que  es  fortalecida   por

dep6sitos  de  calcio.   El  95%  del  hueso  esta  constituido  por  Colageno  de  Tipo  I,   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  inserci6n  de fibras  de  colageno

desde  el  Ligamento  Periodontal,   permitiendo  el  sosten  de  los  dientes  en  el  alveolo

(Lindhe y col„  2008).

``\

FlgLira 1.  E8quoma IIustratlvo do componontos y o8tructura do los T®jldos Portodontalos on mamiferos.
G:   Gingiva  (Encla),   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

fibras   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,  distribuy6ndolas en  el  hueso alveolar,



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

2008).

1.2. C6lulas presentes en el ligamento periodontal

Existe una amplia variedad de   tipos celulares presentes en el  Ligamento  Periodontal,

principalmente     fibroblastos,      monocitos,      macr6fagos,      cementoblastos,      celulas

endoteliales,  celulas  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 comt]n que permitiria

mantener  los  tejidos  periodonta[es  y  faci]itar  su  regeneraci6n  ante  posibles  injurias  a

patologias.  En linea con este planteamiento.  desde el aFio 2004 se encontraron c6lulas

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   celulas

troncales  mesenquimaticas  o  MSC  (del  ingles,  Mesenchyma/ Stem  Ce//s)  son  celulas

multipotenciales de origen  mesod6rmico que se encuentran en  el estroma de distintos

tejidos del organismo,  por ejemp]o,  medula 6sea,  grasa,  Iiquido amni6tico,  endometrio,

cord6n  umbilical,  entre  otros  (Troyer D.  L.  & Weiss  M.  L.  2008).  Estas  celulas  poseen

las   caracterlsticas   descritas   para   otras   poblaciones   de   celulas  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

poblaci6n  celular  heterog6nea  y  actualmente  no  existe  un  marcador  especlfjco  que

permita  identificarlas,  por  lo  cual  la  Sociedad  lnternacional  de  Terapia  Celular  (lscT,

International  Society of Cellular Therapy) determin6 los caTacteres minirnos para ser

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



Estos criterios son:

- Adherencia al plastico y morfologia fibroblastoide.

- Expresi6n especifica de ciertos-Antigenos de superficie.

-  Potencial  de  diferenciaci6n   (capacidad  de  diferenciaci6n  a  linaj.e  6seo,  adiposo  y

condrogenico t.n vt.fro/.

Por lo tanto estas celulas deben adherirse a la superficie de cultivo y deben presentar

expresi6n    de    los    antfgenos   de    superficie,    CD105    (Endoglina),    CD73    (Ecto    5'

Nucleotidasa)  y  CD90  (Thy-1).  Asimismo,  la  ausencia  de  expresi6n  de  las  proteinas

CD45      (Marcador      de      Pan-leucocitos),      CD34      (Marcador      de      Progenitores

hematopoy6ticos   y   endoteliales),   CD14   a   CDllb   (Marcadores   de   Monocitos   y

macr6fagos),   CD79a   o   CD19   (Marcadores   de   C6lulas   a)   y   HLA   (Mol6culas   del

Complejo  de  Histocompatibilidad)  de  clase  11.  Por dltimo,  las  MSC  deben  ser capaces

de  diferenciarse  al  menos  a tres  linai.es  mesenquimales:  6seo,  adiposo y cartilaginoso

en condiciones estandar de diferenciaci6n (Dominici y col„ 2006).

Ademas  de  los  marcadores  indicados  por  la  lscT,  existen  otros  marcadores  para

identificar  celulas  troncales  en   el   ligamento   periodontal,   entre  estos   se  encuentra

STRO-1  (expresada por MSC de m6dula 6sea humana) y MUC18/CD146  (mol6cula de

adhesi6n  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  biol6gicos que ocurren en  la  regeneraci6n tisular,  incluida  la

regeneraci6n  periodontal,  los  factores  de  crecimiento  juegan  un  papel  importante  ya

que    modulan     la     proliferaci6n,    diferenciaci6n    y    migraci6n     celular,     incluido    el



reclutamiento  de  celulas  troncales  y/o  progenitoras  al  sitio  receptor  (Hynes  y  col.,

2012).

La  reparaci6n  de  heridas  requiere  de  la  activaci6n  de  las  plaquetas  y  por  lo  tanto  la

liberaci6n   de  los  factores  de   crecimiento  que  se  encuentran   contenidos   en   estas

(Murphy y  col.,  2012).  Las  plaquetas  son  fragmentos citoplasmaticos  a-nucleados que

derivan  de  los  megacariocitos  de  la  medula  6sea  con  un  diametro  entre  2  y  3  urn.

Contienen gran  cantidad de gfanulos,  denominados granulos-a,  de estructura esferica

u  oval,  formados por una tinica membrana que almacenan  las isoformas del factor de

crecimiento  derivado  de  las  plaquetas  (PDGF-AA,  PDGF-BB y  PDGFAB),  el  factor de

crecimiento  transformante  P  (TGF-Pl   y  TGF-P2),   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   gfanulos-a   §e   fusionan   con   la   membrana   plaquetaria   luego   de   su

activaci6n  liberando  los  factores  de  crecimiento  contenidos  en  ellos  (GaBling  y  col.,

2009;  Anitua y col.,  2013a).

A la fecha, diversas formulaciones sangulneas, derivadas desde el mismo paciente, se

han  utilizado  para  medicina  regenerativa  ya  sea  de  manera  aut6noma,  asociado  a

celulas  o  asociado  a  matrices  tridimensionales  (Marx  y  col.,   1998;  Andia  &  Rubio-

Azpeitia 2014).

Las  primeras descripciones  respecto al  desarrollo y uso  del  PRP  ocurren  en  los afros

90's.  Previo  al  uso  de  PRP el enfoque estaba en  desarrollar "pegamentos biol6gicos"

denominados "Pegamentos de  Fibrina Aut6loga" que fueron  usados  primeramente en

cirugias  maxilofaciales  (Marx  y  col.,1998).  Posterior  al  uso  de  estos  pegamentos  se

explor6 Ia opci6n de secuestrar y concentrar plaquetas aut6logas en plasma sanguineo

(Plasmas Ricos en Plaquetas),  analizando su composici6n y utilizandolo para aumentar



la regeneraci6n 6sea en mandibulas mediada por matrices.  El usa de PRP asociado a

matrices   permiti6   acelerar  el   proceso  de  regeneraci6n  en   comparaci6n  al   uso   de

matrices  sin  plasma,  debido  en  parte  a  la  presencia  de  PDGF  y TGF-P,  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).

Par lo tanto,  el  PRP se define coma  una fracci6n  sanguinea  con  un  alto  contenido  de

plaquetas (3 a 4 veces mss que los niveles basales), que puede ser activado mediante

la  adici6n  de  trombina  y  calcio,  y  que  ha  sido  diseFiado  para  estimular  la  reparaci6n

tisular  a  traves  de  la  liberaci6n  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 mitog6nico y migratorio  para  las  MSC

de    medula    6sea,    osteoblastos,    fibroblastos   gingivales   y    celulas    de    ligamento

periodontal (Graziani y col., 2006;  Creeper y col., 2009;  Caceres 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  proliferaci6n  de  celulas  de  la

c6rnea  y  la  regeneraci6n  de  este  tejido  luego  de  heridas  por foto-ablaci6n  con  laser

(Anitua  y  col.,  2013b).  Ademas,  el  PRP  tiene  efectos  positivos  sobre  la  regeneraci6n

del  nervio  ciatico,  Io  que  permite  recuperar  la  capacidad  motora  en  ratones  (Ktl?uk  y

col.,  2014). Tambi6n,  el  PRP se ha  utilizado para  promover la  angiogenesis en  c6Iulas

troncales de pulpa dental humana y en c6lulas progenitoras endoteliales,  en  donde los

resultados obtenidos con  el PRP son  mejores que al usar Suero Fetal  Bovino  (Li y col.,

2014).



En  el  campo  de  lesiones  articulares,  el  PRP  mantiene  el  fenotipo  y  el  potencial  de

diferenciaci6n de condrocitos en t6rminos de proliferaci6n,  sintesis de proteoglicanos y

colagenos  de  tipo  11  (Kabiri  y  col.,  2014).  Ademas,  el  uso  intra-articu[ar  de  PRP  en

asociaci6n  con  acido  hialur6nico  regenera  roturas  en  los  meniscos  y  disminuye  la

inflamaci6n   en   pacientes   con   osteoartritis   (Chen   y  col.,   2014).   Tambien,   el   PRP

promueve la recuperaci6n a corto y largo plazo en  lesiones tales como la tendinopatfa

patelar (Jeong y col., 2014) y en el ligamento rotor del hombro (Randelli y col., 2014).

Finalmente,  tambien  se  ha  utilizado  PRP  para  promover  la  regeneraci6n  6§ea.  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  resultados  contradictorios  al

utilizar  PRP  en  la  regeneraci6n  6sea.  Estos  resultados  ocurren  mayoritariamente  por

diferencias en la preparaci6n del PRP y, por ende, en la concentraci6n final de factores

de  crecimientos.   Es  por  esta  raz6n  que  no  se  han  logrado  definir  concentraciones

6ptimas de PRP para promover la regeneraci6n y cicatrizaci6n de heridas (Griffin y col.,

2009;  Eskan  & Greenwell 2011 ;  Kabiri y col.,  2014).

Ademas,  estos  resultados  contradictorios  llevan  a  la  bt]squeda  de  nuevas fuentes  de

factores  de  crecimiento  que  puedan  ser  utilizadas  en  regeneraci6n.  Al  separar  las

fracciones  sangulneas  de  donde  se  obtiene  el  PRP,  tambi6n  se  puede  obtener  una

segunda  fracci6n  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  cicatrizaci6n  de  heridas,   ademas  de  la  proliferaci6n  y

migraci6n  de  c6lulas troncales  de  medula  6sea  (Creeper y  col.,  2009;  Caceres y  col.,

2011;  Murphy y col„  2012).



Reportes  en  la  literatura  muestran  que tanto  el  PRP,  como  el  PPP  producen  efectos

similares  en   la  estimulaci6n  de   la   respuesta  de  reparaci6n  tisular  en  fibroblastos,

incluyendo  la  contracci6n  de tejido  de granulaci6n,  migraci6n  celular,  remodelaci6n  de

actina,  diferenciaci6n  miofibroblastica  y  producci6n  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,  s6Io dos estudios /.n v/.vo se destacan  por utilizar PPP y han mostrado que podria

promover la regeneraci6n de defectos 6seos en  la cavidad  bucal.  Un estudio clinico del

afio 2010 mostr6 que el  PPP posee la misma eficacia que el  PRP en  la reparaci6n de

defectos  periodontales  intra-6seos  (Yilmaz y col„  2010).  Adema§,  un  segundo  estudio

/.n  v/'vo,  del  afro  2014  realizado  en  perros  Beagle,  mostr6  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  extracci6n  de  dientes,   generando  mejores

resultados que el PRP (Hateyama y col., 2014).

Por lo tanto,  la utilizaci6n de plasma sanguineo rico o pobre en plaquetas,  como fuente

aut6loga   de   factores   de   crecimiento,   provee   una   aproximaci6n   biol6gica   para   la

estimulaci6n y aceleraci6n de la regeneraci6n tisular.

1.4. Diferenciaci6n Osea y Angiog6nesis

El  desarrollo  del  sistema  esquel6tico  es  un  proceso  complejo,  con  un  control  preciso

sobre  la  formaci6n  6sea,  crecimiento  y  re-modelamiento  del  mismo  a  lo  largo  de  la

vida.   Durante   el   desarrollo   embrionario   el   hueso   se   forma   de   dos   maneras:   la

osificaci6n  intramembranosa  (que  da  origen  al  craneo  y  la  pelvis,  entre  otros)  y  la

osificaci6n  endocondral  (que  da  origen  a  hueso  largos,  cortos  e  irregulares)  los  que



ocurren   en   proximidad   al   crecimiento   vascular   (Kanczler   &   Oreffo   2008).   Para   la

formaci6n  6sea y su  mantenci6n a  lo  largo de  la vida,  se  requiere  un  balance  preciso

entre osteoblastos (celulas que generan  la  matriz mineralizada)  y osteoclastos  (c6lulas

que absorben  hueso) (Miron & Zhang 2012;  Liu & Lee 2013).

Para   que   ocurra   la   osificaci6n   intramembranosa   es   necesario   el   compromiso   y

diferenciaci6n de  MSC a  linaje 6seo,  es asi que este proceso involucra a  progenitores

6seos,     pre-osteoblastos,    osteoblastos,    osteoblastos    maduros,    osteocitos    y    la

mineralizaci6n   de   la   matriz   extracelular   (Miron   &   Zhang   2012;   Liu   &   Lee   2013).

Asimismo,  se ha reportado que este proceso de diferenciaci6n 6sea se ve influenciado

por  un  gran   ndmero  de  agentes  tales  como,  factores  de  crecimiento,  factores  de

transcripci6n,  citoquinas,  metabolitos  y  hormonas,  siendo  comandado  principalmente

por  el  Factor  de  Transcripci6n  relacionado  a  Runt  (RUNX2),  que  es  considerado  el

factor  de  transcripci6n  maestro  de  la  diferenciaci6n  de  MSC  a  osteoblastos  (Miron  &

Zhang  2012;  Liu  &  Lee 2013).

Existe  un  segundo  factor  de  transcripci6n  llamado  Osterix  (OSX),  el  cual  es  esencial

para  la  diferenciaci6n  de  osteoblastos,  que  es  inducido  por  Proteinas  Morfogeneticas

6seas (BMPs),  no obstante se encuentra regulado por RUNX2 (Liu & Lee 2013).
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Flgura 2.  E§quoma do los marcadoros pars MSC's, pre®Stooblastos, o8tooblaeto maduro y ostooc[to, duranto
la  dlforonclacl6n  a  ostooblasto  y  ostcoclto.  Se  ilustran  log  niveles  de  expresi6n  de  los  principales  marcadores
celulares en las diferentes etapas de la diferenciaci6n dsea.  Imagen modifLcada de Miron & Zhang 2012



En  la  diferenciaci6n  6sea  (Figura 2),  RUNX2  regula  la  expresi6n  de  la  mayor cantidad

de  proteinas  de  matriz  tales  como  sialoproteina  6sea,   osteocalcina  y  comanda   la

diferenciaci6n de c6lulas troncales hacia osteoblastos  (Miron  & Zhang 2012;  Liu  &  Lee

2013).

Los progenitores 6seos diferenciados parcialmente a pre-osteoblastos,  se caracterizan

por   una    alta   expresi6n    de    Fosfatasa   Alcalina    (FAL).    Esta   enzima   participaria

activamente  en  los  estadios  tempranos  de  la  diferenciaci6n  6sea,  liberando  fosfatos

inorganicos   que   serviran   en   la   generaci6n   de   la  fase   inorganica   del   tejido   6seo,

ademas  de  detener [a  inhibici6n  de  [a  formaci6n  de  crista]es  de  hidroxiapatita.  Es  por

esta  raz6n  que  se  la  considera  como  un  marcador  temprano  de  diferenciaci6n   a

osteoblastos (Vvhyte y col.,  2002). Ademas,  estas celulas comienzan  con  la producci6n

de  Colageno  I,  protefna  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   producci6n   de   sialoproteina   6sea   y   comienza   con   la

producci6n  de  osteocalcina.  La  sialoproteina  6sea  es  una  proteina  no-colagena  que

forma  parte  de  la  matriz  extracelular  6sea,  esta  se  une  al  Colageno  I  y  nuclea  la

formaci6n  de  cristales  de  hidroxiapatita  (fase  inorganica  del  hueso)  (Miron  &  Zhang

2012;  Liu &  Lee 2013).

Una vez que el  osteoblasto  madura,  esta c6lula  comienza  a  producir la fase organica

del   hueso  denominado  osteoide.  Asimismo  aumenta  la  expresi6n  de  Osteocalcina

(OCN),  que  corresponde  a  una  proteina  no-colagena  de  matriz  extracelular  que  esta

envuelta en la union entre el calcio y la hidroxiapatita, y se considera como el marcador

especifico   de   osteoblasto   maduro   mss   abundante.   Fjnalmente,   cuando   la   matriz
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envuelve  al  osteoblasto  maduro,  6ste  se  diferencia  terminalmente  a  osteocito,   que

corresponde  a  la  c6lula  que  regula  el  re-modelamiento  6seo  y  cuya  diferenciaci6n

terminal es inhibida por RUNX2 (Miron & Zhang 2012;  Liu & Lee 2013).

Como ya sefialado, se ha  reportado que factores de crecimiento tales como los BMPs

pueden  influenciar  positivamente  en  la  diferenciaci6n  de  osteoblastos.  Tambien  los

Factores de Crecimiento derivado de las Plaquetas (PDGF) generan un aumento en  la

proliferaci6n   y   en   la   expresi6n   de   marcadores   osteblasticos   como   colageno   y

osteocalcina (Miron & Zhang 2012).

El  hueso  es  un  tejido  altamente vascularizado  que  depende  de  la  estrecha  conexi6n

espacio-temporal  entre  los  vasos  sanguineos  y  las  celulas  6seas  para  mantener  la

integridad  6sea.    Existe  una  invasi6n  de  capilares  en  la zona  mesenquimal  durante  la

osificaci6n   intramembrano§a,   mientras   que   durante   la   osificaci6n   endocondral,   el

acoplamiento  entre  la  condrogenesis  y  la  osteogenesis  que  determinara  la  tasa  de

osificaci6n del hueso depende del nivel de vascularizaci6n de la placa de crecimiento.

Ademas, en fracturas es esencial la invasi6n de capilares a la regi6n lesionada,  lo que

permite  el  ingreso  de  celulas  mesenquimales,  para  que  asi  una  vez  regenerada  la

lesi6n  (formaci6n  de  Callo)  este  hueso  pueda  ser  remodelado,  acompafiado  de  un

proceso de angiogene§is,  recuperando el suministro sanguineo normal.

Por  lo  tanto,  la  angiogenesis juega  un  papel  fundamental  en  el  desarrollo  del  hueso  y

en   la   reparaci6n   de  fracturas   6seas.   Es   asi   que   diversas   formulaciones   se   han

empleado  en  el  desarrollo  de  ingenieria  de  tejidos  6seos.  Sin  embargo,  una  red  de

vasos sanguineos activos es un pre-requisito esencial para que estos sobrevivan y se

integren con el tejido hu6sped existente (Kanczler & Oreffo 2008).

in



1.5. Celulas Troncales de LPH y PRP y/o PPP.

EI uso del PRP ha sido ampliado a diversos tejidos,  incluidos los tejidos orales, a pesar

de esto,  el  uso  de  PRP en  celulas de  LPH es poco conocido.  Un  estudio del  afio 2014

utiliz6  una  mezcla de  PRP y c6lulas troncales de  LPH  para  promover la  regeneraci6n

6sea   tanto   /.n   v/.fro   como   /.n   v/.vo,   obteniendo   como   resultado   un   aumento   en   la

producci6n  de  matriz  extracelular  en  estas  c6lulas  tratadas  con  PRP  con  respecto  a

c6lulas  no  tratadas  (Xu  y  col.,  2014).  Sin  embargo,   al  dia  de  hoy  pocos  estudios

involucran el uso de PPP como fuente de factores de crecimiento y su aplicaci6n sobre

c6lulas de LPH.

Por  lo  tanto,  debido  a  la  compleja  composici6n  de  las  fracciones  plaquetarias  y  sus

diferentes  formas  de   preparaci6n,   se   hace   necesario   realizar  mas   estudios   para

dilucidar su funci6n en  la  regeneraci6n y cicatrizaci6n de  heridas,  incluyendo su  efecto

sobre  las  poblaciones  celulares  del  LPH.  Ademas,  se  requiere  evaluar la  composici6n

del PRP y/o PPP, para precisar su posible uso como fuente de factores de crecimiento,

en la expansi6n /.r} v/.fro, en la diferenciaci6n de celulas troncales/progenitoras de LPH y

finalmente en la regeneraci6n periodontal.

El  uso  de  celulas troncales  y/o  progenitoras  en  la  regeneraci6n  periodontal  implica  la

necesidad  de  obtener una  gran  cantidad  de celulas  a  partir del tejido  donante,  por lo

que es esencial aumentar el ntimero de celulas i.ri vt.fro (Martinez y col., 2011).

Una  segunda  limitante  en  el  uso  de  celulas  troncales  en  la  regeneraci6n  periodontal

radica  en  la  necesidad  de realizar cultivos /'n  v/'fro para la expansi6n  de dichas  c6Iulas,

en donde, se necesita el uso de medios de cultivo que requieren productos xen6genos

(que  provienen  de  una  especie  diferente)  o  heter6logos,  como  por ej.emplo,  el  Suero

Fetal  Bovino.  Este  tipo  de  sueros  podrfan  no  estar  libre  de  pat6genos,  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  c6lulas  troncales  de  LPH  como  posible terapia  celular se

requiere,  en  primer  lugar,  identificar  los  factores  que  modulan  su  proliferaci6n  y  su

diferenciaci6n  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  podr[a  favorecer  la

diferenciaci6n    6sea/cemento   de   celulas   troncales   de    LPH,    emulando    al    PRP,

permitiendo su uso en terapias de reconstrucci6n periodontal.



2. HIP6TESIS

EI Plasma  Pobre en  Plaquetas (PPP) promueve la diferenciaci6n 6sea/cemento de las

c6Iulas troncales/progenitoras de Ligamento Periodontal Humano.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar   el   efecto   del   Plasma   Pobre   en   Plaquetas   (PPP)   en   la   diferenciaci6n

6sea/cemento   de   las   C6lulas   Troncales/Progenitoras   del    Ligamento    Periodontal

Humano.

3.2. Objetivos Especificos

1. -Caracterizar los cultivos celulares obtenidos a partir de LPH.

2. - Evaluar la presencia de Factores de Crecimiento y Citoquinas en el PPP.

3. - Evaluar la diferenciaci6n al linaje 6seo/cemento de las c6lulas 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, Trueline®).

-Cubre-objetos Plasticos 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,

HycIone®).

-Medio de Cul{ivo STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation (#A10071-01,  Gibco).

-Suero  Fetal Bovino  (SFB)  (#04-121-1a,  Biological  Industries).

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

- Tamp6n Fosfato Salino (PBS) (#SH30256.02,  Hyclone®).

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

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

4.1.3. Materiales utilizados para Histologia

-Hematoxilina de Mayer (#008011,  lnvitrogen).

-Azul Alcian (#1016470500,  Merck).

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

-Rojo Alizarina (#1062780025,  Merk).
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-Su§trato para Fosfatasa Alcalina BCIP/NBT (#81911,  Calbiochem).

- Medio de Montaje Acuoso Aquatex (#1.08562.0050,  Merck).

-Paraformaldehido (#A3813.0250, Applichem®)

-Formaldehido 37% (#1.04003.1000,  Merck)

4.1.4. Materiales utilizados para lnmuno-fluorescencia

-  DAPI  (4',6-diamidino-2-fenilindol)  (#D3571,  lnvitrogen).

-Medio de Montaje Fluoromont (#17984-25, Electron Microscopy).

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

4.1.5. Materiales utilizados para Western BIot

- Ortovanadato (#S6508, Sigma).

-lnhibidor 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 radiogfaficas (#EVYAU, Agfa).

-10X Tamp6n TG-SDS (#US19015,  Calbiochem).

4.1.6. Cultivos Celulares

Se utilizaron los siguientes cultivos celulares:

- Cultivos Primarios de Celulas de Ligamento Periodontal Humano (LPH).

- Linea Celular de Osteosarcoma Humano, Saos-2.
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4.1.7. Materiales para la obtenci6n y manipulaci6n del Plasma Pobre en Plaquetas

-Se us6 el Kit GPS® Ill  Platelet Concentration System (#800-100 4A,  Biomet Biologics)

para la obtenci6n de Plasma rico y Pobre en plaquetas.

-   Kit   Custom   C-Series   Human   Antibody  Array   (#AAH-CUST-M,   RayBiotech)   para

determinar los factores de crecimiento presentes en el Plasina.

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

BD9 para determinar citoquinas inflamatorias presentes en el Plasma.

4.1.8. Cuantificaci6n de Calcio

-   Se   us6   el   Kit   el   Calcium   Colorimetric  Assay   Kit   (#K380-250,   Biovision)   para   la

medici6n de la concentraci6n de calcio (Llg/mL) en los cultivos.

4.1.9. Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

-    Anti-STRO-1      (abl02969),     Anti-CD146     (ab75769),     Anti-Osteocalcina      (OCN)

(abl33612),     Anti-Osterix     (OSX)      (ab94744),     Anti-Fosfatasa     Alcalina     (FAL)

(abl08337)  y  Anti-Actina  Beta  (ACT)  (ab8226)  todos  de  Abcam  (San  Francisco,

California,  USA).

-    Anti-Tubulina       Beta       (TUB)       (PA5-16863)      de      Thermoscientific      (\/Valtham,

Massachusetts, USA).

-    Anti-CD146   FITC  (#130-092-851),  Anti-CD45  PE  (#130-080-201),  Anti-CDllb-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    lgM    AlexaFluor®    488    (abl50121),    Anti-Rabbit    lgG    (H&L)     HRP

(ab97051)   y   Anti-Mouse   lgG   (H&L)   HRP   (97023)   de   Abcam   (San   Francisco,

California,  USA).

-    Anti-Rabbit lgG 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  sistemicamente  sanos,  entre  18  y  24

afros,  previa firma de un consentimiento informado, aprobado por el Comite de Etica de

la Facultad de Medicina,  Pontificia Universidad Cat6lica de Chile.

Se  tomaron  fragmentos  de  tejido  de  Ligamento  Periodontal  Humano  (LPH)  del  tercio

medio  radicular,  denominados  explantes,  de  los cuales  se  cultivaron  celulas  en  medio

DMEM,   suplementado   con   Suero   Fetal   Bovino   (SFB)    10%,   Penicilina   100U/mL,

Estreptomicina  100Lig/mL y Anfotericina a 0,25g/mL (Martinez y col., 2011).  Las celulas

fueron  incubadas  a  37°C  con  5%  de  C02.  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 celulas entre los sub-cultivos 2 y 6.

4.2.2. Caracterizaci6n Celular

4.2.2.1. Citometria de Flujo

Las celula§ de LPH obtenidas fueron caracterizadas mediante citometria de flujo segdn

los   criterios   establecidos   por   la   Sociedad   lnternacional   de   Terapia   Celular   para
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determinar  la  presencia  de  MSC,  Ios  que  incluyeron  la  expresi6n  de  CD73,  CD105  y

CD90 y la ausencia de expresi6n de las proteinas CD34,  CD45, CD79,  CDllb y CD14

(Dominici  y  col.,  2006).  La  citometria  de  fluj.o  se  llev6  a  cabo  segdn  Martinez  y  col.,

2011;  Xu y col.,  2009.

4.2.2.2. Inmuno-fluorescencia

Las  celulas  de  LPH  obtenidas  fueron  caracterizadas  mediante  inmuno-fluorescencia

evaluando  la  expresi6n  de  los  marcadores  de  MSC  STRO-1   y  CD146.   Las  c6Iulas

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 soluci6n de  bloqueo  (PBS suplementado

con   Albdmina   de   Suero   Bovino   al   1%)   y   posteriormente   se   incubaron   con   los

anticuerpos  primarios Anti-STRO-1  (1:30) y Anti-CD146  (1 :50) en soluci6n de  bloqueo.

Luego  de  tres  lavados  con   PBS   las  celulas  fueron  incubadas  con   los  anticuerpos

secundarios correspondientes Anti-Mouse  lgM AlexaFluor® 488 y Anti-Rabbit lgG  Cy3.

Finalmente,  se  realiz6  la  tinci6n  nuclear  con  DApl  y fueron  montadas  en  portaobjetos

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

4.2.2.3. Diferenciaci6n Osea/cemento

Las  celulas  de  LPH  fueron  sembradas  a  una  densidad  de   15.000  celulas  en   una

superficie  de  1,3cm2  (cubre-objetos  plasticos tratados  para  cultivo  celular),  las  cuales

fueron  incubadas  durante  21  dias  con  medio  osteogenico  (DMEM  suplementado  con

SFB  al   10%,   Dexametasona  0,1uM,   B-glicerolfosfato  10mM  y  Acido  L-Asc6rbico  2P

50ug/mL,  Penicilina  100U/mL,  Estreptomicina  100ug/mL y Anfotericina  a 0,25g/mL).  El

medio  de  cul{ivo  fue  cambiado  cada  dos  dias.  Como  control  negativo  se  us6  medio
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DMEM suplementado con  SFB al  10% y Penicilina  100U/mL,  Estreptomicina  100ug/mL

y Anfotericina 8 0,25g/mL).

Para evaluar la diferenciaci6n 6sea,  las c6lulas fueron fijadas con formalina buffer  y se

tiFieron  con  Rojo Alizarina  para  visualizar los  dep6sitos de  calcio,  simultaneamente  se

evalu6  la  actividad  de  Fosfatasa  Alcalina  mediante  la tinci6n  BCIP/NBT.  Brevemente,

las celulas 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  ajust6  el  pH  a  4,2  con  amoniaco  0,1%,  se  filtr6  con  un  filtro  de  nitrocelulosa  de

0,2Llm   y   se   almacen6   a   temperatura   ambiente   en   oscuridad)   durante   lhora   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. Diferenciaci6n Adipog6nica

Las  celulas  de  LPH  fueron  sembradas  a  una  densidad  de   15.000  celulas  en   una

superficie  de  1,3cm2  (cubre-objetos  plasticos  tratados  para  cultivo  celular),  las  cuales

fueron  incubadas  durante  21  dias  con  medio  adipogenico  (DMEM  suplementado  con

SF810%,    Dexametasona    luM,    lndometacina    100uM,    lsobutilmetilxantina   0,5mM,

lnsulina   10ug/mL  y   Penicilina   100UmL,   Estreptomicina   100ug/mL  y  Anfotericina   8

0,25g/mL). El medio fue cambiado cada dos dias y como control negativo se us6 medio

DMEM suplementado con SFB al  10%

Para evaluar la diferenciaci6n al tejido adiposo, las c6lulas fueron fijadas con Formalina

Buffer y tefiidas  con  una  soluci6n  de trabajo  de  Rojo Aceite.  Brevemente,  se  prepar6
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una  soluci6n  stock  a  una  concentraci6n  de  8,6mM  (se  disolvieron  350mg  de  Rojo

Aceite disueltos  en  100mL de  lsopropanol  la soluci6n se agit6 durante toda  la  noche y

se  filtr6  con  un  filtro  de  nitrocelulosa  de  0,2|Jm).  La  soluci6n  de  trabajo  fue  obtenida

mezclando  6mL  de  la  soluci6n  stock  con  4mL  de  Agua   Bidestilada,   la  mezcla  se

mantuvo  20  minutos  a  temperatura  ambiente  y  se  filtr6  nuevamente  con  un  filtro  de

nitrocelulosa de 0,2um.  Las celulas fueron incubadas con la soluci6n de trabajo durante

1  hora a temperatura ambiente.  Posteriormente las c6lulas fueron lavadas 3 veces con

PBS,  contra-coloreadas  con  Hematoxilina  de  Mayer  durante  4  minutos,  lavada§  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. Diferenciaci6n Condrog6nica

Las  celulas  de  LPH  fueron  sembradas  a  una  densidad  de  50.000  c6Iulas  en  una

superficie  de  1,3cm2  (cubre-objetos  plasticos tratados  para  cumvo  celular),  las  cuales

fueron   incubadas  durante  21   dias   con   medio  condrogenico   STEMPRO®,   que  fue

cambiado  cada  dos  dias.  Coma  control  negativo  se  us6  medio  DMEM  suplementado

con  SFB  al  10%  con  Penicilina  100U/mL,  Estreptomicina  100ijg/mL  y  Anfotericina  a

0,25g/mL.

Para  evaluar  la  diferenciaci6n  condrogenica,  las  celulas  fueron  fijadas  con  Formalina

Buffer  y  tefiidas  con  Azul  Alcian.   Las  celulas  fueron  lavadas  3  veces  con   PBS  e

incubadas   con   400uL   de   Azul   Alcian   durante   1    hora   a   temperatura   ambiente.

Finalmente,  fueron  lavadas  y  montadas  en  porta-objetos  de  vidrio  con  el  media  de

montaje Aquatex (Crisan y col„ 2008;  Martinez y col., 2011).
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4.2.3. Obtenci6n de Plasma Pobre en Plaquetas (PPP)

Se  obtuvo  sangre  venosa  de  donantes  sistemicamente  sanos  (20  a  25  afros)  previa

firma de  un  consentimiento  informado,  aprobado por el  Comite de  Etica de la  Facultad

de Medicina,  Pontificia  Universidad  Cat6lica de  Chile.  Se utiliz6 el  Kit GPS® Ill  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  activaci6n  de  las  plaquetas  con

cloruro  de  calcio  (Cac12)  al  10%  y  1,5mL  de  Trombina  Aut6loga.  Posteriormente  se

incub6  durante  1   hora  a  37°C,  las  fracciones  fueron  agitadas  en  vortex  durante  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  lmL (Caceres y col., 2011).  En este trabajo fueron analizados PPP de

4 donantes diferentes.

4.2.4. Analisis de la Composici6n de PPP

Los   sobrenadantes   de   PPP   obtenidos   fueron    evaluados    mediante    un    analisis

prote6mico  para  establecer  la  presencia  de  44  citoquinas  y  factores  de  crecimiento,

utilizando  el  Kit  Custom  C-Series  Human Antibody Array que  incluy6  anticuerpos  para

las siguientes proteinas: Amfiregulina (AR),  Factor de Crecimiento  Fibroblastico  Basico

(bFGF),    Factor   de   Crecimiento    Nervioso    Beta    (b-NGF),    Factor   de   Crecimiento

Epidermico (EGF),  Receptor del Factor de Crecimiento  Epidermico  (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   Neurotr6fico   Glial   (GDNF),    Factor   Estimulante   de

Colonias de  Macr6fagos  Granulocitos (GM-CSF),  Factor de Crecimiento Tipo  EGF con

union a  Heparina  (HB-EGF),  Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF),  Protefna de
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Union  1  al Factor de Crecimiento similar a la  insulina (lGFBP-1),  Proteina de Uni6n 2 a

Factor de Crecimiento similar a  la insulina  (IGFBP-2),  Proteina de  Uni6n  3 a  Factor de

Crecimiento   similar   a   la   insulina   (lGFBP-3),    Protefna   de   Uni6n   4   a   Factor   de

Crecimiento   similar   a   la   insulina   (lGFBP-4),    Protefna   de   Uni6n   6   a   Factor   de

Crecimiento similar a la insulina (lGFBP-6),  Factor de Crecimiento similar a la insulina  1

(lGF-1),  Receptor Soluble  del  Factor de  Crecimiento  similar a  la  insulina  1([GF-1  sR),

Factor de Crecimiento similar a la insulina 2 (lGF-2),  Factor Estimulador de Colonias de

Macr6fagos (M-CSF),  Receptor del  Factor Estimulante de Colonias de  Macr6fagos (M-

CSF   R),   Neurotrofina   3   (NT-3),   Neurotrofina  4   (NT-4),   Receptor  a  del   Factor  de

Crecimiento   Derivado   de   las   Plaquetas   (PDGF   Ra),   Receptor   P   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  ap

(PDGF-AB),  Factor  de  Crecimiento  Derivado  de  las  Plaquetas  88  (PDGF-BB),  Factor

de Crecimiento Placentario (PLGF),  Factor de Crecimiento de Celulas Troncales (SCF),

Receptor   del   Factor   de   Crecimiento   de   Celulas   Troncales   (SCF   R),   Factor   de

Crecimiento  Transformante Alfa (TGFa),  Factor de  Crecimiento Transformante  Beta  1

(TGFB1),  Factor de Crecimiento Transformante Beta 2  (TGFP2),  Factor de Crecimiento

Transformante Beta 3 (TGF83),  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),  Prote[na  Morfogenetica  6sea  7  (BMP-7),   Proteina

Morfogenetica   6sea  4   (BMP-4),   N-Terminal  de  Sonic  Hedgehog   (Shh-N).   Para   la

visualizaci6n   de   estas   proternas   se   siguieron   las   instrucciones   del   fabricante   y

finalmente,   los   resultados   obtenidos  fueron   visualizados  en   peliculas   radiograficas

utilizando el sustrato quimioluminiscente del kit usado.
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lgualmente  se  evalu6  la  presencia  de  Citoquinas  lnflamatorias  mediante  un  arreglo

para   citometria   de   flujo   utilizando   el   Kit   Human   Inflammatory   Cytokine   Kit   BDTM

Cytometric Bead Array (CBA)  que  incluye:  lnterleucina-8  (lL-8),  Interleucina  1  Beta (lL-

1P),  lnterleucina  6  (IL-6),  lnterleucina  10  (lL-10),  Factor de  Necrosis  Tumoral  (TNF)  e

lnterleucina  12p70  (lL-12p70).

4.2.5. Efecto del PPP durante la diferenciaci6n 6sea/cemento

Las  c6lulas  de  LPH  fueron  sembradas  a  una  densidad  de  15.000  celulas  en   una

superficie  de  1,3cm2  (cubre-objetos  plasticos  tratados  para  cultivo),  las  cuales  fueron

incubadas   durante   21    dias   con    medio   osteogenico    (Dexametasona   0,1uM,    8-

glicerolfosfato     10mM     y    Acido     L-Asc6rbico    2P     50ug/mL,     Penicilina     100U/mL,

Estreptomicina   100ug/mL   y   Anfotericina   a   0,25g/mL),   suplementado   con   PPP   a

diferentes concentraciones:  2,5%,  5% y  10%.  Como  control  se  us6  media osteog6nico

suplementado con SFB al 10% o al 2,5%. Posterior al tratamiento con PPP se evalu6 el

dep6sito   de   calcio   en   los   cu[tivos   primarios   utilizando   el   metodo   O-cresolftaleina

complexona  con   un  kit  comercial   para  cuantificar  calcio  (Martinez  y  col.,   2011).  Al

mismo  tiempo  se  evidenciaron  los  dep6sitos  de  calcio  mediante  la  tinci6n  con  Rojo

Alizarina   utilizando   el   protocolo   mencionado   anteriormente,   y  simultaneamente   se

evalu6  la  actividad  de  Fosfatasa  Alcalina  mediante  la  tinci6n  BCIP/NBT  (Martfnez  y

col.,   2011).   Como  control  positivo  de  diferenciaci6n  6sea,  se  utiliz6  [a  linea  ce[ular

Saos-2 la que fue cultivada durante 21  dias en presencia de medio osteogenico.
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4.2.6. Western BIot

4.2.6.1.  Analisis  del  efecto  de  PPP  en  la  diferenciaci6n  6seo/cemento  mediante

expresi6n 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  dias  en  medio  osteogenico  durante  los  dfas  5,   10,   15  y  20  durante  el

proceso  de  diferenciaci6n.  Como  controles  de  carga  se  utilizaron  las  proteinas  alfa

Tubulina (TUB) o Beta Actina (ACT).

Las  celulas  de  LPH  fueron  sembradas  a  una  densidad  de  200.000  celulas  en  una

superficie   de   9,6cm2,   Ias   cuales   fueron   incubadas   durante   21    dias   con   medio

osteog6nico    (DMEM,    Dexametasona    0,1uM,    B-glicerolfosfato    10mM    y   Acido    L-

Asc6rbico 2P 50ug/mL,  Penicilina  100U/mL,  Estreptomicina  100ug/mL y Anfotericina  8

0,25g/mL)  suplementado  con  PPP  al  2,5%.  Como  controles  fueron  utilizadas  c6lulas

incubadas  con  medio  osteogenico  con  SFB  al  2,5  y  10%  y  c6lulas  incubadas  con

DMEM suplementado con SFB al 2,5 y 10%.

Las celulas fueron  lisadas con  el  buffer de lisis  RIPA (Cloruro de Sodio  150mM,  Trit6n

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

adicion6  Sample  Buffer (SDS  al  8%,  Glicerol  al 40%,  Tris  lM  pH  6,8  al  24%,  Azul  de

Bromofenol al 0,04% y DIT (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  soluci6n  de  bloqueo  [Ieche  descremada  al  50/a  disuelta  en  TBST  1  (Nacl  1,37M,

Kcl 0,027M, TrisBase pH 8,0 0,25M y Tween al 0,1%)I 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  agitaci6n.  Posteriormente

las    membranas   fueron    lavadas   e    incubadas    con    los    anticuerpos   secundarios

correspondientes   (Anti-Rabbit   HRP   a   Anti-Mouse   HRP   1:20.000).   Finalmente,   Ias

membranas   fueron   expuestas   a   peliculas   radiograficas   previa   incubaci6n   con   el

reactivo      de      quimioluminiscencia      LUMIGLO      a       Supersignal      West      Femto

Chemiluminescent Substrate.  Las peliculas radiogfaficas obtenidas fueron  digitalizadas

y analizadas densitometricamente utilizando el programa lmageJ y Graphpadprism5.

Para evaluar las diferen{es  proteinas  (incluidos  los controles de carga)  luego  de cada

incubaci6n y obtenci6n  de  pelfculas  radiogfaficas,  Ias membranas fueron  lavadas con

el buffer "Mild Stripping" seglln el protocolo de Abcam,  para  luego ser incubadas con el

reactivo de quimioluminiscencia  Supersignal West Femto Chemiluminescent Substrate

corroborando la ausencia de anticuerpo primario y secundario.

4.2.7. Analisis Estadistico

Todos  los  experimentos  fueron  hechos  en  triplicado  y  el  analisis  de  los  resultados

incluy6 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  tecnicas  descritas  fueron

graficados  y  analizados  estadisticamente  con  un  intervalo  de  confianza  del  95%  (t-

student) con el programa Graphpadprism5 (Cumming y col., 2007).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizaci6n 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 celulas de  LPH  entre sub-cultivos

2  -6  expresaron  los  antigenos  de  superficie  CD73,   CD105  y  CD90.   En  tanto,   las

mismas   no   presentaron   la   expresi6n   de   CD34,    CD45,    CD79,    CDllb   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  [as celulas de  los cultivos primarios

de  LPH  fue  positivo  para  el  marcador  de  celulas  troncales  mesenquimaticas  CD146

(Figura  3.8)

Al  iniciar este trabajo de tesis de pregrado se  confirm6  mediante inmuno-fluorescencia

que  los  cultivos  primarios  de  LPH  expresan  las  proteinas  CD146  y  STRO-1  que  nan

sido  reportados  previamente  como  marcadores  para   MSC  (Figura   3.D)   (Lin  y  col.,

2009;  Martinez y col.,  2011).
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Flgura 3. Los cultivo8 prlmarios obtonLdos a pardr do LPH poseon los marcadoros caracteri§tlcos do MSC.
(A)  La  poblaci6n  clue fue  negativa  para  los marcadores  CD34,  CD45,  CD79,  CDllb y CD14 corresponde a  P4 =  98%.
(a)   El  2,7%   de  la   poblaci6n  de  c6lulas  de   LPH  fueron   positivas   para   CD146.   (C)   La   poblaci6n  positiva   para   los
marcadores  CD105,  CD73  y  CD90  fue  cercana  a  un  100%.  N  =  13.   10.000  Celulas  de  LPH  por  cada  medici6n.  Se
grafic6 Promedio ± Error Estandar.  (D)  lm6genes representativas de  lnmuno-fluorescencia para  los  marcadores STRO-
1  overde) y CD146 (Rojo).  EI  ndcleo se marc6 con DApl  (Azul).  Barra de  aumento =  10Llm.  Subcultivos 2 -6.  N  =  3.
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lgualmente,   se  evalu6  el   potencial  de  diferenciaci6n  de  las  celulas  obtenidas  a   los

linajes  6seo/cemento,  adiposo  y  cartilaginoso.  Para  ello  las  celulas  de  LPH  entre  sub-

cultivos    2    -   6   fueron    incubadas    con    los    medios    osteog6nico,    adipogenico    o

condrog6nico  durante  21  dias y  posteriormente tefiidas  con  tinciones especificas  para

cada linaje.  Las celulas fueron capaces de diferenciarse a  los tres linajes.  En  presencia

de  medio  condrogenico formaron  agregados  celulares  tefiidos  con  Azul  Alcian  (Figura

4.D).   Igualmente,   en   presencia   de   medio   adipog6nico   se  evidenciaron   celulas   con

gotas de lipidos que son teFiidas con aceite rojo (Figura 4.E) y finalmente, en  presencia

de   medio   osteogenico,    se   pueden   observar   n6dulos   de   mineralizaci6n   tehidos

intensamente  con  la tinci6n  de  Rojo Alizarina  (Figura 4.F).  En  ningtln  caso  se observ6

presencia  de  c6lulas  diferenciadas  en  los  cultivos  tratados  con  los  medios  de  control

(Figuras 4.A, 4.8 y 4.C).

Flgura 4. Potonc]al do dlforonclacl6n do las c6lula8 d® LPH
lmagenes  representativas  de:  (A),  (8)  y (C)  Medjos  controles  (DMEM  suplementado  con  SFB  all0%).  (D)  Formaci6n
de  agregados  celulares  positivos  para  tinci6n Azul Alcian.  (E)  Celula8  con  gotas  de  lfpidos  positivas  para  la  tincion  con
Rojo  Aceite,  contra-coloreadas  con  Hematoxilina  de  Mayer y  (F)  Formaci6n  de  dep6sitos  de  calcio  contra-coloreados
con  BCIP/NBT (actividad de fosfatasa  alcalina).  Bama de aumento. A y D =  20um,  8,  C,  E y F =  10Hm.  Subcultivos 2 -
6.  Celulas de  LPH,  N =  3.

Por lo tanto,  se determin6 que existen  MSC en  los cultivos primarios obtenidos a  partir

de LPH, que se caracterizan  por la expresi6n de los marcadores CD90,  CD105,  CD73,
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CD146,    STRO-1    y    la    capacidad    de    diferenciarse    a    los    linajes    condrogenico,

adipogenico y 6seo/cemento,  cumpliendo  con  los  criterios  minimos  establecidos  por la

lscT (Dominici y col.,  2006).

5.2. Caracterizaci6n de los PPP obtenidos

Una  vez  separadas  las  fracciones  de  PPP  a  partir  de  sangre  venosa  de  donantes

sanos  con  el  Kit  GPS  Ill  y  realizada  la  activaci6n  plaquetaria  con  cloruro  de  calcio  y

trombina    aut6loga,    los    sobrenadantes   que   fueron    almacenados    a    -80°C.    Los

sobrenadantes fueron analizados mediante un arreglo prote6mico (RayBio® Custom  C-

Series   Human   Antibody   Array)   evaluando   la   expresi6n   relativa   de   44   proteinas

relacionadas con  reparaci6n tisular.
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Flgura 5. An&Il818 proto6mico do lo8 PPPs obtonldo8,
(A)  lmagen representativa  del  arreglo  prctedmico  utjlizado (a)  Distribuci6n de factores  de  crecimiento en  el  arreglo  (C)
Cuantificaci6n  densitometrica  de  los  factores  cle  crecimiento  presentes  en  el  PPP.   Se  grafic6  el   Promedio  ±  Error
Estandar.  N=4
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Se  observ6  en  4   PPPs  de  diferentes  donantes,   que  la  expresi6n   relativa   de  las

siguientes  proteinas  fue  destacada:   EGF  y  EGF-R;   lGFBP-1,   2,   3  y  6;   M-CSF-R;

PDGF-AA,  88, AB y Rb; SCF-R, y VEGF-R2 y VEGF-R3 (Figura 5).

Igualmente, se evalu6 la presencia de citoquinas lnflamatorias en los sobrenadantes de

PPP   descongelados  (Figura   6)   mediante  un   servicio   contratado   al   Laboratorio  de

lnmunologfa,  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:  lL-1P,  lL-2,  lL-4,  lL-8,  lL-6,  lL-10,  lL-12p70,  lL-17,

TNF e lFN-Y.  Se evidenci6 una mayor cantidad de las citoquinas:  IL-8,  lL-12 e IL-17 en

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

PPP

`iv*S`~9`~'`de*Pi±S`:*`~*`~*?«X^
FIgura 6. Cuantlflcacl6n do Cltoqulnas prosontes en o1 PPP medlanto anallsls do Cltometria de Flujo.
Cuantlficacl6n de Citoqulnas presentes en el PPP (pg/mL). Se destaca la presencia de lL-8, lL-12 e lL-17.
Se grafic6 Promedlo ± Error Estandar. N = 4.

5.3.  Efecto del tratamiento del PPP durante el proceso de diferenciaci6n 6sea

Las c6lulas obtenidas a partir de LPH de un solo donante, fueron incubadas durante 21

dfas en  presencia de medio osteogenico 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°/a)

y medio de cultivo  (DMEM y osteogenico) suplementado con SFB al  10%. Transcurrido

el tiempo indicado, se cuantific6 el calcio depositado en las monocapas celulares.
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La  concentraci6n de calcio  (LIg/mL) depositada  por las c6lulas de  LPH fue  mayor en  el

tratamiento  con  medio  osteogenico  suplementado  con  PPP que  en  el  control  positivo

(medio  osteog6nico  suplementado  con  SFB  al  10%)  (Figura  7.A).  Ademas,  se  hizo  un

control    negativo    para    todos    los    experimentos    sin    medio    osteogenico    (DMEM

suplementado con  PPP), que confirm6 la necesidad de la presencia del  medio inductor

para llevar a cabo el dep6sito de calcio en presencia de PPP (Figura 7.A).

Posteriormente,  c6lulas  obtenidas  a  partir  de  LPH  de  3  donantes  diferentes  fueron

incubadas   durante   21   dias   en   presencia   de   medio   osteog6nico   y   tratadas   con

diferentes  concentraciones  de  un  solo  PPP  (2,5%,  5%  y  10%).  Como  controles  se

usaron  medios  de  cultivo  (DMEM  y  medio  osteogenico)  suplementados  con  SFB  al

10%.  Transcurridos  los  21   dias  de  incubaci6n  con  los  medios  se  cuantific6  el  calcio

depositado en las monocapas celulares.

Interesantemente,  Ia  concentraci6n  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  osteogenico)  suplementado  con   SFB  al   10%

(Figura 7.a). Al tratar las celulas obtenidas a partir de LPH de los 3 donantes utilizados

anteriormente  con  un  PPP  de  un  donante  diferente  al  ya  utilizado,  se  observ6 que  la

concentraci6n de calcio (ug/mL) obtenida desde las celulas con el estimulo de PPP fue

similar entre las 3 concentraciones utilizadas siendo  mayor que la obtenida en el medio

control (DMEM y medio osteog6nico) con SFB al  10% (Figura 7.C).

En la figura 7.D se resumen estas observaciones concluyendose que la concentraci6n

de calcio obtenida con el PPP de ambos donantes,  como tratamiento en las celulas de

LPH de los 3 donantes, es similar entre las diferentes concentraciones utilizadas (2,5%,

5%y100/a).
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Flgura 7. Calcio doposLtado en lo8 cultlvos colularos ol)ton[dos do8pu68 do 21  dias do tratamionto con  PPP.
Cuantificaci6n de calcio en (A) monocapas celulares tratadas con los medios de control utmzados. Celulas de LPH,  N =
1.  PPP,  N  =  2.  (a)  tratamiento  con  PPP  de  un  solo  donante  sobre celulas  de  LPH.  Celulas  de  LPH,  N  =  3.  PPP,  N=1.
(C) tratamiento con  PPP de un donante diferente sobre celulas de LPH. Celulas de LPH,  N = 3.  PPP, N =  1.
(D) Resumen promedio de los datos obtenidos de (a) y (C).
Se  analiz6  mediante  "ANOVA  de  1  Vla",  considerando  los  re8ultadce  signmcativamente  diferentes  cuando  p<O,05,  (*
Con respecto a  DMEM SFB  10%. t Con respecto a OSTEO SFB 10%). Se grafic6 Promedio ± Error Estandar.

Posteriormente,   c6lulas   obtenidas   a   partir   de   LPH   de   un   solo   donante,   fueron

incubadas   durante   21    dias   en   presencia   de   medio   osteog6nico   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  osteogenico)  suplementados

con  SFB  al  2,5  y  10%.  Transcurridos  los  21  dias  de  incubaci6n  con  los  medios  se

cuantific6 el calcio depositado en las monocapas celulares.

La  concentraci6n de calcio  (ug/mL)  obtenida fue similar entre las 3 concentraciones de

PPP  utilizadas  (2,5%,  5%  y  10%)  y  esta  concentraci6n  de  calcio  fue  mayor  que  las

obtenidas en los medios controles con  SFB al 2,5% y al  10% (Figura 8.A).

32



sts##&fffysfffy*or*rfF&fffyrrSff*#€prfst

FIgura  8.  Concontracl6n  do  Calcio  dopos]tado  on   los  cultlvo8  colulares  obton]dos  deal)u6s  do  21   d[as  d®
tratam]ento  con PPP do 4 donanto8 dlforontos.
(A) Cuantificaci6n de Calcio en ug/mL en celulas de LPH tratadas con los medios indlcados durante 21  dlas.  Imagenes
iepresentativas  de:   (C,   E,   F,  G  y  H)  los  dep6sitos  de  calcio  teflidos  con  rojo  alizarina  en  las  celulas  de  LPH,   en
presencia  de medio  osteog6nico  con  el  tratamiento  con  PPP  (2.5%,  5% y  10%)  y SFB  al  2,5%  y  al  10%,  (a  y  D)  se
observa  clue  las  c6lulas  tratadas  con  medio  control   (DMEM  suplementado  con  SFB  al  2,5%  y  10%)   no  muestran
n6dulos de mineralizaci6n.  Se contra-colored con BCIP/NBT para ver la actividad Fosfatasa Alcalina.
"ANOVA de  1  Via",  considerando los  resultados significativamente diferentes cuando  p<O,05.  (.  Con respecto a  DMEM

SFB  2,5%  y  10%.  t  Con  respecto  a  OSTEO  SFB  2,5%  y  10%).  Se  grafic6  Promedio  ±  Error  Estanclar.  PPP;  N=4,
C6lulas de  LPH;  N=1.  BarTa de aumento =  10Lim.

Finalmente,  se  pudieron  observar n6dulos de mineralizaci6n tefiidos  intensamente  con

la    tinci6n    de    Rojo    Alizarina    en    las    celulas    tratadas    con    medio    osteogenico

suplementado  con  PPP  (Figura  8.F,  8.G  y 8.H).  Esta tinci6n  fue  menos  intensa  en  las

c6lulas  con  los  medios  (DMEM y  medio  osteogenico)  suplementados con  SFB al 2,5°/o

y   10%   (Figura   8.C   y   8.E).    Las   c6lulas   obtenidas   de   LPH,    cultivada   sin   medio

osteogenico  (DMEM)  suplementados  con  SFB al 2,5%  y  10%,  fueron  positivas  para  la

tinci6n contra  Fosfatasa Alcalina (Figura 8.8 y 8.D).

Estos  resultados  indican  que  las  celulas  tratadas  con  PPP  se  diferencian  en  mayor

medida a linaje 6seo/cemento que las celulas tratadas con SFB,  lo que se evidenci6 en

un  aumento  en  las  concentraciones  de  calcio  cuantificadas  y  en  la  intensidad  de  la

tinci6n de rojo alizarina.
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Para evaluar el efecto del PPP mss tempranamente en el proceso de diferenciaci6n, se

analiz6 el dep6sito de calcio en las monocapas celulares obtenidas despues de 14 dias

de tratamiento con PPP.

I  14Dias
I 21 Bias
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FIgLlra  9.  Cuantlflcacl6n  do  la  concentracl6n  do  Calclo  obtonlda  con  el  e§timulo  do  PPP  al  Dla  14  y  21  do
cultivo.
Se cultivaron celulas de LPH dilrante 14 y 21  dfas, con medlo osteogenico y a tres concentraclones de PPP diferentes
(2,5%,  5%  y  10%),  ademas  se  evalu6  SFB  al  2,5%  y  10%  con  DMEM  y  medlo  osteogenico.  Se  aplic6  PPP  de  2
donantes  diferentes a  celulas  de  LPH  de  un solo  donante.  Anova  de 2 Vlas",  considerando  los  resultados  diferentes
significat[vamente  cuanclo  p<0.05.  (.  Con  respecto  a  su  control  inferno  a  los  14  dlas.  t Con  respecto  a  DMEM  SFB
2.5% y 10% y OSTEO SFB 2.5% y 10%). Se grafic6 Promedio ± Error Estandar. PPP; N=2. C6lulas de LPH; N=1.

Las  c6lulas  obtenidas a  partir de  LPH  de  1  solo  donante fueron  incubadas durante  14

dias en  presencia de medio osteogenico y tratadas con diferentes concentraciones de

PPP (2,5°/a, 5% y 10%) de 2 donantes diferentes, como controles se usaron medios de

cultivo   (DMEM   y   medio   osteog6nico)   suplementados   con   SFB   al   2,5   y   al   10%.

Transcurridos   los   14   dias   de   incubaci6n   con   los   medios   se   cuantific6   el   calcio

depositado.

La  concentraci6n  de  calcio  (Lig/mL)  obtenida  fue  similar  entre  las  3  concentraciones

utilizadas de PPP (2,5°/o, 5% y 10%) y esta concentraci6n 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  lfnea

con lo esperado, Ias 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. Ademas,  la concentraci6n de calcio (ug/mL) obtenida con  el tratamiento con  PPP

entre las 3 concentraciones a los 14 dfas de cultivo fue mayor que el control  con  media

osteog6nico suplementado con SFB al  10% de los cultivos realizados durante 21  dias y

fue   similar   a   la   concentraci6n   obtenida   con   el   control   con   medio   osteogenico

suplementado con SFB al 2,5% de los cultivos realizados durante 21  dfas.

Estos datos,  en su conjunto,  sugieren  una aceleraci6n en el proceso de diferenciaci6n

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

5.4. Niveles de expresi6n de proteinas durante el proceso de diferenciaci6n 6sea

en c6lulas de LPH tratadas con PPP

Una   vez   cuantificadas   las   concentraciones   del   calcio   depositado   por   las   celulas

obtenidas   de   LPH   tratadas   con   PPP   a   diferentes   concentraciones,   se   evaluaron

mediante Western  Blot  los  niveles  de  expresi6n  de  las  proteinas  Fosfatasa  Alcalina

(FAL),  Osterix  (OSX)  y  Osteocalcina  (OCN)  que  estan  involucradas  en  el  proceso  de

diferenciaci6n 6sea.

Segt]n  lo  reportado  en  la  literatura,  durante  el  proceso  de  diferenciaci6n  6sea  hay  un

aumento en la expresi6n de FAL en etapas tempranas  (paso de progenitores 6seos a

pre-osteoblastos). Asimismo, cuando avanza el proceso de diferenciaci6n,  la expresi6n

de  FAL  disminuye  y  aumenta  la  expresi6n  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  producci6n

de la fase organica del hueso y aumenta la expresi6n de OCN.  Finalmente,  se detiene

la expresi6n de FAL, OSX y OCN,, el osteoblasto maduro se ve rodeado de matriz y se

diferencia terminalmente a un Osteocito (Miron & Zhang 2012;  Liu & Lee 2013).
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Las celulas obtenidas de LPH de un solo donante fueron incubadas durante 20 dias en

presencia  de  medio  osteog6nico  y  tratadas  con  PPP  de  4  donantes  al  2,5%,  como

controles  se  utilizaron  los  medios  osteogenicos  suplementados  con  SFB  al  2,5%  y  al

10%.  Ademas,  las  c6Iulas  de  LPH  se  cultivaron  con  medio  DMEM  suplementado  con

SFB al 2,5% y 10%,  los que corresponden a la condici6n basal del experimento.

Se   ob{uvieron   lisados   celulares   de   celulas   de   LPH   cultivadas   con   medio   DMEM

suplementado  con  SFB  al  10%,  lo  que  §e  denomin6  dfa  0.  Una  vez  comenzado  el

tratamiento de las c6lulas de LPH con PPP, se obtuvieron lisados celulares en los dias

5,   10,  15  y  20  de  cultivo.  Coma  control  se  utiliz6  la  linea  celular  de  osteosarcoma

humano,    Saos-2.    Todos    los    resultados    obtenidos    de    las    densitometrias    se

normalizaron contra el control de carga y la condici6n basal correspondiente.

5.4.1. Niveles de expresi6n de FAL y OSX en c6lulas al dia 0 de Cultivo

Las celulas 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.a  yD).  Sin  embargo,  Ia  protefna  con  mayor

expresi6n en estas c6lulas correspondi6 a OSX (Figura  10.C).
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Flgura 10. Western Blot y anallsis densltom6tri.co del Dla 0 de cultivo.
Se cultlvaron c6lula§ de LPH con SFB al 10% con DMEM.  Imagenes representativas de Western Blot de  (A) FAL. (a)
OSX y (C) su cuantificaci6n densitom6trica.  Coma control de carga se litilk6 Tubullna Beta. Dla 0, N=6. Se normaliz6
contra el control de carga y las c6lulas Saos-2. Se grafic6 Promedio ± Error Estandar.
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5.4.2. Niveles de expresi6n de FAL en c6lulas tratadas con PPP

Los  niveles  de  expresi6n  relativa  de  FAL  aumentaron  entre  el  dia  0  al  dfa  5,  siendo

similares  entre  las  diferentes  condiciones  (Figura  11.A y  E).  Al  dfa  10  de  cultivo,  hubo

un  aumento  en  la  expresi6n  relativa  de  FAL  en  el  tratamiento  con  medio  osteogenico

suplementado  con   SFB  al  2,5%,   en   cambio  en  el  tratamiento  con   PPP  hubo  una

disminuci6n  de  la   expresi6n   relativa  de  FAL,   ambos  en   comparaci6n   con  el   dia   5

(Figura  11.8  y  F).
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FIgiira 11. Wostorn BIct y anallsls dort8ltom6trico do la oxprosl6n do FAL on ol tlompo.
Se  cultivaron  c6lulas  de  LPH  con  PPP  al  2,5%  con  media  osteog6nico,  con   DMEM  con  SFB  al  10%  y  con  media
osteogenlco con SFB al 2,5%.  Imagenes representatlvas de Western BIot y su cuantificaci6n densitometrica de  (A) y (E)
Dia  5,  (a) y  (F)  Dla  10,  (C)  y  (G)  D[a  15 y (D)  y  (H)  Dla  20.  respectivamente.  Como  control  de  carga  se  utiliz6 Tubulina
Beta.  PPP  N=4;  SFB  10%  N=1  y  SFB  2,5%  N=1.  Se  nomaliz6 contra  el  control  de  carga  y  el tratamiento  con  DMEM
con SFB al  10% (Condici6n Basal. Llnea  Raja Punteada).  Se grafic6 Promedio ± Error Estandar.
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Finalmente,  al  dla  15  y  20  (Figura  11.C  y  G;  Figura  11.D  y  H,  respectivamente)  hubo

una  disminuci6n  en  la  expresi6n  relativa  de  FAL  comparada  con  los  dfas  anteriores

(dfas 5 y 10) y con respecto a la condici6n basal.

Para  validar  los  resultados  obtenidos  en  cuanto  a  los  niveles de  expresi6n  relativa  de

FAL de las c6lulas tratadas con PPP,  incluimos experimentos independientes en donde

analizamos  en  controles  adicionales  los  niveles  de  expresi6n  de  FAL,  estos  controles

corresponden  al  medio  osteogenico  suplementado  con  SFB  al  2,5°/o  y  al  10%  y  medio

DMEM suplementado con SFB al 2,5% y 10°/o como condiciones basales.
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FigLli.a 12. Wostom  Blot y anillsls dons[tom6trlco do [a oxpro816n do FAL on Controlos.
Se  cultivaron  c6lulas  de  LPH  con  SFB  al  10%  y  al  2,5%  en  ausencia  y  presencia  de  media  osteogenico.  Imagenes
representativa§ de Western Blot y su cuantificaci6n densitometrica de (A) y (E)  D(a  5,  (B) y (F) Dla  10,  (C) y (G)  Dla  15,
y (D) y (H)  Dla  20,  respectivamente.  Coma control de carga  se utiliz6 Actina  Bcta.  Dla  5 y  15;  SFB  10%  DMEM y SFB
2,5% DMEM,  N=2; SFB 10% OSTEO y SFB 2,5% OSTEO. N=1.  Dla  10 y 20; SFB 10% DMEM,  SFB  10% OSTEO,  SFB
2,5%   DMEM   y   SFB   2,5%   OSTEO,   N=2.   Se   normaliz6   contra   el   control   de   carga   y   el   tratamiento   con   DMEM
suplementado  con  SFB  al  2,5%  y  al  10%  (Condiciones  Basales:  Unea  Roja  Punteada).  Se  grafic6  Promedio  ±  Error
Estandar.
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Se observ6 que las celulas de LPH al dia 5 de cul{ivo presentaron niveles de expresi6n

de FAL similares entre los diferentes controles (Figura  12.A y E). Ademas,  la expresi6n

de FAL fueron similares entre los dias 5,10 y  15,  en el control con  SFB al  10%  (Figura

12.A y E,  Figura  12.8 y F, y Figura  12.C y G,  respectivamente).

Al  dia  10 de  cultivo,  se observa  un  leve aumento en  la expresi6n  relativa de  FAL en el

control con  SFB al 2,5%  comparado con  el dia 5 y con  la  condici6n  basal  (Figura  12.a

y F).  Al dia  15 de cultivo,  la expresi6n relativa de FAL disminuye en control  con  SFB al

2,5%   (Figura   12.C  y  G)  en   comparaci6n  con   los  dias  anteriores  (dia  5  y   10)  y  la

condici6n basal.

Finalmente,  en  el  dia  20  la  expresi6n  relativa  de  FAL  disminuye  en  ambos  controles

(SFB con 2,5% y 100/o) en  comparaci6n a los dias anteriores (dia 5,10,15 y 20) y  a  la

condici6n  basal (Figura  12.D y H).

Por tanto,  de esta  serie de experimentos concluimos  que el  aumento de  la  expresi6n

de  FAL  se  observa  mas tempranamente en  el tiempo  en  los cultivos con  PPP  (dia  5)

con   respecto   a   los   cultivos   con   SFB   (dia   10),   apuntando   que   el   proceso   de

diferenciaci6n   6sea   de   las   c6Iulas   de   LPH   ocurre   de   manera   anticipada   bajo   el

tratamiento con PPP,  lo que indicaria una aceleraci6n de dicho proceso.

5.4.3. Niveles de expresi6n de OSX en c6lulas tratadas con PPP

Las  celulas  de  LPH  al  dia  5  de  cultivo  presentaron  niveles  de  expresi6n  relativa  de

OSX  similares  entre  el  estimulo  de  PPP,  el  control  con  SFB  al  2,5%  y  la  condici6n

basal, siendo similares a la expresi6n de OSX vista en el dfa 0.  (Figura  13.A y E).

Al  dfa  10  de  cultivo,  se  observ6  que  la  expresi6n  relativa  de  OSX  en  celulas  de  LPH

tratadas  con  PPP  aument6  con  respecto  al  dia  5,  al  control  con  SFB  al  2,5%  y  la

condici6n basal (Figura 13.8 y F).
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Para  el  dia   15  la  expresi6n  relativa  de  OSX  en  el  tratamiento  con   PPP  disminuy6

siendo  similar al  control  con  SFB  al  2,5%  y  la  condici6n  basal  (Figura  13.C  y  G),  esta

expresi6n  en  las  diferentes  condiciones  se  mantuvo  similar  para  el  dia  20  de  cultivo

(Figura  13.D y H).

A            D'a5

i8giv.  -  lan -

= = tetrfe.

(]|!-I -  -,yqae7

sO
kDa

5S
kDa

Dla  10
E*pedon dr oax

Dia  lo         LfH
ImEki        esiEo       asTEo

sFBio*      sFt25b    prm.5-=#=a-,
#rm#

D'a 20

DA4Em          osTEo          asTEo
sFaio%      sFtp.eta      Pep2so=B-
er -'iex qaRT

D'a  15
Etf~drOOx

H                 D'a 20
EquEi*®Ou

§S        §rf               ff        §fs               Sstrf        §SS               £S*       §f*
Fl9ura 13. Wostorn BIot y anall818 donsltom6trico do la oxpro816n de OSX.
Se cultlvaron celulas de  LPH con  PPP al 2,5% con medio osteog6nico, con SFB al  10%  con  DMEM y SFB al 2,5%  con
medio osteog6nico.  Imagenes  represenlativas de Western Blot y su cuantificaci6n densitometrica de  (A) y (E) Dla 5,  (8)
y (F) Dla  10,  (C) y (G) D'a  15,  y (D) y (H) D'a 20,  respectlvamenle. Coma control de carga se utiliz6 Tubulina Beta.  PPP
N=4;  SFB  10%  N=1  y SFB  2,5%  N=1.  Se  nomalizo contra  el  comrol  de  carga  y  el tratamiento con  DMEM  con  SFB  al
10%  (Condici6n Basal:  Llnea Roja Punteada). Se grafic6 Promedio ± Error Estandar.

Para validar los resultados obtenidos en los niveles de expresi6n de OSX de las c6lulas

tratadas con  PPP,  incluimos experimentos independientes en donde analizamos en  los

controles  faltantes  del  experimento  anterior  los  niveles  de  expresi6n  de  OSX,  estos

controles corresponden al  medio osteog6nico 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   observ6   que   al   dia   5   de   cultivo   hubo   una   mayor  expresi6n   de   OSX   en   las

condiciones   con   medio   osteog6nico   suplementado   con   SFB   al   2,5%   y   al    10%

comparado con las condiciones basales (Figura  14.A y E).

Al  dia  10  de  cultivo,  la  expresi6n  de  OSX  fue similar entre  las  condiciones  con  medio

osteogenico  suplementado  con  SFB  al  2,5%  y al  10%  y  las  condiciones  basales,  pero

disminuyeron en comparaci6n con el dia 5 (Figura  14.a y F).

Al  dia   15  de  cultivo,  la  expresi6n  de  OSX  disminuy6  en  los  tratamientos  con  medio

osteog6nico con SFB al 2,5% y 10% en comparaci6n con el dia  10 (Figura  14.C y F).
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Flgura 14. Wostorn BIct y analisis don8ltom6tr]co do la Expros]6n do OSX on Controlos.
Se  cultivaron  c6lulas  de  LPH  con  SFB  al  10%  y  al  2,5%  en  ausencia  y  presencia  de  medio  osteog6nico.   Imagenes
representativas de Western Blot y su cuantificaci6n densltometrica de  (A) y (E)  Dla 5,  (8) y (F)  Dla  10,  (C) y (G)  Dla  15
y (D) y  (H)  Dla  20.  Como  control  de  carga  se  utilizo Adina  Beta.  Dla  5 y  15;  SFB  10%  DMEM  y SFB  2,5%  DMEM,  N=2;
SFB  10%  OSTEO y SFB 2,5%  OSTEO.  N=1.   Dla  10:  SFB  10%  DMEM,  SFB  10%  OSTEO y SFB  2.5%  OSTEO,  N=2.
Dla  20;  SFB  10%  DMEM,   SFB  10%  OSTEO,  SFB  2,5°/o  DMEM  y  SFB  2,5%  OSTEO,  N=2.  Se  normaliz6  contra  el
control de carga y el tratamiento con DMEM con SFB al 2,5% y al  10% (Condiciones  Basales:  Llnea  Roja Punteada). Se
grafic6 Promedio ± Error Estandar.
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Finalmente,  al  dia  20,  la  expresi6n  de  OSX  observada  en  el  medio  osteogenico  con

SFB al 2,5% disminuy6 comparada con la expresi6n del dia  15,  en cambio en el control

con SFB al  10% se mantuvo similar a la condici6n basal (Figura  14.D y H).

Por tanto,  el comportamiento en  la expresi6n de OSX en el  PPP  muestra la tendencia

esperada  con  un  alza  en  la  expresi6n  de  OSX  (dia  5)  y  luego  una disminuci6n,  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 aceleraci6n de dicho proceso.

5.4.4. Niveles de expresi6n de OCN en c6lulas tratadas con PPP

A  los  dias  5  y  20  de  cultivo  no  se  observ6  la  expresi6n  de  OCN  en  los  cultivos  de

c6lulas de LPH, tanto con el tratamiento con PPP como en  los controles.
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Flgura 15. Wostom BIot y anallsls donsltom6trico do la expresl6n do OCN.
Se cultivaron celulas de  LPH  con  PPP  al 2,5% con medio osteogchico,  con SFB al  10% con  DMEM y SFB  al 2,5%  con
meclio  osteogenico.  Imagenes  representativas  de Western  Blot y su  cuantificaci6n  densitometrica  de  (A)  Dla  10 y  (a)
Dla  15.  Como control  de  carga  se  utiliz6 Tubullna  Beta.  PPP  N=4;  SFB  10%  N=1  y SFB  2,5%  N=1.   Se  nomaliz6  contra
el control de carga y el tratamiento con DMEM con SFB al 10%.  Se graficb Promedio ± Error Estandar.
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AI  dia   10  de  cultivo,   se  observ6  que   las  celulas  de   LPH   presentaron   niveles  de

expresi6n similares entre las c6lulas tratadas con PPP al 2,5%, el control SFB al 2,5%

en presencia de medio osteogenico y la condici6n basal (Figura  15.A y C).

Al  dia   15   de  cultivo,   se  observ6   que   las  c6lulas  de   LPH   presentaron   niveles  de

expresi6n de OCN similares entre las c6Iulas tratadas con  PPP al 2,5%, el control con

SFB al 2,5% en presencia de medio osteogenico y la condici6n basal (Figura  15.8 y D),

los cuales fueron ligeramente menores a los observados en el dfa 10 de cultivo.

Esto  significa  que  las  c6lulas  de  LPH  al  dia  10  estarian  diferenciadas  a  osteoblastos

maduros y al  dia  15 se estarian diferenciando  a  osteocitos debido  a  la  disminuci6n en

los niveles de expresi6n de OCN.

Par lo  tanto,  Ios  resultados  obtenidos  mediante western  blot,  donde el  aumento de la

expresi6n de FAL y OSX al dfa 5 y su  posterior disminuci6n en el tratamiento con PPP,

a diferencia de la expresi6n de FAL al dia  10 y la  progresiva disminuci6n  de OSX en el

tiempo  en  los  controles  con  SFB,  en  conjunto  con  la  expresi6n  de  OCN  al  dfa  10  de

cultivo  y  la  disminuci6n  en  la  expresi6n  al  dia   15,   indicarfan  una  aceleraci6n  en  el

proceso   de  diferenciaci6n  6sea  en   los  tratamientos  con   PPP  con   respecto  a   los

controles  con  SFB  y,  ademas,  la  diferenciaci6n  terminal  de  osteoblastos  maduros  a

osteocitos,
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6. DISCUS16N

Tradicionalmente se han empleado  diversas metodologfas para  lograr la regeneraci6n

de  los  tejidos  periodontales,  tales  como  el  uso  de  membranas  como  barrera,  auto-

injertos  6seos,  alo-injertos  6seos desmineralizados y liofilizados,  xeno-injertos  bovinos

y  combinaciones  de  estos  (Chen  y  col.,  2010).   Recientemente  se  ham  desarrollado

nuevas  terapias  para  la  regeneraci6n  de  tejidos,  incluida  la  regeneraci6n  periodontal,

las    que    se    denominan    comunmente    como    ingenierla    de   tejidos    o    medicina

regenerativa.  La  ingenierfa  de  tejidos  se  basa  en  modificar  la  capacidad  del  propio

organismo para regenerar los tejidos usando una combinaci6n  de matrices,  mol6culas

de  sefializaci6n  y  celulas  (Chen  y  col.,  2010),  incluyendo  el  usa  de  celulas  troncales.

Esto  dltimo  ha  permitido generar nuevas alternativas  para  la  regeneraci6n  periodontal.

Sin  embargo,  existen  dificultades  para  llevar  a  cabo  su  uso  en  la  clinica,  entre  ellas

determinar el  ntimero de c6lulas a  utilizar y las moleculas y/o vias de sefializaci6n  que

permitan  aumentar su  ntlmero y controlar su  diferenciaci6n  a  los  linajes  periodontales,

en particular a los tejidos 6seo y cemento (Lin y col„ 2009;  Estrela y col., 2011 ;  Pejcic y

col..  2013).  En  este  seminario  de  titulo  se  analiz6  el  potencial  que  tiene  el  PPP  para

favorecer la diferenciaci6n de las c6lulas de LPH.

6.1. C6lulas de LPH cumplen con los criterios minimos de MSC dadas por la lscT

En este trabajo se obtuvo  cultivos de  LPH con  morfologia fibroblastoide.  Un 98%  de la

poblaci6n   celular   expres6   los   antigenos   de   superfjcie   CD73,   CD105   y   CD90,   y

evidenci6 ausencia de los marcadores CD34, CD45, CD79, CDllb y CD14.  Igualmente

estas  celulas,  se  diferenciaron  a  los  linajes  6seo,  cartilaginoso  y  adiposo,  cumpliendo

con  los  criterios  establecidos  por  la  lscT  para  ser  consideradas  MSC.  Sin  embargo,

estos  criterios  minimos  para definir la  presencia de  MSC  en  una  poblaci6n  celular han
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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

celulas 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 c6lulas

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   expresi6n   en   MSC   seria   un   evento

inducido (Ning y col., 2011).  Por lo tanto,  los medios de cultivos utilizados en esta tesis

no  estimularian  la  expresi6n  de  STRO-1,  siendo  uno  de  los  posibles  motivos  por  los

cuales no se observan c6lulas dobles positivas para STRO-1  y CD146.

En  base  a  lo anterior podemos sefialar que,  una  poblaci6n  de  las  celulas aisladas de

LPH   posee  caracterl'sticas  de   MSC  y  pueden   ser  utilizadas   como  tal  en  terapias

regenerativas.

6.2. Composici6n del PPP y su efecto durante el proceso de diferenciaci6n 6sea

de las c6lulas de LPH

La  reparaci6n  de  heridas  requiere  de  la  activaci6n  de  las  plaquetas  y  por  lo  tanto  la

liberaci6n  de  los  factores  de  crecimiento  que  se  encuentran  contenidos  en  estas

(Murphy  y  col.,  2012).  Estos  factores  son  muy  importantes  debido  a  que  juegan  un

papel   crucial   en   los   procesos  de  regeneraci6n  tisular,   modulando   la   proliferaci6n,

diferenciaci6n  y  migraci6n  celular,  incluido  el  reclutamiento  de  celu[as  troncales  y/o

progenitoras al sitio  receptor (Hynes y col., 2012).  Es por esta  raz6n,  que la  utilizaci6n
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de   PRP   como   fuente   de  factores   de   crecimiento,   se   ha   utilizado   para   lograr   la

regeneraci6n 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;  Li y col.,  2014;  Hateyama

y col.,  2014;  Chen  y col.,  2014;  Jeong  y  col„  2014;  Kuguk y  col„  2014;  Randelli  y  col.,

2014).  Sin embargo, debido a diferencias en su preparaci6n y en su aplicaci6n, se han

obtenido  resultados  contradictorios  par  lo  que  a  la  fecha  no  se  nan  logrado  definir

concentraciones  6ptimas  de  PRP  para  promover  la  regeneraci6n  y  cicatrizaci6n  de

heridas  (Eskan  & Greenwell 2011 ;  Kabiri y col.,  2014).

En  el  proceso  de  obtenci6n  de  PRP,  simultaneamente  se  obtiene  otra  fracci6n  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 cicatrizaci6n de

heridas  en  modelos  /.n  vt.fro,  permitiendo  ]a  migraci6n  de  fibrob[astos  gingivales  y  su

diferenciaci6n   a   miofibroblastos.    Igualmente   se   ha   reportado   que   influye   en   la

proliferaci6n  y  migraci6n  de  MSC  de  medula  6sea  (Creeper  y  col.,  2009;  Caceres  y

col.,  2011;   Murphy  y  col.,  2012).   Recientemente,  en  un  trabajo  realizado  en  el  afio

2013, se analiz6 una amplia variedad de factores de crecimiento y citoquinas presentes

en el PRP (Amable y col„ 2013).  Se report6 que el PRP posee factores de crecimiento

claves en la reparaci6n 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

analisis del perfil de factores de crecimiento,  se observ6 una  expresi6n  mayoritaria de

EGF y EGF-R;  lGFBP-1, 2,  3 y 6;  M-CSF-R;  PDGF-AA,  88, 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

observ6 que las citoquinas mss representadas en el  PPP fueron lL-8,  lL-12 e lL-17.

Por  lo  tanto,   podemos  sefialar  que  el   PPP  tambien   posee   una  gran  variedad   de

factores  de  crecimiento,   lo  que  permite  suponer  que  la  utilizaci6n  de  este  plasma

podrla presentar resultados similares a los reportados con PRP (Yilmaz y col., 2010).

Uno  de  los  inconvenientes  para  llevar  a  cabo  terapias  de  regeneraci6n  tisular  con

celulas troncales,  es  que  involucran  su  expansion  /.n  v/.fro y  por ende  la  utilizaci6n,  en

general,  de suero fetal bovino en su cultivo.  Este suero se utiliza como suplemento en

los medios de cultivos celular,  el cual, al ser un  producto xen6geno o heter6logo podrfa

no estar libre de pat6genos y/o   podria generar una re§puesta 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 /.n v/.fro, debido a

que  pueden  ser  tornados  del  mismo  paciente  a  tratar  (estando  libre  de  pat6genos

externos,  xeno-free)  y  par el  contenido  de factores  de  crecimiento  que  estos  poseen

(Bieback 2013).

Por lo tanto, debido a la presencia de factores de crecimiento analizados previamente,

es  que  en  este  trabaj.o  se  utiliz6  el  PPP  como  suplemento  en  los  cultivos  celulares,

siendo  6ste  el  primer  reporte  que  involucra  la  utilizaci6n  de  PPP  en  la  diferenciaci6n

6sea/cemento de MSC de LPH. Estas celulas, 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 controles con SFB al  10% en  presencia

de  medio osteogenico.  Notablemente,  no  asi en  ausencia de este medio,  indicando  la

necesidad  de  utilizar  siempre  este  medio  inductor  para  la  diferenciaci6n  6sea  de  las

MSC.
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El  resultado  obtenido  con  los  dep6sitos  de  calcio  se  mantuvo  similar entre  c6lulas  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 la diferenciaci6n 6sea de

estas c6lulas.

Con  el  fin  de  corroborar  la  promoci6n  de  la  diferenciaci6n  de  celulas  de  LPH  a  linaje

6seo con diferentes plasmas, se estimularon c6lulas de 1  solo donante con PPPs de 4

donantes  diferentes.  Se  obtuvieron  resultados  muy  similares  al  anterior,  es  decir,  la

concentraci6n de calcio  depositada  por las celulas expuestas a  PPP fue casi  el doble

de  la  concentraci6n  obtenida  con  los  controles  con  SFB  al   10%  y  al  2,5%.   Estos

mismos  resultados  se  obtuvieron  al  realizar  tinciones  con  el  colorante  Rojo  Alizarina

que tiFie  de  color  rojo  los  dep6sitos  de  calcio,  donde  se  observ6  una  tinci6n  de  color

rojo mss intensa en las celulas tratadas con PPP que en las celulas tratadas con SFB.

Esto corrobora que los factores de crecimiento presentes en el PPP estimulan de mejor

manera el proceso de diferenciaci6n 6sea de estas celulas, en comparaci6n al SFB,  lo

cual  seria  muy  beneficioso  en  terapias  de  regeneraci6n  6sea,  particularmente  de  los

tej'idos periodontales,

La  promoci6n  de  la  diferenciaci6n  6sea  de  las  MSC  de  LPH  dada  por el  PPP  no  es

inesperada.  Al  realizar  una  revisi6n  en  la  literatura  de  los  factores  de  crecimiento

mayormente  representados  en  el  PPP,  en  su  mayoria  pueden  desempefiar funciones

relacionadas   a    osteogenesis   y   angiog6nesis.    La   osteog6nesis   es    un    proceso

fundamental  en  la  regeneraci6n  periodontal  debido  a  la  necesidad  de  recuperar  los

tejidos  mineralizados  como  el  Cemento  Radicular  y  el  Hueso  Alveolar.  Ademas,  la

angiog6nesis  tambien  es  un  proceso  fundamental  en  la  regeneraci6n  de  este  tejido,

debido   a   que   la   revascularizaci6n   permite   la   llegada   de   celulas   y   factores   de

crecimiento al sitio en  proceso de regeneraci6n (Andia y col., 2012).
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La  remodelaci6n y/o generaci6n  de vasos a  partir de la  red vascular primitiva ocurre a

trav6s  de   la   angiog6nesis.   Este   proceso   se   mantiene   activo   hasta   la   adultez   en

procesos tales como la cicatrizaci6n de heridas, ciclo menstrual, embarazo, entre otros,

y puede encontrarse alterado en condiciones patol6gicas como el cancer (Carmeliet P.

2005).  La  angiogenesis  requiere  la  actuaci6n  coordinada  de factores que  estimulen  el

proceso, a traves de la sefializaci6n sobre el endotelio y sobre el estroma circundante,

siendo  6ste  t]l{imo  un  componente  fundamental  dentro  de  la  regulaci6n  del  proceso.

Asimismo, el proceso tambi6n requiere de factores promotores de la maduraci6n y anti-

angiogenicos  para  detener  el  proceso,  el  cual  en  condiciones  homeostaticas,  es  un

fen6meno   acotado   en   el  tiempo.   Angiog6nesis  y   osteogenesis   estan   fntimamente

ligados.   Dentro   de   los   muchos  factores   implicados   en   ambos   procesos   podemos

mencionar:  El factor de  crecimiento  epidermico y su  receptor  (EGF  y  EGF-R)  pueden

estimular  la  proliferaci6n  de  MSC  de  Medula  Osea  Humana  (Tamama  y  col.,  2006).

Dentro de las  Protefnas de Uni6n  al  Factor de  Crecimiento similar a  lnsulina,  lGFBP-1

induce  una  menor  mineralizaci6n  6sea  en  ratones  transgenicos  que  sobre-expresan

esta  protefna  (Ben  Lagha  y  col.,  2006),  lGFBP-2  induce  huesos  de  menor tamafio  y

una   menor  mineralizaci6n   6sea   en   ratones  transgenicos  que  sobre-expresan   esta

proteina   (Eckstein   y   col.,    2002),    en   cambio    lGFBP3   tendria   una   funcibn    pro-

osteog6nica  al  ser  el  mayor  transportador  de  IGF-1  en  el  organismo  (Govoni  2012).

Finalmente,  lGFBP-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  88  se  las  ha  identificado  como  angiogenicas  (Roubelakis  y  col.,  2013),  ademas

las  isoformas AB y 88  pueden  inducir la  proliferaci6n  de celulas de  LPH  (lzumi y col.,

2011;  Manoranjan  y  col.,  2012).  El  receptor  beta  de  PDGF tiene  una  funci6n  dual  en
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MSC de  rat6n,  puede estimular la  proliferaci6n y  migraci6n  de estas  ce]u[as,  pero,  por

otra  parfe,  puede  suprimir fuertemente  la  diferenciaci6n  6sea  de  las  MSCs  de  rat6n

(Tokunaga y col., 2008).

Los factores de crecimiento vasculares-endoteliales,  incluidos sus receptores de tipo 2

y  3,   son  reconocidos  por  estimular  la  angiog6nesis  (Dai  &   Rabie  2007).  Ademas,

VEGFR2  estaria  involucrado  en  la  estimulaci6n  de  la  osteog6nesis  dada  por  la  serial

del ligando VEGFA (Dai &  Rabie 2007).  EI Receptor del factor Estimulador de Colonias

de Macr6fagos y su receptor tendrfan una funci6n pro-osteoclastogenica, al estimular la

proliferaci6n de los progenitores osteoclastogenicos (Hughes y col.,  2006).  EI  Receptor

del  factor de  C6lulas Troncales  Hematopoieticas tendrla  una  funci6n  pro-angiog6nica,

al  producir la vascularizaci6n  de  membranas  epiretinales  en  retinopatias  proliferativas

diabeticas y por inducir la neo-vascularizaci6n en modelos /.n v/.vo de ratones (Dentelli y

col.,  2007;  Abu   El-Asrar  y  col.,  2010).   La  lnterleucina  8  cumpliria  una  funci6n  pro-

inflamatoria  y  angiogenica,  lo  que se  ha evidenciado  en  un  modelo  /.n  v/.vo de  rata,  en

donde se reducen las concentraciones de IL-8 y tanto el proceso de inflamaci6n como

el  de  angiogenesis  se  ven  reducidos  (Li  y  col.,  2003;  Qazi  y  col.,  2011;  Heo  y  col„

2011).

La   lnterleucina   12  tendria   una  funci6n   Pro-inflamatoria  y  Anti-osteoclastogenica,   al

inhibir la osteoclastogenesis de macr6fagos de medula 6sea de rat6n (Amcheslavsky &

Bar-Shavit 2006,  Bar-shavit & Krisher 2014).  Finalmente,  la  lnterleucina  17 tendria una

funci6n   pro-inflamatoria  y   angiogenica   en   contexto   de   cancer  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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J~:Pj-'Fea±oF#ep£16±-a-SPTC`!e~da-a-:ua:c§:ggrne:sdoecj:dr:CLmjent°¥;&#.!n?S=aFaHZL§g£§L~~T
Crecimiento                       yck€j&, fu,                                                                                                                        Referencia

EGF y EGF-R                                      Pro:i:eLa6C:6u|ad:s::CS                                                Tamama y co/„ 2006

I GFBP-1                      Rt:;rnassg°e::c'oas=|nee:i:rae::6xnp:esseaan::=:°p::S                        Ben lagiva y co/„ 2006

lGFBP-2

Disminucl6n del tamaf`o de huesos y retraso en la

minerallzacl6n 6sea en ratones transg6nicos que

sabre-expresan lG FBP-2

Eckstein y col., 2002

I GFBP-3                                                         Pro-osteogenico Govoni 201 2

lGFBP-6                     Previene apoptosls y senescencla de fibroblastos Micutkova y col„ 2011

PDG F-AA                                                           Anglogenico Roubelakis y col., 2013

Anglogeri.ico                                                              Roubelakis y col., 2013

Mitog6nesls de c6lulas de LPH                                         Manoranjan y co/„ 2072

PDGF-BB
Angloge"co                                                           Roubelakis y col., 2013

Mltogenesis de celulas de LPH                                                  /zumi.y co/., 2077

PDGF-Rb                T:ts6tiT::arop::::::a:|6:,:ere]:::ac::6nndae,,¥a::::eeo                     7o*unaga yco/, 20o8

VEGFR2                                        Anglog5nico y pro-osteogenlco Dal & Rabie 2oo7

VEG FR3                                                            AIiglogenico Dal & Rabie 2007

MCSF-R                                                    Osteoclastog6nieo Hughes y col„ 2006

SCF-R                                                            Angiogenico Abu EI-Asrar y col. , 2010

lL-8 Pro-inflamaton.o y Angiogenico

Li y col., 2003

QEITi y col., 2011

Heo y col.. 2011

I L-12                                    Pro-inflamatorio yAnu-osteoclastog6nico
Amcheslavsky & Bar-Shavit 2006

Bar-Shavit & Krisher 2014

Pro-lnflamatorio y anglogenico en contexto de

cancer
Yang y col.. 2014

Estos   resultados   en   su   conjuto   nos   indican   que   el   PPP   contendrla   factores   de

crecimiento  variados,  promoviendo  la  angiogenesis  y  osteogenesis,  ambos  procesos

relacionados   con   reparaci6n   tisular.   Segtln   es{os   antecedentes,   ambos   procesos

podrfan  ser estimulados por la  presencia de PPP debido a  los factores de crecimiento

que  lo componen,  ademas de la estimulaci6n  en  la  proliferaci6n  de  las  celulas de  LPH

por  PDGF-AB  y  88,  permitiendo  la  regeneraci6n  de  los  tejidos  periodontales.  Esto  se

evidencia en la promoci6n de la diferenciaci6n 6sea de las celulas de LPH (aumento en
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Ios dep6sitos de calcio)  dada  por el  PPP  por sobre el SFB y es par esta raz6n  que el

uso de celulas de LPH  suplementadas con  PPP se puede constituir como  una  posible

terapia  en  la  regeneraci6n  de  los  tejidos  periodontales,   aproximandose  al  proceso

regenerativo   natural.

Debido  a  la  gran  diferencia  evidenciada  en  los  dep6sitos  de  calcio  al  comparar entre

los  cultivos  con  PPP  y  con  SFB  se  realizaron  cultivos  de  c6lulas  de  LPH  a  menores

tiempos en el  proceso de diferenciaci6n 6sea.  Se evalu6 la producci6n de calcio a  los

14 dias y se realiz6 una comparaci6n con el cultivo realizado durante 21  dlas.

Las c6lulas de 1  solo donante, ensayados con PPP de 2 donantes diferentes utilizado a

tres    concentraciones    diferentes    (2,5%,    5%    y    10%),    depositaron    una    mayor

concentraci6n  de  calcio  que  la  obtenida  con  los  controles  con  SFB  a  los  14  dias  de

cul{ivo.  Igualmente,  al  comparar los tratamientos  con  PPP  a  los  14  dlas  de  cultivo  y a

los 21  dfas de cultivo, se evidenci6 una aceleraci6n en el proceso de diferenciaci6n, ya

que a los  14 dias las c6lulas depositan un 67% de la cantidad del calcio depositado por

las  c6lulas  a  los  21  dfas  de  cultivo.  Asimismo,  a  los  14  dias  de  cultivo  el  tratamiento

con  PPP genefo un  mayor dep6sito de calcio en  las c6lulas de  LPH que los controles

con  SFB a los 21  dlas de cultivo.  Este resul{ado indica que a los  14 dias las c6lulas en

el tratamiento con PPP ya se habrfan diferenciado terminalmente a osteocitos.

Por lo tanto, en conjunto este set de resultados muestran que el tratamiento de PPP no

solo  promueve  el  proceso  de  diferenciaci6n  6sea  en  las  celulas  de  LPH  aumentando

los  dep6sitos  de  calcio  comparado  con  el  tratamiento  con  SFB,  sino  que  tambi6n

produce  una  aceleraci6n  en  el  desarrollo  de  este  proceso,  lo  cual  podria  significar

menores tiempos en la regeneraci6n de los tejidos periodontales utilizando este plasma

en terapias celulares.
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6.3.  Efecto  del  PPP sobre la expresi6n  de  proteinas  involucradas  en el  proceso

de diferenciaci6n 6sea de las c6lulas de LPH

Con  el  fin  de  estudiar c6mo  ocurre  esta  aceleraci6n  en  el  proceso  de  diferenciaci6n

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  evidenci6  que  las  celulas  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  celulas obtenidas de  LPH  al ser un

cultivo  primario,  corresponden  a  un  cultivo celular heterogeneo 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 celulas como cementoblastos, y

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

La  primera  proteina  analizada  fue  la  enzima  FAL,  que  es  considerada  un  marcador

temprano  de  diferenciaci6n  6sea  (Miron  &  Zhang  2012),  cuya  expresi6n  disminuye  a

medida  que los osteoblastos se diferencian terminalmente a osteocitos  (Huang  y col.,

2013).   Esto  se  evidenci6  en  los  cultivos  de  LPH  tratados  con  PPP  con  medio  de

diferenciaci6n  osteogenico.  AI  DTa  10  de  cultivo,  Ios  nive]es  de  FAL  disminuyeron  en

las celulas de  LPH tratadas con  PPP  lo que se mantuvo  similar para los Dias  15 y 20

de cultivo.  Por otra  parte,  Ia expresi6n  de  FAL en  los  controles con  SFB  disminuy6  en

el  Dia  15 y 20 de cultivo.  Esta disminuci6n de la expresi6n  de FAL a lo largo del cultivo

indica   la   diferenciaci6n   6sea   de   las   celulas   de   LPH,   pasando   de   osteoblastos   a

osteocitos,  lo que se condice con  la literatura  (Huang y col.,  2013) y con  los resultados

obtenidos  en  las  cuantificaciones  de  los dep6sitos  de calcio  analizados  anteriormente.

Sin  embargo,  la  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  FAL  en  los  tratamientos  con  PPP

ocurri6  anticipadamente  con  respecto  a  los  controles  con  SFB,  lo  que  sugiere  una
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aceleraci6n   en   el   proceso   de   diferenciaci6n   dado   por   el   PPP,   lo   que   esta   en

concordancia con lo visto en las cuantificaciones de dep6sitos de calcio.

La  segunda  proteina  analizada  fue  OSX,  que  es  un  factor  de  transcripci6n  esencial

para la diferenciaci6n 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

segun   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,  Io que tambien se observa en las celulas Saos-2 que

fueron  usadas  como  control  positivo  de  la  t6cnica.  Esto  coincide  con  los  resultados

obtenidos  en  un  articulo  publicado  en  el  afio  2014,  en  el  cual  utilizan  el  anticuerpo

contra OSX del mismo fabricante usado en nuestro trabajo y donde obtienen 2 bandas

que migran  a  un  peso  aproximado de 56kDa  (Rashid y col.,  2014).  Este LIItimo  reporte

valida los resultados obtenidos en nuestra investigaci6n.  Las celulas obtenidas de LPH

presentaron  un aumento en  la expresi6n de OSX al  Dla  10 de  cultivo en el tratamiento

con  PPP,  dicha  expresi6n  disminuye  para  los  Dias  15  y  20.  Par  el  contrario,  en  los

controles con  SFB la expresi6n es similar entre los durante los  Dia 5 y  10   de cultivo  la

que disminuye  al  dia  15 y 20 de cultivo en el  control con  SFB  al 2,5°/o en  presencia de

medio osteog6nico con  respec{o a los otros cultivos.  Este aumento en la expresi6n de

OSX  en  los  cultivos  con  PPP  se  condice  con  reportes  en  la  literatura,    indicando  que

las  celulas  de  LPH  al  aumentar  la  expresi6n  de  OSX  se  estan  diferenciando  a  linaje

6seo  (Huang  y  col.,  2013).  Asimismo,  la  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  OSX  que

ocurre en los cultivos con PPP es necesaria para la diferenciaci6n terminal a osteocitos

como se ha reportado en la literatura (Yoshida y col., 2012).  Por lo tanto,  las celulas de

LPH    con    los    medios    de    diferenciaci6n    osteogenica    se    estarlan    diferenciando

terminalmente   a   osteocitos.   Este   proceso   de   diferenciaci6n,   evidenciado   con   la
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expresi6n   de   OSX,   ocurre   anticipadamente  en   las  celulas  tratadas   con   PPP   con

respecto al SFB,  lo cual confirma una aceleraci6n en el proceso de diferenciaci6n.

La tiltima proteina analizada fue OCN, que corresponde a una proteina no-colagena de

matriz  extracelular  relacionada  con  la  Llni6n  entre  el  calcio  y  la  hidroxiapatita.  Se  la

considera como el  marcador especifico de osteoblasto maduro  mss abundante (Miron

& Zhang  2012).  Las  celulas de  LPH  presentaron  una expresi6n  similar de  OCN  en  los

cultivos  tratados  con  PPP  y  los  controles  con  SFB  al  Dla  10  y  15  de  cultivo,  siendo

mayor la  expresi6n de esta  proteina  al  Dia  10 de cultivo.  La  expresi6n  de  OCN  en  los

cultivos   de   LPH   indica   la   presencia   de   osteoblastos   maduros   en   el   proceso   de

diferenciaci6n  de  estos  cultivos  primarios  y  la  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  OCN

indicarian  la  diferenciaci6n  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

diferenciaci6n  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

disminuci6n en  la expresi6n de FAL coincide con el aumento en  la expresi6n de OSX y

con  la expresi6n  de  OCN.  Al  mismo tiempo,  la disminuci6n  en  la  expresi6n  de  OSX  al

Dia  15 y la mantenci6n de la expresi6n de OCN indican la diferenciaci6n a osteoblastos

maduros y posiblemente a osteocitos.

6.4. EI PPP acelera el proceso de diferenciaci6n 6sea

Finalmente, el proceso de diferenciaci6n 6sea se vio acelerado en los tratamientos 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 diferenciaci6n  6sea y

angiog6nesis   presentes   en   el   PPP,   postulando   a   este   plasma   como   una   fuente
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aut6loga   de   factores   de   crecimiento   con   potencial   para   su   uso   en   terapias   de

regeneraci6n periodontal.

Nuestros datos se condicen con  los resultados de  un trabajo  realizado en el  aFio 2014,

en un modelo /.n v/-vo correspondiente a perros de raza beagle, donde el PPP indujo un

aumento  en   la   regeneraci6n   6sea  en   alveolos  de  extracci6n   de  dientes   a   las  4

semanas  post-tratamiento,  a  diferencia  del  PRP que  indujo  una  regeneraci6n  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 evalu6 el  potencial que tiene el  PPP para estimular la diferenciaci6n

6sea  de  c6lulas  de  LPH.   Sin  embargo,   atln   no  se  conocen  todos  los  factores  de

crecimiento  presentes  en  este  plasma  ni  c6mo  estos  factores  actt]an  para  modular

dicha  diferenciaci6n.  Ademas,  con  la  finalidad  de  utilizar  este  plasma  en  terapias  de

regeneraci6n de los tejidos  periodontales,  se hace necesario  realizar experimentos en

modelos /.n v/.vo que corroboren  nuestros resultados y asi validen el potencial que tiene

el PPP para ser usado coma terapia regenerativa.

Por  otra  parte,  es  necesario  evaluar el  comportamiento  de  otras  proteinas  partlcipes

del    proceso   de   diferenciaci6n    6sea   tales   como    RUNX2,    Colageno   de   Tipo    I,

Osteopontina, entre otras, durante e[ tratamiento con PPP,  lo que permitiria determinar

efectivamente c6mo es que este plasma estimula la diferenciaci6n 6sea de las c6lulas

de  LPH  utilizadas,  cuales  son  las  proteinas  que  modulan  este  estimulo  y corroborar

efectivamente si este proceso esta siendo acelerado con el estrmulo de PPP.

Finalmente,   asociado   a   [a   diferenciaci6n   6sea,   inducir  la   revascularjzaci6n   de   los

tejidos   periodontales   es   indispensable   para   el   proceso   de   regeneraci6n   de   6stos
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tejidos.  Por  lo  tanto,  se  hace  necesario  analizar si  el  tratamiento  con  PPP  induce  la

angiogenesis,  para lo cual se requieren tanto experimentos /.n v/.fro como t.n vt.vo.
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7. CONCLUSIONES

•     Se lograron  obtener cultivos celulares de ligamento periodontal  humano a partir de

terceros  molares.   Estas  c6lulas  cumplieron   con  los  criterios  minimos  de   MSC

establecidos  por  la  lscT.  Ademas,  de  ser  positivas  para  los  marcadores  como

STRO-1  y CD146.

•      El analisis de  la constituci6n del  PPP permiti6 dilucidar la presencia de factores de

crecimiento  asociados  a funciones tales  como  la  proliferaci6n  de  celulas  de  LPH,

osteog6nesis y angiogenesis, procesos indispensables para la regeneraci6n de los

tejidos periodonta[es.

•      EI   tratamiento   con    PPP   sobre   las   c6lulas   obtenidas    de    LPH,    permiti6    la

diferenciaci6n  de  estas  celulas  al  linaje  6seo.  Ademas,  el  PPP  gener6  mayores

dep6sitos  de  calcio  que  su  control  con  SFB,  evidenciando  la  capacidad  de  este

plasma para promover dicha diferenciaci6n.

•     El  proceso  de  diferenciaci6n  6sea  de  las  c6lulas  de  LPH  fue  acelerado  con  el

tratamiento  con   PPP,   los  dep6sitos  de  calcio  a  los   14  dias  de  cultivo  fueron

mayores en el PPP que en sus controles tanto a los 14 dias como a los 21  dias de

cultivo. Ademas,  protefnas tales como FAL y OSX se expresaron  anticipadamente

con respecto a los controles tratados con SFB.
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•     Se logr6 establecer al  PPP como  una fuente aut6loga  de factores de crecimiento,

con   la   capacidad   de   inducir   y   al   mismo   tiempo   acelerar   la   diferenciaci6n

6sea/cemento de celulas de  LPH  en cultivos  /.n v/.fro,  lo que evidencia  su  potencial

uso en terapias de regeneraci6n periodontal.
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