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1. Objeto

El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado
en el Master en Ciencias Odontoldgicas y su Tutor/es y en el que se fijan las
funciones de supervision del citado trabajo de fin de méster (TFM), los derechos y
obligaciones del estudiante y de su/s profesor/es tutor/es del TFM y en donde se
especifican el procedimiento de resolucion de potenciales conflictos, asi como los
aspectos relativos a los derechos de propiedad intelectual o industrial que se puedan
generar durante el desarrollo de su TFM.

2. Colaboracion mutua

El/los tutor/es del TFM vy el autor del mismo, en el ambito de las funciones que a
cada uno corresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de
colaboracidon que permitan la realizacion de este trabajo y, finalmente, su defensa
de acuerdo con los procedimientos y los plazos que estén establecidos al respecto
en la normativa vigente.
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3. Normativa

Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente
reguladora para la realizacion y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones
contenidas en la misma.

4. Obligaciones del estudiante de Master

- Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de
trabajo que abarque el tiempo total de realizacion del mismo hasta su lectura.

- Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolucion de su trabajo, los
problemas que se le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos.

- Seguir las indicaciones que, sobre la realizacion y seguimiento de las actividades
formativas y la labor de investigacion, le hagan su tutor/es del TFM.

- Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad
de trabajo, estudio e investigacion.

5. Obligaciones del tutor/es del TFM

- Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; asi como
desempefiar todas las funciones que le sean propias, desde el momento de la
aceptacion de la tutorizacion hasta su defensa publica.

- Facilitar al estudiante la orientacion y el asesoramiento que necesite.

6. Buenas practicas

El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento,
practicas de trabajo seguras, conforme a la legislacion actual, incluida la adopcion
de medidas necesarias en materia de salud, seguridad y prevencion de riesgos
laborales.

También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra
ajena presentandola como propia tanto en el TFM como en las obras o los
documentos literarios, cientificos o artisticos que se generen como resultado del
mismo. Para tal, el estudiante firmara la Declaracion de No Plagio del ANEXO I,
que serd incluido como primera pagina de su TFM.

7. Procedimiento de resolucion de conflictos académicos

En el caso de producirse algiin conflicto derivado del incumplimiento de alguno de
los extremos a los que se extiende el presente compromiso a lo lardo del desarrollo
de su TFM, incluyéndose la posibilidad de modificaciéon del nombramiento del
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tutor/es, la coordinacion del méster buscard una solucion consensuada que pueda ser
aceptada por las partes en conflicto. En ningun caso el estudiante podra cambiar de
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la
Coordinacion del Master.

En el caso de que el conflicto persista se gestionard segtin lo previsto en el SGIC de
la memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacion de la
Universidad Complutense, o en una investigacion propia del Tutor, que tenga ya una
trayectoria demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad
ajenos a la Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en
secreto todos los datos e informaciones de caracter confidencial que el Tutor/es del
TFM o de cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le
proporcionen asi como a emplear la informaciéon obtenida, exclusivamente, en la
realizacion de su TFM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferira a terceros, ni siquiera en los casos
de cambio en la tutela del TFM, informacion del trabajo, ni materiales producto de
la investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de
forma expresa y por escrito, la autorizacioén correspondiente del anterior Tutor del
TFM.

9. Propiedad intelectual e industrial

Cuando la aportacion pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que
ha elaborado el TFM serd reconocido como cotitular de los derechos de propiedad
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislacion
vigente.

10. Periodo de Vigencia

Este compromiso entrard en vigor en el momento de su firma y finalizara por alguno
de los siguientes supuestos:

- Cuando el estudiante haya defendido su TFM.

- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.

- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM.

- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la
Universidad Complutense.

La superacion académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los
derechos y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual
para ambas partes, por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
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su trabajo, pero seguira obligado por el compromiso de confidencialidad respecto a
los proyectos e informacion inédita del tutor.

Firmado en Madrid, a 3 de septiembre de 2018.

El estudiante de Master El Tutor/es
Fdo.: Sta. Laura BACA GONZALEZ Fdo.: Prof. Dr. Jesis TORRES GARCIA-
DENCHE

SR. COORDINADOR DEL MASTER EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
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ANEXO I: DECLARACION DE NO PLAGIO

D./Diia. Laura BACA GONZALEZ con NIF 05469948-L , estudiante de Master en

la Facultad de =~ Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid en el curso

2017-2018, como autor/a del trabajo de fin de méster titulado  “Concentrados

plaguetarios y cinética de liberacion de factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF) y serotonina.” 'y presentado para la obtencion del titulo correspondiente,

cuyo/s tutor/ es/son:

Prof. Dr. Jestis TORRES GARCIA-DENCHE

DECLARO QUE:

El trabajo de fin de master que presento esta elaborado por mi y es original. No copio,
ni utilizo ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones de cualquier obra,
articulo, memoria, o documento (en versién impresa o electronica), sin mencionar de
forma clara y estricta su origen, tanto en el cuerpo del texto como en la bibliografia. Asi
mismo declaro que los datos son veraces y que no he hecho uso de informaciéon no
autorizada de cualquier fuente escrita de otra persona o de cualquier otra fuente.

De igual manera, soy plenamente consciente de que el hecho de no respetar estos
extremos es objeto de sanciones universitarias y/o de otro orden.

En Madrid,a 3 de septiembre de 2018.

Fdo.: Laura BACA GONZALEZ

Esta DECLARACION debe ser insertada en primera pagina de todos los trabajos fin de
master conducentes a la obtencion del Titulo.
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Introduccidén

1. Los concentrados plaquetarios. Definicion y evolucion histérica.,

Los concentrados plaquetarios (CP) son preparados sanguineos donde la

proporcion de plaquetas es superior a la de la sangre periférica.

Su uso tiene origen en las técnicas de transfusion utilizadas en Medicina
para la prevencion y tratamiento de hemorragias secundarias a
trombocitopenias severas. Por otro lado, en los afos 70 comenzaron a
emplearse como terapias coadyuvantes a la cicatrizacion de las heridas, los
conocidos pegamentos de fibrina, que consistian en un concentrado de
fibrinbgeno humano que se activaba mediante trombina y calcio. Uno de los
principales inconvenientes era su origen heterélogo lo que provocé la limitacion

de su uso en algunos paises.

Para solucionar este problema, comenzaron a utilizarse a mediados de los
anos 90 concentrados plaquetarios autdlogos. La técnica requeria que los
pacientes acudiesen unos dias antes al hospital para una extraccion de sangre
que se sometia procesos de plasmaféresis con objeto de aislar el fibrindbgeno.
Estos nuevos concentrados recibieron el nombre de fibrina adhesiva autdloga)
y gel de plaquetas. (Tayapongsak y cols., 1994; Whitman y cols., 1997) Estos procedimientos
son el origen de lo que hoy conocemos como CP, pero no tuvieron mucho éxito
por la complejidad de la técnica. Por un lado se necesitaban grandes
volumenes de sangre y por otro la aparatologia que se usaba era costosa.
(Dohan Ehrenfest y cols., 2008)

Un hito importante en la simplificacion del método se produjo al reducir el
volumen de sangre necesario para el procedimiento, y con la apariciéon de
centrifugas para su uso en el propio gabinete. Marx bautizé a este derivado
sanguineo como plasma rico en plaquetas (PRP). (Marx, 1998) Para obtener el
PRP se necesitan pequefios volumenes de sangre que se extraian en el mismo
momento de la cirugia para someterse a un doble proceso de centrifugado del

que se obtenia un plasma enriquecido en plaquetas. Este plasma se activaba



mediante trombina bovina. Se comenz6é a hablar por primera vez de un
concentrado plaquetario capaz de aportar factores de crecimiento. El plasma
rico en plaquetas se utilizaba al principio para favorecer la regeneracion de las
grandes cavidades Oseas que quedaban tras la extirpacion de quistes
maxilares y mandibulares, obteniendo resultados muy positivos. Estos defectos
cicatrizaban en menor tiempo y se conseguia mayor densidad 6sea del hueso

regenerado que cuando se comparaba con controles.

Evolucion histérica de los concentrados plaquetarios.

1% generacion

2% generacion

1970s | Pegamentos de fibrina Origen heterologo.

1990s | Fibrina adhesiva autéloga Grandes volumenes de sangre.
Aparotologia costosa.
Gel de plaquetas

1998 | PRP (Marx) Doble centrifugado.

Activacion con trombina bovina.
Centrifuga de gabinete.

1999 | PRGF (Anitua) Unico centrifugado.

Activacion con cloruro calcico.

2005 | PRF (Choukroun) Sin activacion.

2013 Regulacion AEM PS Declaracién de CPs como productos sanitarios y regulacion de
técnicas abiertas y cerradas (kits)

2018 Venopuncion en Odontologia Informe juridico del Ministerio de Sanidad

Un afio mas tarde, Anitua desarrollé otro protocolo conocido como plasma
rico en factores de crecimiento (PRGF). Una de las ventajas de este CP era la
simplificacion de la técnica, en la que utilizaba pequefios volumenes de sangre
y un solo centrifugado, invirtiendo mucho menos tiempo en el procedimiento.
Ademas, en lugar de activarse con trombina bovina, se emplea cloruro calcico.
(Anitua, 1999) Tanto el PRP como el PRGF constituyen la primera generacion de
CP.



Recientemente ha surgido una segunda generacién de CP que constituyen

una nueva simplificacion de la técnica. Es el denominado plasma rico en fibrina

(PRF), donde no es necesario activar el preparado, puesto que de la

centrifugacion sale ya en forma de coagulo enriquecido. (Dohan y cols., 2006)

2. Actualidad del tema
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Estimado Presidente, 1 N J
&

Me complace informarte que con fecha 2 de febrero de 2008, remiti el siguiente
extracto de carta al Presidente de la Co encia de Decanos de Odontologia

Lo que pongo en tu conodmiento & los efectos que estiméis oportunos.

Cordialmente,

El Secretario W%W\Mﬂdadn

Jorge Sainz nan‘llf,: .

Pigina 1 de 1

Documento de la Secretaria de estado de Educacion, Formacion
Profesional y Universidades de 7 de febrero de 2018, donde se
confirma la venopuncién como competencia de los profesionales
sanitarios de Odontologia.

En las graficas de este apartado
puede apreciarse como el numero de
publicaciones de los CP en general,
asi como particularmente en el
ambito Odontoldgico, sigue un patron
creciente. Son dos los hechos
recientes que pueden influir
positivamente en el uso clinico dental
en un futuro proximo: por un lado la
regularizacién del uso de este tipo de
productos por parte de la Agencia
Espafola del Medicamento en 2013.
(Anitua y cols, 2015a) Por otro lado, esta
la confirmacion en febrero de 2018
por parte de los organismos
competentes de la posibilidad de que
los profesionales de la Odontologia
practiquen la venopuncion, paso
necesario en la preparaciéon de los
CP.
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Gréfico historico de resultados en PubMed para los términos indicados en cada figura.

3. Factores de crecimiento.

Todos los CP aportan principalmente dos elementos: una concentracién de
plaquetas superior a la de los niveles basales y una matriz de fibrina. Cuando
se activan, las plaquetas liberan el contenido de sus granulos alfa, ricos en
factores de crecimiento (FC) Estos FC estan implicados en los procesos de
cicatrizacion de las heridas. Las funciones especificas de cada uno se detallan

a continuacion.

* Eje de los factores de crecimiento analogos de la insulina (IGFs) Los
IGF |y Il son reguladores positivos de la proliferacion y diferenciacion
de la mayor parte de tipos celulares, incluyendo células tumorales,
que se valen del sistema IGF para aumentar su potencial de
supervivencia. Aunque estas citoquinas son mediadores de la
multiplicacion celular, su principal papel es, en realidad, regular la
apotosis al inducir sefiales de supervivencia que protegen las células
de muchos estimulos apoptdticos matriciales. Ademas, aunque las
IGF se liberen durante la desgranulacion plaquetaria, se encuentran
en gran proporcion en la sangre circulante. Desde el punto de vista

del hueso, IGF-1 influye en la proliferacion y la secrecién de matriz



por parte de los osteoblastos y su descenso con la edad corresponde

con una disminucién en la densidad mineral 6sea.

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Es citoprotector y tiene
efectos mitogénicos y quimiotacticos en fibroblastos y células
epiteliales, induce la migracidon celular y estimula la formacion de
tejido de granulacién. En la cicatrizacion de heridas acelera la

reepitelizacidén e incrementa la resistencia tensional.

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF) Su importancia esta en la
estimulacion y coordinacion de la mitogénesis de las células
mesenquimales, como los fibroblastos, los osteoblastos, condrocitos,
células musculares lisas y mioblastos esqueléticos. También inhibe
los osteoclastos e induce la secrecion de fibronectina por parte de los
fibroblastos. Desarrollan una funcion proangiogénica por accion

quimiotactica sobre las células endoteliales.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) Participa en la
cicatrizacion promoviendo la angiogénesis: induce la quimiotaxis,
proliferacion y diferenciacion de las células endoteliales, aunque sus
efectos no se limitan exclusivamente a estas células, sino que
también regula otras, como los fibroblastos. Ademas, provoca una
hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos y es mitdgeno,
proapoptético.

Factor de crecimiento transformante 81 (TGF-B1) TGF es una vasta
superfamilia de mas de 30 miembros que incluye también a los
factores morfogénicos 6seos. TGF-31 es la isoforma mas frecuente,
no solo en los granulos a de las plaquetas, sino durante todo el
dialogo general intercelular. Los efectos in vifro dependen de la
cantidad. Por ejemplo, en funcién de este parametro puede favorecer
o inhibir la proliferacion de osteoblastos, con la consiguiente
trascendencia en el proceso de reparacion Osea. Es el agente mas
potente inductor de la cicatrizacion fibrosa, promoviendo la sintesis

masiva de colageno | y fibronectina por parte de osteoblastos y



fibroblastos. Ademas promueven la formacion de inhibidores de
proteasa, que frenan la lisis del colageno |.

* Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) Actuan como
quimiotacticos para macrofagos y fibroblastos y son reguladores
esenciales de la migracion, proliferacidon y supervivencia de los
linajes de ceélulas mesenquimales involucrados en el desarrollo y
remodelacion 6sea. Su papel como inhibidor o inductor depende de
la distribucion de sus receptores especificos. Promueve
indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos y se
comporta como activador de tales. Facilita, ademas y al igual que en
el caso anterior, la formacion de colageno tipo I. Las isoformas mas

relevantes de las que se han descrito son AA, AB y BB.

En definitiva, PDGF, TGF-8 e IGF, actuan conjuntamente en la quimiotaxis
y mitogénesis de las células madre y osteoblastos, en la angiogénesis de
nuevos capilares, en la formacion de la matriz 6sea y en la sintesis de
colageno. PDGF y TGF también participan en la mineralizacién 6sea. (Davisy cols,,
2014; Dohan y cols., 2006a; Rodriguez Flores y cols., 2012)

Se ha propuesto también el abordaje terapéutico, que aboga por la
utilizacion de FC recombinantes, sin embargo se asocia a dosis
suprafisioldgicas para el paciente y a un alto coste econdmico. (Kobayashi y cols.,
2016) Son diversos los métodos que se han probado con el fin de favorecer de
manera efectiva la disponibilidad de este tipo de FC en su lugar de accion sin
que pierdan efectividad, de modo que su concentracion sea suficiente durante
un periodo razonable como para permitir su accion. Cabe mencionar entre
otros, los particulados, matrices, hidrogeles, sus compuestos asi como la
terapia génica. (Cheny cols, 2010) La mayoria de estos formatos aun se encuentran
en fases experimentales. (Chen y cols, 2006) Para entender las distintas
formulaciones primero es necesario explicar que los FC pueden aplicarse de

forma aislada o conjunta.
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Tal y como se ilustra en la imagen, cada factor de crecimiento L
cumple multiples funciones en el proceso de angiogénesis y las distintas etapas de la
formacioén ésea. La combinacion de varios factores de crecimiento .,
en su administracién con fines terapéuticos puede resultar en regeneracion.
efectos sinérgicos o, por el contrario, inhibitorios y perjudiciales

para la formacion de tejido. (Bayery cols., 2015) Los distintos materiales
disefiados para la administraciéon de FC son matrices que buscan liberar dichos
factores de forma mantenida y con una secuencia similar a la fisiologica. En su
elaboracion se tienen que tener en cuenta, no solo la cinética de liberacion de
FC, sino también factores como la velocidad de degradacion, condiciones de
procesado, dispersion de proteinas en la matriz, porosidad inicial y carga de
proteinas. (Bayery cols., 2015)

Dentro del grupo de los polimeros se incluyen poliésteres, acido
poliglicolico, acido L-polilactico o acido polilactico-co-glicélico, materiales
adecuados por su biocompatibilidad, biodegradacidon controlada, capacidad de
ser absorbidos, no toxicidad de los productos de degradacion y la facilidad de
administracion. (Bayer y cols, 2015; Chen y cols,, 2006) En ocasiones, propiedades tan
importantes como la osteoconductividad y la integridad pueden verse
comprometidas al emplear exclusivamente polimeros, por lo que se incorporan
materiales naturalmente osteoconductores como el fosfato de calcio para crear
matrices compuestas. A continuacion se mencionan las distintas

conformaciones estructurales que pueden adoptar estos polimeros:



Matriz de polimeros capsula:

a) Matriz polimérica dual.

b) Matriz enriquecida con microesferas.

(Bayery cols., 2015)

Polymer Encapsulating Scaffolding
a. Dual polymer scaffold

Polymer 1
releasing

growth
factor A

Polymer 2
S releasing
growth
factor B

b. Micr ff

Microsphere to release
growth factor A

Scaffold incorporating microparticles
SO O

...‘.

Microspheres to release
growth factor B

Core-shell Scaffolding

a. Fiber core b. Microsphere core
& Matriz carcasa-nucleo:
e a) Nucleo fibroso.
\ Core fiber to / ’ Core microsphere —— ."-'
e b) Nucleo de microesferas.

c. Microsphere core-shell

Core microsphere
to release growth
factor A

Shell microsphere
'to release growth
factor B

c) Microesferas.

(Bayery cols., 2015)

Matriz por capas:
a) Capas yuxtapuestas.

b) Capas cubrientes.

(Bayery cols., 2015)

Layer-by-Layer Scaffolding

a. Juxtaposed layers b. Coating layers
P Y g fay Coating layer
More i Less Cosiingl releasing
layer releasing layer releasing oating layer growth factor A

growth factor A growth factor B releasmg )
growth factor B

Growth factor
eluting scaffold

Bulk polymer
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Existen opciones bioldgicas, que ofrecen la ventaja de no utilizar solventes
organicos en la preparacion y se limita la posibilidad de descenso de pH en
el interior de la matriz durante la degradacion. (Chen y cols, 2006) Entre ellas

destacan:

* Distribucion por genes: insertando plasmidos mediante adenovirus,
con técnicas de terapia génica. Este tratamiento podria combinarse

con los métodos de distribucion de FC ya descritos.

* Pequefas moléculas: lo suficiente como para carecer de capacidad
inmunogénica. En esta linea se ha investigado con simvastatina y
rosuvastatina. El principal inconveniente es su inespecificidad. Bayer y
cols,, 2015) Otro ejemplo son las microesferas de dextrano-co-gelatina

para la liberacién controlada de IGF-I. (Cheny cols., 2006)

Los CP constituyen otra opcion biologica para la liberacion de FC de origen
autologo en altas concentraciones. Pueden, ademas, mezclarse con otros

biomateriales. (Cheny cols., 2010; Kobayashi y cols., 2016)

Asi, la matriz de fibrina actuara a modo de carretera para la vehiculizacion
de los FC y favorece su liberacion progresiva durante el periodo de cinco a
nueve dias de vida plaquetaria. (Davis y cols, 2014) La eficacia de estos CP en las
primeras fases de la cicatrizacion ha sido ampliamente demostrada. (Davis y cols,,

2014; Badrany cols., 2017; Temmerman y cols., 2016)

4. La serotonina, un agente doble.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es un neurotransmisor
monoamina. (Fidalgo y cols, 2013) Fue identificada por Rapport en 1948, como
sustancia vasoconstrictora procedente de suero vacuno. El origen del término
se debe a este hecho pero puede ser confuso, pues hoy se conoce que su
presencia y funciones en el organismo son mucho mas amplias. En los afios 60
se comenzd a hacer distincion entre la serotonina central y periférica (Mercado y

Kilic, 2010; Ducy y Karsenty, 2010)
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Adaptado de Fidalgo y cols., 2013.

En la sintesis de la 5-HT el L-triptéfano, procedente de la dieta, se convierte
en 5 hidroxi-L-tript6fano en un proceso mediado por la enzima 5-hidroxilasa
(Tph), de la que existen dos isoformas y cada una es sintetizada por distintos
tipos de células, tal y como se desarrolla en el esquema. La gran importancia
de este hecho se esplicara mas adelante. La Tph 1 se encuentra en las células
enterocromafines (EC) del intestino, mientras que Tph 2 se encuentra
fundamentalmente en el cerebro. Por otro lado, la degradacién de 5-HT se
produce por acetilacion, mediada por N-acetiltransferasa y resulta en N-

acetilserotonina, que es un metabolito precursor de la melatonina. (Fidalgo y cols,,
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2013) La gran diversidad de funciones de la 5-HT se atribuye a la capacidad de

sefalizar hasta 14 receptores diferentes. (Ducyy Karsenty, 2010)

La recaptacion de 5-HT se da mediante el transportador de recaptacion de
serotonina (SERT), Na*/CI" dependiente. (Fidalgo y cols, 2013; Mercado Kilic, 2010) El
mecanismo de regulacion exacto del SERT por los gradientes transmembrana
no es del todo conocido. (Mercado y Kilic, 2010) En el caso de las neuronas y células
gliales, la expresion de receptores SERT en la membrana depende de la
concentracion extracelular de 5-HT. El aumento de la misma implica menos
receptores, con la consiguiente limitacién de su disponibilidad sinaptica. (Mercado
y Kilic, 2010)

El metabolismo sucede principalmente en la glandula pineal, aunque
también puede darse en el tracto digestivo. Los SERT constituyen una diana
terapéutica interesante como reguladores no especificos de la 5-HT en multitud
de trastornos psiquiatricos: al bloquear estos receptores se incrementa la
disponibilidad de serotonina extracelular. Con este fin se emplean los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIS).

4.1. Serotonina del sistema nervioso central (SNC)

Esta asociada con la regulacion de la temperatura, los ritmos circadianos,
vomitos, agresividad. Asi mismo, regula la ingesta de alimentos, el
metabolismo energético y las respuestas al estrés en el cerebro modulando el
sistema nervioso auténomo (SNA) y vias neuroendocrinas, como el eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal o el sistema insulina/lGF-1 y BDNF (brain
derived neutrophic factor, de la familia de las neutrofinas asociadas al factor de
crecimiento nervioso) La IL-1 y el TNF interaccionan con el sistema de la
serotonina, entre otros sistemas neuroquimicos, para regular los ciclos de

sueno y vigilia. (Fidalgo y cols., 2013)

Cada comportamiento esta controlado por multiples receptores de 5-HT. A
su vez, cada receptor se expresa en varias regiones cerebrales v,

probablemente, contribuya a modular distintos procesos comportamentales.
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Esto explica por qué los farmacos dirigidos a un receptor 5-HT especifico
repercuten sobre muchos comportamientos. (Bergery cols., 2009)

La mayor parte de las neuronas serotoninérgicas se encuentran en los
nucleos del rafe dorsal y medio del mesencéfalo caudal y sus axones se
proyectan hacia otras zonas del cerebro: region frontal, talamo, hipotalamo,
region estriada, region cortical, médula, puente, cerebro medio, cerebelo y
meédula espinal. de modo que, virtualmente, toda célula del mismo se

encuentra cercana a una fibra serotoninérgica. (Fidalgoy cols., 2013)

4. 2. Serotonina periférica

Implicada en la agregacion plaquetaria, tono vascular, hipertension,
motilidad intestinal y regulacion de la masa 0sea. (Fidalgo y cols., 2013) Tiene efecto
vasoconstrictor o vasodilatador en funcion de los receptores particulares
expresados en el endotelio vascular y el musculo liso circundante. (Bergery cols,,

2009)

Aproximadamente el 95% de la 5-HT del cuerpo se produce en las células
enterocromafines (EC) del tracto digestivo. Cuando es liberada puede: a) ser
captada por las plaquetas o b) ser recaptada y metabolizada por su
transportador en el intestino moléculas SERT expresadas, en este caso, por los
enterocitos del epitelio gastrointestinal y por las células entéricas.

El sistema nervioso entérico (SNE) inerva las dos capas de la muscularis
externa y puede actuar independientemente del SNC en el control de funciones
gastrointestinales como la motilidad y la secrecién. La 5-HT presente en
neuronas serotoninérgicas del SNE es sintetizada por las EC y es liberada en
respuesta a estimulos mecanicos y quimicos como el cambio de pH, cambios

en la presion luminal o de péptidos y glucosa, entre otros.

La 5-HT tiene escasa penetracion de la barrera hematoencefalica, aunque
la implicacion de la 5-HT en el equilibrio energético y de alimentacion indica la
posible relacién entre ambos sistemas. La 5-HT periférica, tal vez afecte de
manera indirecta al SNC. (Ducyy Karsenty, 2010)
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4. 3. Serotonina y remodelacion dsea

El papel de la 5-HT en la fisiologia ésea fue documentado por primera vez
en 2001 a raiz del descubrimiento de receptores de 5-HT, neurotransmisores y
transportadores en osteoblastos y osteoclastos. (Wadhwa y cols, 2017) La clinica
inicialmente silente de la osteoporosisis enmascaré los efectos de la Tph 1
sobre la remodelacion 6sea en los estudios previos con ratones. A partir de
este descubrimiento, fue posible observar los efectos de la 5-HT central y
periférica de manera independiente porque los genes que codifican para la
Tph, enzima que interviene en su metabolismo, son especificos para cada una

de ellas. (Ducy y Karsenty, 2010)

En ratones sin Tph 2 se observa la ausencia de 5-HT detectable en el
cerebro, mientras que los niveles séricos son normales. Sin embargo, estos

ratones experimentan una severa pérdida de masa 6sea. (Fidalgoy cols., 2013)

- Ausencia Tph2 }—) WV 5-HT central —> A\ tono simpatico 4{ Vosteoblastos }—)

- Sobreexpresion leptina Aresorcion ésea

La leptina es una hormona derivada de los adipocitos que se une a los
receptores (ObRb) de las neuronas serotoninérgicas del tronco cerebral e
inhibe la sintesis de 5-HT central. Al igual que en caso anterior, los niveles
reducidos de serotonina central se traducen en un tono simpatico aumentado,
que conduce a la reduccion del numero de osteoblastos e incrementa la

resorcion 6sea, con la consiguiente pérdida de masa 0sea. (Fidalgo y cols., 2013)

La 5-HT central actia como neurotransmisor sobre los receptores Htr2c de
las neuronas del nucleo ventromedial del hipotalamo y provocan la disminucion
del tono simpatico. (Wadhwa y cols,, 2017) La adrenalina sobre los receptores [3-
adrenérgicos de la membrana de los osteoblastos activa la sintesis de RANK-L,
que estimula la funcion y diferenciacion de los osteoclastos. Por otro lado,
promueve un reloj molecular génico y la cascada de la ciclina D1 que limita la
proliferacion de los osteoblastos. Por tanto, la inhibicién del tono simpatico

favorece la osteogénesis y disminuye la resorcion. (Ducyy Karsenty, 2010
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Por otro lado, los ratones con Tph 1 inactivo presentaban un incremento en
la masa é6sea. El efecto contrario se produce cuando aumentan los niveles de
serotonina periférica, por ejemplo en pacientes tratados con farmacos SSRISs,
que, aunque se emplean en trastornos neuropsiquiatricos, no son especificos
para la serotonina central. Por lo tanto, se puede inferir que existe una relacion
inversamente proporcional entre los niveles de serotonina sérica y la densidad

0sea. (Fidalgoy cols., 2013)

El mecanismo por el que la 5-HT periférica reduce la masa 6sea es su
accion como hormona, uniéndose a los receptores Htr1b de la membrana de
los osteoblastos. Asi se inhibe la fosforilacion de la proteina de union al
elemento de respuesta al AMPc (CREB) por medio de la fosfoquinasa A (PKA).
Esto significa una limitacidn en la expresion de los genes de ciclina y por ende,
la aminoracion del la proliferacion de osteoblastos y pérdida 6sea. (Wadhway cols.,
2017; Ducy y Karsenty, 2010)

Cuando ambas enzimas, Tph 1y Tph 2, estan ausentes en ratones, se
observa menor masa Osea, osteogénesis y mayor resorcion. Asi, a pesar de
que la proporcion de serotonina sérica en el organismo es mayoritaria, es la 5-
HT central la que predomina e influye mas significativamente sobre el
remodelado dseo.

La 5-HT central disminuye el tono simpatico y favorece el aumento de la
densidad d&sea, mientras que la 5-HT periférica lo inhibe al reducir la
proliferacion de los osteoblastos. (Fidalgo y cols., 2013; Wadhwa y cols., 2013) El papel de

la 5-HT central en relacién al remodelado 6seo es dominante. (Fidalgoy cols., 2013)

La influencia reciproca de los microRNAs (miRNAs) sobre la 5-HT y la
expresion de sus receptores es un nuevo area de investigacion. La actividad de
osteoblastos y osteoclastos también esta modulada por miRNAs, la via del
Whnt, p53 y algunos SSRI como la fluoxetina. (Fidalgoy cols., 2013; Wadhwa'y cols., 2017)

La Wnt es una glicoproteina que inhibe la Tph 1 de las EC al actuar
negativamente sobre Lrp5. (Wadhwa y cols,, 2017) LrpS es un miembro atipico la

familia de lipoproteinas receptoras de baja densidad, dentro del grupo de las
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proteinas de la membrana. Fue precisamente la identificacién por serendipia en
dos estudios genéticos de Lpr5, como un importante regulador posnatal de la
formacion 6sea en humanos, lo promovio la busqueda del papel de la 5-HT en
la fisiologia O0sea. Lpr5 por si mima también estimula a los osteoblastos,
aunque el mecanismo no es del todo conocido. Ademas, la union de Wnt a
determinados receptores en la membrana de estas células produce la
estabilizacidon de la B-catenina intracelular, que, junto con otros factores, activa
la transcripcion de osteoprotegerina (OPG). De este modo, la via canonica de
Wnt actua sobre los osteoclastos e inhibe la reabsorcion 6sea, mientras que
Lpr5 promueve la formacién dsea de los osteoblastos. (Ducyy Karsenty, 2010)

unién a receptor Fz de ostecblasto » ) . + - reabsorcion 6sea
n il ion - lul > i0 >
'wAl > estabilizacién B-catenina intracelular liberacion OPG osteoclastos
N v . unidn a receptor (desconocido)
Lprs - > o
A formacion dsea
v + i osteoblastos

Tph1 —> 5HT —>

En el caso de los SSRI, existe controversia sobre su posible relacion con
una disminucién en la masa 6sea. Son muchos los posibles factores de
confusion: la depresidon como una causa de pérdida de masa ésea per se, el
consumo de alcohol o tabaco, la edad, el género o la alimentacion entre otros.
Independientemente de estos, Ortufio y colaboradores sefialan un posible
mecanismo de activacion de los canales Ca®* dependientes de la calmodulina
de los osteoclastos. Como consecuencia se activaria la cascada c-Fos-Nfact1 y
disminuiria la resorcién 6sea en un periodo inicial. Sin embargo, también tiene
un efecto en la recaptacion de 5-HT central, lo que, a la larga, resultaria en la
desensibilizacion de los receptores neuronales Htr2c y aumento del tono
simpatico, y, en consecuencia se produciria resorcion y pérdida de densidad
osea. Por ello, un tratamiento corto determinaria la predominancia de un efecto
protector sobre el hueso, mientras en periodos superiores a un afo implicaria

mayor riesgo de resorcion. (Wadhwa y cols., 2017; Ortufio y cols., 2010)
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4. 4. Serotonina vy plaguetas

Las plaquetas contienen cerca del 95% de la 5-HT (periférica) presente en
la circulacion general. (Ducy y Karsenty, 2010) Las plaquetas constituyen los
principales reguladores de la concentracion de 5-HT en plasma. (Mercado y cols.,
2010)

La 5-HT puede mediar cambios en la mecanica, fragilidad, proliferacion
migracion y agregacion de las plaquetas. (Fidalgoy cols, 2013) Las plaquetas tienen
un numero significativo de vesiculas que almacenan 5-HT, pero no la
sintetizan. (Bergery cols,, 2009) Al igual que en las neuronas o las EC, la captacion
de 5-HT desde el plasma sanguineo sucede a través de SERT. En interior de
las plaquetas puede ser degradada por la monoaminooxidasa A (MOA) o
transportada por VMAT y almacenada en granulos densos (Fidalgo y cols., 2013;
Mercado y cols., 2010)

El SERT es un sistema saturable. (Mercado y cols, 2010) En las plaquetas existe
una relacién bifasica entre el SERT y la serotonina. A bajas concentraciones
extracelulares de 5-HT, la capacidad de captacion de serotonina de las
plaquetas es proporcional al numero o expresion de las moléculas SERT en la
membrana de las células. Sin embargo, cuando las concentraciones
extracelulares son elevadas, la expresion de SERT disminuye, aunque las
plaquetas continuan almacenando 5-HT a un ritmo ralentizado que se
mantiene, presumiblemente, mientras la concentracion extracelular de 5-HT
sea elevada. (Mercado y cols., 2010; Fidalgo y cols, 2013) Mediante el mecanismo de
retroalimentacion, la concentracion de 5-HT en el plasma sanguineo se
autorregula modulando la expresion de SERT en la membrana de las
plaq uetas. (Brennery cols., 2007)
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Al aumentar la concentracion de 5-HT extracelular, también lo hace
inicialmente la expresion de receptores SERT en la membrana plasmatica de
las plaquetas, que son transportadas desde el interior de la célula mediante
vesiculas transportadoras. Como consecuencia, aumenta la concentracidn
intracelular de 5-HT. Cuando se satura la capacidad de las VMAT se activan
dos vias de bloqueo de transporte de receptores SERT a la membrana
plasmatica (Rab4 y vimentina) y se reduce su expresion, de manera que se
limita la entrada de 5-HT. El aumento de la concentracion intracelular de 5-TH
produce también la desgranulacion y liberacion de 5-HT al medio extracelular.
(Mercado y cols., 2010)

Las plaquetas son la mayor fuente de 5-HT para las células del sistema
inmune innato y adaptativo: células dendriticas, linfocitos B y T, células natural
killer y mastocitos. Las citoquinas proinflamatorias también pueden interrumpir

la sintesis de 5-HT al alterar el metabolismo del triptéfano.

La 5-HT se ha demostrado como mediador proinflamatorio en el intestino.
Sin embargo, los ratones Tph 1 negativos no son inmunocomprometidos, lo
que sugiere que la 5-HT no es esencial para las respuestas inmune innata o
adaptativa, aunque si que tiene un papel modulador en las infecciones viricas y
en reacciones alérgicas. (Fidalgo y cols, 2013) Ademas, en el tejido localmente
inflamado la liberacidon de 5-HT sensibiliza las fibras nerviosas perifericas que
portan la informacion nociceptiva al SNC. También en el SNC la 5-HT tiene un
papel modulador del dolor. (Bergery cols., 2009)
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5. Plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y plasma rico en

fibrina (L-PRF)

5. 1. PRGF. Protocolo de Anitua y cols.

En lineas generales, se realiza una extraccion

- de sangre del paciente, utilizando tubos con citrato
* Fraccién de plasma 1 (F1) sédico, con el fin de que no se coagule la sangre
“Fracciondeplasma 2 (F2) ~ durante el proceso de centrifugacion. El citrato

« Leucocitos. - . . .
sbédico funciona como un interruptor: en dicho

« Fraccion celular roja.
proceso de coagulacion participa el ion calcio, pero
el citrato sodico es un agente quelante capaz de

Fracciones de PRGF obtenidas

mediante el protocolo descrito por  gtrgparlo, de modo que impide que se desarrollen
Anitua y cols. (Citado por King y cols.,

2018) las cascadas enzimaticas correspondientes.

La muestra se somete a un proceso de centrifugado unico del que se
obtienen dos fracciones visibles: la fraccion celular roja, en el fondo del tubo,
donde se depositan los elemento de mayor peso molecular, como las células.
Debe su color a la presencia de eritrocitos. Por encima se observa un liquido
traslucido amarillento que constituye el plasma y es la fase donde se
encuentran la plaquetas. Las plaquetas son, recordemos, fragmentos sin
nucleo que provienen de una célula precursora, el megacariocito, y su tamafno
relativo es menor al de otras células sanguineas. El plasma a su vez esta
puede dividirse a su vez en dos fracciones, una fraccién 1 (F1) alejada de la
serie roja y una fraccion 2 (F2) cercana a la serie roja. La F1 es mas pobre en
plaquetas, su concentracién es similar a la de la sangre periférica. La F2
contiene una proporcion de plaquetas aproximadamente dos veces superior a
la de la sangre. Las propiedades fisicas de ambas porciones una vez activadas
también son diferente, de lo que se derivan distintos usos clinicos para cada

una de ellas una vez activadas.

Entre el la fraccion F2 del plasma y la fraccion roja existe una fina linea
blanca denominada capa leucocitaria. Esta capa no se aspira en este
protocolo, pues los autores de esta técnica postulan que se obtiene un

producto mas homogéneo con deplecion leucocitaria. De este modo se omite la
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respuesta de los neutrofilos, que expresan enzimas degradantes de la matriz,

como las metaloproteinasas-8 (MMP-8) y MMP-9, y liberan especies de

oxigeno reactivo que destruyen las células adyacentes, independientemente de

que estén dafadas o sanas. (Anituay cols., 2006)

El proceso de activacion se realiza mediante cloruro calcico una vez se ha

realizado el fraccionamiento. El cloruro calcico devuelve a la muestra los iones

calcio necesarios para la coagulacion que se bloquearon en el tubo citratado.

Es un proceso dependiente de temperatura, por lo que el sistema incorpora

una estufa. El recipiente para la activacion se escogera en funcion de la forma

final deseada.

5. 2. L-PRF. Protocolo de Choukrouny cols.

Capa de plasma acelular.

Coagulo de fibrina.

1012 44d

Capa celular roja.

Fracciones de PRF obtenidas
mediante el protocolo descrito por
Choukroun y cols. (Citado por Dohan

Ehrenfest y cols., 2008)

Los coagulos se conforman mediante
presidon con instrumentos especificamente

disefiados para este efecto. En este caso se

Para este procedimiento la sangre se extrae
en tubos sin agentes anticoagulantes o
gelificantes. La activacion plaquetaria y la
formacion del coagulo de fibrina sucede
inmediatamente y después del centrifugado se
obtienen dos fracciones claramente
diferenciadas. A diferencia del PRGF en este
protocolo la fraccion plasmatica (amarilla) no hay
que activarla ya que se obtiene directamente un

coagulo tras la centrifugacion.

mantiene la capa leucocitaria. Los autores lo Trombo rojo: corptisculos rojos y

plaquetas embebidas en una matriz

justifican por su efecto antiinfeccioso, por su [] defibrina densa.

papel en la regulacién de la respuesta inmune

Coagulo de fibrina.

y por su capacidad de produccion de agentes Fracciones de PRF una vez separado del

tubo de extraccién (Dohan Ehrenfest y cols.,

proangiogénicos como el VEGF. (Dohan Ehrenfest )

y cols., 2008)
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6. Interés y justificacién del estudio

Los CP han demostrado tener un efecto beneficioso sobe la cicatrizacion en
procedimientos clinicos que afectan a los tejidos blandos, como tendones o
ligamentos. Su mecanismo de accion es, como se explicé anteriormente, la
liberacion de FC por parte de las plaquetas activadas. Estos GF estan

presentes en los granulos a.

Todos ellos son esenciales en los mecanismos que se ponen en marcha en
la regeneracion 6sea. Sin embargo, los estudios preclinicos y clinicos muestran
resultados contradictorios e incluso negativos de éstos sobre el hueso. Ello
podria deberse al potencial efecto inhibitorio de las moléculas presentes en los
granulos densos. La 5-HT es el producto mas rapidamente liberado por las
plaquetas activadas en cualquiera de los posibles métodos de activacion.

In vitro se ha demostrado el efecto del ATP sobre la diferenciacion y
viabilidad de los osteoblastos. A bajas concentraciones influye positivamente
sobre la mineralizacion, mientras que sucede lo contrario cuando son altas,

inhibiendo los osteoblastos y estimulando los osteoclastos.

Aunque el mecanismo de accion del Ca®* aun no esta totalmente dilucidado,
se cree que la regulacion a nivel celular local es independiente de sus efectos

sistémicos y produce apoptosis de los osteoclastos y diminucion de su funcién.

Este ultimo mecanismo frenaria el remodelado &seo, especialmente

importante cuando se utilizan injertos.

Representacion esquematica de la matriz y arquitectura celular del PRGF y del L-PRP. El contenido de leucocitos
(azul) y la densidad de la matriz de fibrina (fibras amarillo-grisaceas) son los dos parametros clave que definen
cada tipo de CP. Los agregados plaquetarios (gris) siempre aparecen unidas a las fibras de fibrina. La forma de
polimerizacién de la fibrina influye en el comportamiento y disolucién del material. (Dohan Ehrenfesty cols., 2008)
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Por otro lado, el método de obtencion y activacion de los CP podria
modificar significativamente el patrén de liberacién de los GF y ser de gran
relevancia en el equilibrio que aqui se expone. (Badrany cols,, 2017) De este modo

se puede concluir que:

1) Aunque existe consenso en la literatura acera de la liberacién de FC, las
concentraciones y el modo en que lo hacen a lo largo del tiempo no es tan

claro.

2) Son escasos los estudios que comparen de forma objetiva ambos
meétodos, la mayor parte de las investigaciones son financiadas por las
empresas que desarrollan cada uno de ellos.

3) En la busqueda bibliografica previa al presente trabajo no hemos
encontrado articulos publicados en relacion a la cinética de liberacion de la 5-
HT de los CP.
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Objetivos
El objetivo principal es determinar la cinética de liberacion de VEGF y 5-HT
en el PRGF y el L-PRF respectivamente. Los objetivos especificos son:

* Estudiar si existen diferencias entre ambos grupos en el modo de
liberacion de VEGF.

e Comparar los patrones de liberacion de 5-HT entre ambos CP.
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Hipdtesis

1. Hipdtesis de trabajo

No existen diferencias en la cinética de liberacion de VEGF y de serotonina
entre PRGF y L-PRF.

2. Hipotesis alternativa (Ha)

Existen diferencias en la cinética de liberacién de VEGF y serotonina entre
PRGF y L-PRF.

3. Hipdtesis nula (Ho)

En este estudio coincide con la hipodtesis de trabajo: “no existen diferencias
en la cinética de liberacion de VEGF y de serotonina entre PRGF y L-PRF.”
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Material y método

1. Poblacion y muestra

Para la realizacion de este trabajo se reclutaran voluntarios sanos, alumnos
del Titulo Propio Master de Cirugia Bucal e Implantologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid.

* Voluntarios sanos, sin restriccion en funcion del sexo.
* Edad comprendida entre 18 y 25 afios.

* Aceptacion de los documentos de consentimiento informado

(Anexos)

Se excluyeron aquellos participantes con:

* Patologia sistémica o particularidades anatdomicas que dificultasen o

contraindicasen la técnica de venopuncion.

La muestra consistid en cuatro voluntarios consecutivos que cumplian los

requisitos descritos.

2. Diseno del estudio

Se realizé un estudio piloto in vitro. Las muestras de PRGF y L-PRF se
incubaron en un medio de cultivo que se cambi6é a diferentes tiempos para
cuantificar la cinética de liberacion. Los tiempos elegidos para observar esta
liberacion fueron a los 30 y 90 minutos, 24, 48 horas, 6 y 10 dias. En cada
cambio de medio se retiraban 5mL del medio de incubacién del coagulo, se
sustituia por medio nuevo y se incubaba de nuevo hasta el siguiente cambio. El
medio recogido en cada cambio, donde se encontrarian las proteinas liberadas
en el intervalo de tiempo correspondiente, se almacen6 congelado. Una vez

recopiladas las muestras de cada tiempo, se caracterizaron mediante ELISA
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para detectar 5-HT y VEGF. De este modo, las concentraciones corresponden

a la liberacion en cada intervalo de tiempo y no al total.

Secuencia de actuacion

Tiempo Procedimiento Lugar Recursos humanos
Previo Busqueda bibliografica LBG
Extraccion de sangre Master de Cirugia e Dos operadores
Implantes. F. Odontologia.  entrenados (HML,
JTGD) Cuatro
voluntarios
Simultaneo Obtencion PRGF / L-PRF  Master de Cirugia e Dos operadores
Implantes. (JCF, LBG)
Master de Periodoncia. F.
Odontologia.
30’, 90’, 24h, Cambios medio Departamento de LBG, EVA
48h, 6d, 10d Bioquimica y Biologia
Molecular. F. Medicina.
4d ELISAs Departamento de LBG, LR
Bioquimica y Biologia
Molecular. F. Medicina.
Analisis e interpretacion LBG
resultados
Redaccién LBG
2.1. Variables

Tipo de concentrado plaquetario. PRGF o

independiente cualitativa dicotomica.

L-PRGF. Variable

* Tiempo: variable independiente cuantitativa discreta.

* VEGF: medido en pg/mL. Variable dependiente cuantitativa continua.

* 5-HT: medido en ng/mL. Variable dependiente cuantitativa continua.
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2.2. Extraccién de sangre

En primer lugar, se les explico a los voluntarios en qué consistia el
procedimiento y el estudio y se firmaron los consentimientos informados.
Posteriormente, con el paciente sentado, se eligio el brazo de la extraccion en
funcion de la accesibilidad a las venas medianas basilica o cefalica a su paso
por la fosa cubital. Se realizé con el sistema Vacuette® (Greiner Bio-One;
GmbH, Kremsmunster, Austria)

Se coloco el compresor (también conocido como “smarch”) y se desinfecto
la zona cuidadosamente y sin frotar con digluconato de clorhexidina 10mg/mL
(Cristalmina®. Laboratorios Salvat. Esplugues de Llobregat. Barcelona.
Espafia) . La colocacion de la aguja se realizé en sentido de la vena, con una

inclinacién aproximada de 30°. De cada voluntario se obtuvieron:

* Dos tubos de 9mL cada uno, con citrato trisddico al 3.8% como
anticoagulante para el protocolo de PRGF. Se caracterizan por el
tapdn de color azul. (Vacutainer®. BD. EEUU)

* Dos tubos de 9mL sin citratar seco siliconado para evitar la adhesién
de hematies a las paredes y favorecer la coagulacion la preparacion
de L-PRF. Se distinguen por el tapdn rojo. (Vacutainer® BD. EEUU)

Tras la extraccion, los tubos se llevaron rapidamente a la centrifuga para la
realizacion del protocolo de centrifugado y se instruy6 a los pacientes para que

realizasen compresion en la zona de extraccion durante unos minutos.

“

2.3. Procesado de la sangre. PRGF. (Anitua y

cols., 2015b

La sangre extraida se centrifugd a
1400rpm durante 8 minutos a temperatura
ambiente  (Centrifuga System V. BTI
Biotechnology Institute S. L. Vitoria, Espafia)

Tal y como se desarroll6 en la introduccion,

tras el proceso de centrifugacion se observan
Rotor de la centrifuga System V. La jeringa
sefiala la posicion cruzada y simétrica de los
tubos necesario par su correcto funcionamiento.
La jeringa de insulina de la imagen es la que se
empled para la dosificacién del cloruro célcico.
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dos fracciones claramente diferenciadas, una fraccion roja (constituida por
eritrocitos principalmente) y una fraccion amarilla (constituida por plasma y
plaquetas). Para la obtencion de PRGF se dividio la fraccidén amarilla en dos
fracciones F1 y F2. La F2 se obtuvo de pipetear aproximadamente unos 2 mL
por encima de una linea blanquecina junto a la fraccién roja. La fraccion 1 (F1),
de volumen variable, se obtuvo pipeteando la fraccién por encima de la F2. En
primer lugar se pipetearon los 2mL de F2 en un tubo de fraccionamiento sin
aditivos, con cuidado de respetar 0,5mL de margen de seguridad sobre la serie
roja para evitar aspirar la capa leucocitaria. La F1 se descartd. La activacion se
realizé afiadiendo cloruro calcico (50 yL por cada 1000 pL de PRGF) (solucion

inyectable 10mg/mL. Braun. Alemania)

2.3. Procesado de la sangre. L-PRF. (Choukrouny cols., 2006)

La sangre se centrifugd a 3000 rpm (sobre 280g) durante 11 minutos
(IntraSpin™. Intra-Lock® Iberia S. L. Madrid. Espafia) Después de la
centrifugacion en el tubo de extraccion se observa una fraccion amarilla ya
coagulada y una fraccion roja. Para su utilizacion, el coagulo amarillo de fibrina

se separo de la fraccion roja con un instrumento de corte.

2.5. Cambios de medio

Los tiempos para el cambio de medio fueron
30 minutos, 90 minutos, 24 horas, 48 horas, 6
dias y 10 dias. En cada punto se renovaron 5mL
de medio con medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 tamponado con acido N-(2-
hidroxietil) piperazina-N’-etanosulfonico (HEPES)
y pH 7,4. El medio extraido se etiquetd y congelo
a -80°C hasta el momento del analisis. Las
muestras con medio renovado se incubaron a

37°C y 5% de CO, entre cada cambio para

permitir la liberacién de factores de crecimiento.

Batea con placas de Petri para incubar
las muestras. 29



Con este método se pretendia cuantificar la liberacién de VEGF y 5-HT para

cada momento.

Paciente 1 PRGF (dos tubos) + L-PRF (dos tubos) Muestras etiquetadas y congeladas.
Paciente 2 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos)
30 minutos (T)
Paciente 3 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos)
Paciente 4 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos)

Mismo esquema para los tiempos T,-T

Diagrama de la preparacion de muestras.

2.6. Anélisis por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La prueba de ELISA es una técnica para la deteccion de moléculas
afadiendo anticuerpos especificos para el antigeno problema marcados con
una enzima capaz de producir un cambio de color o generar algun producto

detectable. EI mecanismo puede ser directo o indirecto.

Para la deteccion de VEGF se emple6 un sistema directo (Human VEGF-A
ELISA Kit. RayBiotech. Norcross. EEUU) que consta de 96 pocillos recubiertos
con un anticuerpo especifico para VEGF humano. ElI VEGF presente en la
muestra se une al anticuerpo del pocillo. El excedente se lava y se afiade un
anticuerpo biotinilizado que se une al VEGF de la muestra que ya esta fijo en el
pocillo. Tras lavar de nuevo, se afade un marcador afin a la biotina. El
excedente se lava de nuevo y por ultimo se afiade un sustrato que cambia de
color por un proceso enzimatico en proporcién a la cantidad de marcador.
Pasado un tiempo de incubacion se para la reaccidn y el viraje de color se mide
con un espectrofotdmetro especifico en términos de absorbancia. (Enzo, 2017)

Para la medicion de 5-HT se eligio un sistema indirecto (Serotonin ELISA
Kit. Enzo. Farmingdale. EEUU.) Al igual que en el caso anterior los pocillos
estan recubiertos con un anticuerpo primario (“Y” gris en la imagen) A los

pocillos se afade la muestra (cuya 5-HT se representa como esferas rojas),
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una solucién de 5-HT conjugada con fosfatasa alcalina (esferas
azules) y una solucion de anticuerpo secundario para

serotonina (“Y” amarilla). (Enzo, 2017)

Durante la incubacion, el anticuerpo secundario se une de D om0
manera competitiva a 5-HT conjugada y a la de la muestra. A _L_
. . . . © o0 =%
su vez el anticuerpo secundario se une al anticuerpo del pocillo. 0 0.
De este modo, la serotonina conjugada “ocupa los huecos” que

deja la 5-HT de la muestra. La placa se lava y se afiade un

sustrato que cambia de color cuando es catalizada por la b4
fosfatasa alcalina. Al frenar la reaccion enzimatica, lo que se s ﬁ'
obtiene ahora es una relacién inversa, pues el cambio de color 1 - gf |
es en realidad proporcional a la cantidad de fosfatasa que se ‘YYY

unié a los anticuerpos del pocillo que quedaron libres tras lavar v

la muestra.

Los resultados de absorbancia obtenidos de la lectura con el D

Read Plate

espectofotdmetro pueden interpretarse comparando los valores

de la muestra con los de una curva estandar, obtenida a partir de e 20
diluciones de valor conocido a partir de un concentrado que incluye el kit. De
esta curva se toman varios puntos que permiten calcular una regresién lineal
con su férmula correspondiente y, a partir de esta férmula se pueden traducir
los valores de la absorbancia a concentraciones. En este caso el procedimiento

se realiz6 con el programa Microsoft® Excel® 2011 para Mac v.14.5.8.

Los rangos de deteccion de los kits empleados fueron y la sensibilidad 0,49-
500ng/mL y 0,293ng/mL respectivamente en el kit para 5-HT y de 10-
6000pg/mL y 10pg/mL en el de VEGF.

Muestras empleadas en la prueba previa. Pocillos empleados en la prueba previa.
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En el presente trabajo fue necesario realizar una prueba con algunas
muestras (dos valores supuestamente extremos) previa a los ELISAs para
determinar si los valores de la muestra se encontraban dentro del rango de
deteccion y se ajustaban a la curva estandar. Asi se determind a necesidad de
diluir a la mitad la muestras donde se presuponia mayor concentracion de 5-
HT.

Para VEGF se realizé duplicado técnico de las muestras, es decir, de cada
alicuota se preparaban dos pocillos. En la prueba de 5-HT el duplicado se
realiz6 con alicuotas de cada uno de los tubos, pues, recordemos, se
extrajeron y prepararon dos tubos de cada concentrado plaquetario por

paciente.

3. Analisis de datos

En este estudio no se realizé un calculo del tamafio muestral por la escasez
en la literatura de trabajos previos, por lo que el disefio corresponde a un
estudio piloto que servira como base, también en este aspecto, para futuras
investigaciones. El analisis de datos se realizé con el programa SPSS v. 25
para Mac (IBM Corp., Armonk, NY, USA)

3.1. Serotonina

En primer lugar se realiz6 un test de bondad de ajuste a la distribucion

normal.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Concentrado plaqutario  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Concentracion de PRGF ,158 35 ,027 ,844 35 ,000

i / )
serotonina (ng/mL LPRF 132 33 155 ,959 33 235

a. Lilliefors Significance Correction

Las pruebas de normalidad funcionan contrastando los resultados de la
muestra con una distribucion normal tedrica, de modo que la hipotesis nula (Ho)
es que “no existen diferencias entre la distribucion normal y la distribucion que
se esta estudiando.” La Hy, al igual que en cualquier contraste de hipétesis, se
acepta cuando el resultado no es estadisticamente significativo. Por otro lado,
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el test de Kolmogrov-Smirnov indica una distribucion normal cuando el
resultado se aproxima a 0 y el de Shapiro-Wilk cuando lo hace a 1. (Calatayud y
Martin, 2003) La segunda prueba estda mas indicada en muestras pequefnas. De

este modo, asumiendo un indice de confianza del 95%, tenemos que en el

estudio:
Kolmogrov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico | Significacién | Estadistico | Significacion
PRGF =0 Si =1 Si
Normalidad No No
LPRF =0 No =1 No
Normalidad Si Si

Como una de las variables no se ajusta a la normalidad, se opt6 por aplicar
el test de Kruskal-Wallis, que es la variante no paramétrica del test de ANOVA
y se caracteriza porque permite conocer si existen diferencias estadisticamente
significativas entre mas de dos muestras, pero requiere de pruebas posteriores
para saber especificamente entre qué grupos se encuentran dichas diferencias.
Los test utilizados después fueron la U de Mann-Whitney, indicado en el
estudio de dos muestras no paramétricas independientes, para comparar por
pares cada punto de tiempo. Por ejemplo, PRGF T4 (30 minutos) comparado
con L-PRF en T4; PRGF en T, (90 minutos), con L-PRF en T, y asi
sucesivamente. Esto se hizo aplicando la herramienta de filtro del programa
SPSS.

3.2. VEGF

A diferencia de en el caso de 5-HT, entre los resultados para la
concentracion de VEGF, cuyos valores se especifican en la tabla adjunta en el
apartado de Resultados, se obtuvieron varios valores negativos. Este hecho
indica que las concentraciones se encontrarian por debajo del rango de
deteccion de la prueba. Por ello, el analisis estadistico se vio limitado
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exclusivamente a aquellos que fueron positivos, siguiendo el mismo
procedimiento que en el analisis de 5-HT.
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Concentrado plaqutario  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Concentracion de VEGF PRGF ,253 921 4 544
(pg/mb) LPRF 282 879 334

a. Lilliefors Significance Correction

Se aplicd el test de bondad de ajuste a la normalidad a los valores

correspondientes a Tg, el

unico punto donde se podrian establecer

comparaciones. Como la muestra es pequefa, se empled la prueba Shapiro-

Wilk con un nivel de confianza del 95%. Al

resultar no estadisticamente

significativa, se pudo asumir su distribucion normal, y por ello se aplico el test

de la T de Student para muestras independientes.
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Resultados

1. Serotonina

Serotonina (ng/mL) 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 dias 10 dias

LPRF 212,6348,78 126,9549,72 137,43+21,55 178,55+4,81 109,20+13,53 116,40+19,71

PRGF 189,98+4,59 138,35+15,08 145,97+16,95 156,02+8,35 104,68+5,23 203,43+40,87

Tabla de datos obtenidos a partir de la conversidon de las absorbancias a
concentraciones segun se explica en el apartado “2.6. Analisis por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)” de Material y método. Como ya se

ha mencionado, para momento y CP se emplearon varias alicuotas.

Concentrado plaqutario
400,00
ELPRF
W PRGF
=)
3
)
o
£ 300,00
©
£
c
]
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] LPRF
v 200,00 i . [¢)
] LPRF
T o
E ? i
Ne)
TFM PRGF
‘.=: °
S 100,00
v
c
o
v LPRF
)
.00
30 min 90 min 24 h 48 h 6 dias 10 dias
Tiempo

Diagrama de caja y bigotes descriptivo de la concentracion de 5-HT en el
medio para cada momento (no acumulado), agrupado por CP.
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Si se asume un nivel de confianza del 95%, el resultado del test de Kruskal-
Wallis se cumple que el valor de p< 0,05 y por tanto existen diferencias
estadisticamente significativas entre al menos uno de los grupos que se estan

comparando.

Serotonina. Test U de Mann-Whitney 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 dias 10 dias

U de Mann-Whitney 2,000 6,000 8,000 6,000 26,000 20,000

Asymp. Sig. (2-tailed) ,083 ,564 1,000 ,061 ,529 ,208

Sin embargo, al realizar el test, ninguno de los valores de p<0,05, aunque
cabe destacar que el valor para 48h es muy proximo. En cualquier caso, no se
puede rechazar la Ho: "no existiran diferencias en la cinética de liberacion de
entre PRGF y L-PRF en el modo liberacion de 5-HT.”

VEGF (pg/mL) 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 dias 10 dias
LPRF 1,27+16,95 24,42+20,63 108,39+47,50
PRGF 31,88+27,20

Tabla de datos relativos a las concentraciones.

Al igual que en las pruebas de bondad de ajuste a las normalidad, la de
Levene para igualdad de varianzas asume la igualdad de varianzas cuando los
resultados no son estadisticamente significativos, de nuevo con un nivel de
confianza del 95%. De este modo no se puede rechazar la Hy (es decir, se

acepta) “no existen diferencias entre las varianzas,” tal y como sucede aqui.

El test a dos colas resultdé no significativo, por lo que no se puede asumir
que existan diferencias estadisticas entre las concentraciones de VEGF de
PRGF y PRF a los 10 dias.
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Discusiéon

1. VEGF

El éxito de la formacidn 6sea y de la cicatrizacion de las fracturas se asocia
a la osteogénesis, pero también a la angiogénesis. (Aryal y cols, 2014) Los vasos
sanguineos constituyen la matriz o plantilla estructural alrededor de la que tiene
lugar el desarrollo 6seo. (Grosso y cols,, 2017) Este tejido esta muy vascularizado y
depende de la intima relacion entre dichos vasos y las células Gseas para
mantener su integridad. (Aryaly cols,, 2014) Su salud depende del control vascular,

qgue es clave en la homeostasis 6sea. (Grossoy cols., 2014)

Por lo tanto, la angiogénesis es crucial en el desarrollo y reparacion 6sea vy,
por extensidon, también lo es el factor de crecimiento que actua como su mas
potente estimulo. Observado desde este prisma, el VEGF es parte del sistema
que restaura el aporte de oxigeno a los tejidos cuando la circulacion sanguinea
es inadecuada. (Bissel y cols, 2015 En un enfoque mas practico, una de las
principales dificultades en la regeneracion 6sea con sustitutos 6seos es la
dificultad de mantener la viabilidad de las células en el seno del injerto, que
depende de forma critica de la pronta invasion vascular desde el lecho
receptor. Una perfusién sanguinea pobre resulta en la muerte celular por falta
de oxigeno, nutrientes y acumulacién de detritos. (Grossoy cols., 2017)

La familia del VEGF incluye al menos 6 miembros, clasificados desde
VEGF-A a VEGF-E. Normalmente cuando no se especifica, el término “VEGF
se refiere a “VEGF-A”, que es el primero que se describid. Existen numerosas
isoformas de VEGF-A. La expresion de VEGF se da en muchos tipos celulares
de los propios vasos sanguineos y circundantes a los mismos y, aunque la
diana principal sean las células endoteliales, generalmente éstas no secretan
VEGF en abundancia. Las células osteogénicas, incluyendo osteoprogenitoras,
preosteoblastos y osteoblastos maduros si son fuente considerable de VEGF.
(Grosso y cols., 2017)

37



La senalizacion del VEGF se produce por la union a los dominios
extracelulares de dos receptores tirosina quinasa, VEGFR1 y VEGFR2, ambos
reguladores positivos del desarrollo esquelético. Ademas de los efectos
indirectos en la formacion ésea por la estimulacién de las células vasculares, el
VEGF también puede influir directamente sobre la diferenciacion y funcion de
los osteoblastos que, como ya se ha mencionado, expresan receptores para
este FC a pesar de no ser células endoteliales. (Hu y Olsen, 2017) Las células
madre mesenquimales, las osteoprogenitoras y osteoclastos, también expresan
receptores para VEGF y la presencia de esta molécula se traduce en un mayor
reclutamiento, diferenciacion y actividad de dichas células. A parte del
mecanismo autocrino, VEGF también actua de forma intracrina: la presencia de
VEGF intracelular podria controlar la regulaciéon transcripcional y la
supervivencia celular de los osteoblastos, aunque el mecanismo exacto no se

comprende totalmente. (Grossoy cols., 2017)

El conocimiento de cada una de las funciones del VEGF en las etapas de la
cicatrizacion 0sea se debe, en gran medida, a su estudio en ratones en los que
se han suprimido los genes que codifican para la liberacion de VEGF en sus
diferentes isoformas o la expresién de los distintos receptores en las células.
(Huy Olsen, 2017) En los procesos de desarrollo y regeneracion del hueso el VEGF
cumple una doble funcion. Por un lado actua sobre las células endoteliales,
promoviendo su migracién y proliferacidon y, por otro, estimula la osteogénesis

por la regulacion de otros FC osteogénicos. (Grossoy cols., 2017)

Cuando se produce un traumatismo en el hueso, bien accidental o bien
como efecto de un acto quirdrgico, se producen en respuesta una serie de
procesos que tienen como objeto la restitucion del tejido dafiado. Estas fases,
que en la realidad suceden de manera continua y solapada, pueden dividirse
con objeto de facilitar su comprension en: inflamacion no infecciosa, formacion
del callo blando, reposicién por cartilago (reemplazo por callo 6seo) y
remodelacion 6sea. (Huy Olsen, 2017) La fase posterior a la inflamacion constituye,
en realidad, una etapa de cicatrizacion fibrovascular que se caracteriza por la
formacion de vasos sanguineos y el reclutamiento células madre y progenitoras
mesenquimales hacia el callo provisional, que posteriormente se diferenciaran

en osteoblastos y condrocitos. Esas células son las responsables de la
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formacion 6sea tanto por la via endocondral como por la intramembranosa.
Ambas vias pueden converger en mecanismos duales. (Hankensony cols., 2015) En el
caso del desarrollo de los huesos craneofaciales, el mecanismo de osificacion

es intramembranoso. (Grossoy cols., 2017)

Inflamacion/
Hematoma/
Coagulo de fibrina

PGE2, MCP, IL-3, IL-
1q, IL-6, IL-10

TNFa

SDF1, PDGF-AA,
bFGF, VEGF, Jag1,
Angiopoietin,
Fibrovascular ’ S
A lThrombospondin
MSC differentiation 1
Intramembranous
Wnt, BMP, Notch
OOOO Il;gagd integrin
Formacién ésea -—OOO@ inding
@ Endochondral
w thh, PTHrP,
BMP2,4,7,
TGF-beta,

RANK,
RANKL,
Remodelado 6seo g Wnt, CCN2
(osteoclastos)
° Sclerostm
OPG

L3 Stem cell
e Platelet ﬂ Promoters of
healing (¢ Osteoblast

Q} Macrophage Chondrocyte
Inhibitors of healing
lymphocyte phases {,3;} Osteoclast

Mecanismos de sefializacion intercelulares durante el proceso de cicatrizaciéon dsea.
(Hakeson y cols, 2015)

El precursor de la primera fase inflamatoria, comun a ambos procesos, es la
activacion de los mecanismos de hemostasia del organismo de forma
inmediata tras la lesion y la formacion un coagulo. Como consecuencia de la
ruptura de vasos sanguineos se establece un hematoma en el hueso, donde se
produce un reclutamiento de neutrofilos. Posteriormente confluyen macrofagos,

cuya funcion es eliminar los neutrofilos muertos, promover respuestas
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angiogénicas e iniciar la cascada de reparacion. Con la formacion de vasos

sanguineos se produce la migracién de células osteocondroprogenitoras,

capaces de diferenciarse en osteoblastos o condrocitos dependiendo de la

estabilidad de los fragmentos déseos (puede tratarse de una fractura, pero

también de un injerto) y de la disponibilidad de vasos sanguineos. Finalmente

el hueso inmaduro se remodela a hueso maduro. (Huy Olsen, 2017)

Las funciones del VEGF en cada una de las fases de este proceso de

cicatrizacion se explican a continuacion.

Fase inflamatoria: la expresiéon de VEGF por parte de las células
Oseas que rodean la lesidn, asi como las inflamatorias, esta inducida
en gran medida por la hipoxia que tiene lugar en el hematoma inicial.
Como consecuencia de dicha expresion se produce la quimiotaxis de
neutrofilos y se favorece la permeabilidad de las células endoteliales.
Ademas, la formacion de nuevos vasos permite la llegada de las

células inflamatorias y osteoprogenitoras implicadas en el proceso.

Reposicién por cartilago (osificacion endocondral): este tipo de
reparacion se remonta a los estadios del desarrollo homonimos, que
son 1) formacién de cartilago, 2) invasion vascular y de osteoclastos,
3) reabsorcion del cartilago y 4) sustitucion por hueso. Este proceso
sucede durante la formacién del callo 6seo y es consecuencia de la
reaccion del periostio al dafo. EI VEGF promueve la invasion
vascular y la llegada de condrocitos al cartilago hipertréfico. Ademas,
estimula la diferenciacion de las células progenitoras a osteoblastos.
(Huy Olsen, 2017; Grosso y cols., 2017)

Osificacion intramembranosa: a diferencia del caso anterior, las
células progenitoras mesenquimales procedentes del endostio y la
médula 6sea se diferencian directamente en osteoblastos, sin existir
un cartilago intermedio. Estas células producen el callo en el espacio
intramedular. VEGF es también fundamental en esta modalidad de la
osificacion, pues las células llegan a través de los vasos sanguineos
neoformados al lugar de la lesion y también los nutrientes, oxigeno y

minerales necesarios para la consolidacion del hueso. Ademas, las
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células de los vasos sanguineos, incluyendo células musculares
lisas, endoteliales y pericitos, liberan factores osteogénicos como el
factor de necrosis tumoral $ (TGF-B) y proteinas morfogénicas 6seas
2y 4 (BMP-2 y BMP-4), que estimulan la diferenciacion de
osteoblastos y la mineralizacion 6sea. Las BMPs son una de las
principales clases de moléculas reguladas por VEGF tanto en
osteoblastos como en ceélulas endoteliales. Los osteoblastos en su
proceso de maduracion también generan, a su vez, factores
angiogenicos, como PDGF-BB, entre los que también se incluye
VEGF, que induce la angiogénesis mediante un mecanismo de
retroalimentacion positiva. No obstante, el VEGF también puede
actuar como inhibidor de la diferenciacion celular y competir con
PDGF-BB en su unién a los receptores especificos de este ultimo e
impedir de esta forma la funcion de los pericitos, con la consiguiente
formacion de vasos sanguineos inmaduros y la interrupcion de la
angiogenesis y osteogénesis. Ademas, pude producir resorcion 0sea
por la llegada de un exceso de osteoclastos. (Grossoy cols., 2017)

Entendiendo la relevancia de la angiogénesis per se en el proceso de
regeneracion 0sea, que se complementa con el mecanismo de actuacion
directo de VEGF sobre los distintos tipos celulares y la funcion moduladora que
este FC tiene sobre otros FC, se comprende cuan imprescindible es VEGF en
la osteogénesis. Por este motivo fue el FC seleccionado para el estudio de su
cinética de liberacion en PRGF y L-PRF.

Son numerosas las publicaciones que analizan este aspecto, aunque existe
gran variabilidad en la literatura en el reportaje de los resultados. Muchos
autores miden la liberacion en un momento unico, mientras que otros
establecen varios puntos temporales, aunque la seleccién de dichos momentos
es también heterogénea. Los datos pueden a su vez expresarse en términos
de liberacién acumulada, si para cada punto se suma a la liberacion total
previa, o bien simplemente como la concentracidon registrada en cada cambio
de medio. En algunos estudios los resultados se expresan parcial o totalmente
mediante graficas, por lo que la interpretaciéon en términos numeéricos en las

tablas que se adjuntan en este apartado es aproximada en dichos casos.
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Por las caracteristicas estructurales propias de la matriz de fibrina que ya se
adelantaron en el apartado de introduccién, la liberacion de FC sera
presumiblemente distinta entre los diferentes concentrados plaquetarios, lo que
esta en consonancia con los resultados de Dohan Ehrenfest y cols. (2012, en
cuya comparativa incluyen PRGF y L-PRF. Anitua y cols., (2013b), Schar y cols.
(2015), Kobayashi y cols. (201¢), EI Bagdadi y cols. (2017)y Dohan Ehrenfest y cols.,
(2018) también encuentran diferencias en la cinética entre uno de los dos CP y
otros protocolos. En términos bioquimicos, se explica porque la matriz de
fibrina contiene dominios de unién de heparan sulfato que pueden secuestrar y
después liberar FCs, incluyendo PDGF, FGF, HGF y VEGF, ademas de existir
lugares favorables para la adhesion celular que podrian condicionar su

supervivencia. (Anituay cols., 2015¢c)

De los estudios analizados, puede extraerse la liberacion de FC de forma
aislada por cada intervalo de tiempo en los trabajos de Dohan Ehrenfest y cols.
20120y Gamal y cols. (2018) En el primero se observo que las cantidades de
VEGF liberadas por L-PRF después de 6 dias fueron mas de 6 veces
superiores al contenido inicial, lo que los autores atribuyen a la posibilidad de
que los leucocitos continuen sintetizando FCs durante todo el periodo.
Passaretti y cols. (2014) también observaron mayor liberacion de VEGF vy
factores proangiogénicos en PRF frente a PRP, y explicaron las diferencias por
la presencia de leucocitos. La presencia de estos FCs se correlaciond, ademas,
con un mayor crecimiento endotelial. Esto contrasta con los resultados de
Anitua y cols. (2013b) cuando comparan PRGF con L-PRP, protocolo que difiere
de L-PRF en el uso de anticoagulante. En las conclusiones defienden que la
inclusion de leucocitos no promueve la liberacion de FC, pero si de IL-1. Para
Dohan Ehrenfest y cols. (2006) este componente inmune podria ser beneficioso
como potencial estimulo de reacciones de defensa. Cabaro y cols. (2018
también sefalan que los distintos procedimientos y el contenido de leucocitos
afecta a la liberacion de citoquinas, quimiotinas y FCs, y conocerlo permite al
profesional elegir la mejor opcién en funcion de las necesidades clinicas
particulares. Dohan Ehrenfest y cols. (2012, destacan también que tras 20
minutos, la liberacion de FC de L-PRF fue superior a la de PRGF de manera
estadisticamente significativa y la diferencia se mantuvo a lo lago de los 7 dias
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del experimento. Ademas, al 5° dia las membranas de PRGF se habian
disuelto completamente. Si bien este hecho no se observdé en nuestras
muestras, los autores lo explican por la arquitectura de la matriz de fibrina. La
liberacion de VEGF por parte de L-PRF fue mayor en las primeras 24 horas y
se mantuvo de manera lenta y continua durante todo el experimento. Por el
contrario, las membranas de PRGF liberaron FCs, entre ellos el VEGF,
principalmente en las primeras 4h, aunque también se mantuvo cierta actividad
hasta la dilucion completa de las membranas, pero de magnitud inferior a la de
L-PRF.

En cuanto a las proteinas medidas en PRGF, en la publicacién refieren gran
amplitud de las desviaciones estandar y lo asocian a la variabilidad que el
operador puede introducir en un protocolo que incluye varios procedimientos

manuales y es susceptible de subjetividad en los pipeteados.

Gamal y cols. (2018) evaluan la presencia de FCs en fluido crevicular tras
combinar PRGF y L-PRF con xenoinjertos en el tratamiento quirurgico de
defectos periodontales intradseos. La concentracion de PRGF que documentan
a las 24 horas es 14435+159,9 pg/mL, que destaca por ser la segunda mayor
concentracion de VEGF liberado por PRGF registrada en nuestra tabla. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta la amplia desviacion estandar que
representa el dato. Para este grupo, la liberacion de VEGF en ambos CPs fue
significativamente mayor durante el postoperatorio inmediato, considerando
como tal la primera semana, que en los dias restantes. No se observaron
diferencias entre ambos CPs. En las conclusiones subrrayan ademas, la
ausencia de correlacion con efectos clinicos en ambos grupos y no se
observan concentraciones suprafisiolégicas de FCs mantenidas en el defecto
0seo. Postulan que el fendbmeno puede deberse a las caracteristicas
particulares de un campo contaminado y continuamente colonizado por

bacterias.

El estudio que mayor concentracién de VEGF detecta para PRGF es el de
Masuki y cols. (201¢), con un valor de 40 ng/mL. En lo relativo a los valores de
liberacion minima, el mismo estudio refiere 0, aunque debe leerse con cautela,
pues es un resultado a un solo tiempo que, ademas, no especifican. Tal vez el

tiempo del experimento fuese insuficiente para permitir la liberacién.
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En L-PRGF la mayor concentracion mencionada fue 6602+704 pg/mL como
producto total acumulado tras 7 dias de incubacion del coagulo. (Dohan Ehrenfest y
cols, 2018) En un periodo 10 dias, los valores oscilan entre 80 y 240 pg/mL y 40 a
48 pg/mL para alguno de los intervalos. (Kobayashiy cols., 2016; Fujioka-Kobayashi y cols.,

2017 respectivamente)

En los datos obtenidos en el presente trabajo sélo se lograron resultados
detectables para L-PRF a los 30 minutos 24 horas y 10 dias (1,27+16,95; 24,42
+20,63 y 108,39 +47,50 pg/mL), a pesar de haber utilizado un kit con un rango
de deteccién suficientemente amplio que se selecciond en base a la literatura.
La tendencia creciente de estas cifras es contraria a la observada por Gamal y
cols. (2018) a las 24 horas, 3 dias y 7 dias (1243,5+24,8; 866,8+8,7; 772+14,8;
306,5+3,1). La liberacion para Dohan y cols. (2012 fue mas lineal, con valores de
881183; 857165; 865+73; 821+169; 1235+254; 888+199; 815+153 pg a los 20
minutos, 1, 4y 24 horas, 3, 5y 7 dias.

En cuanto a PRGF, se determinaron 31,88+27,20 pg/mL a los 10 dias,
comparable con los 75+30 pg que Dohan y cols. (2012) obtuvieron a los 7 dias.
Gamal y cols. (2018) recuperaron 807,6+£73,3 y 403,8+18,8 pg/mL a los 10 y 14

dias.

Entre las limitaciones del presente estudio en la deteccion de VEGF se
encuentran el reducido tamafo muestral. También es susceptible Ila
introduccién de errores en el procesado de las muestras, especialmente
sensible en la preparacion de PRGF, pues, como ya se ha puntualizado, el
proceso depende en gran medida del operador y de factores ambientales como
la temperatura de la sala. Otro aspecto importante es la preservacion de las
muestras y la curva de aprendizaje de la propia prueba de ELISA. Pudiera
existir también un sesgo de publicacion en relacion a los resultados no
detectables, es decir, una tendencia de los editores y las revistas a rechazar
aquellas investigaciones cuyos resultados son negativos o no demuestran

diferencias significativas.

De cara a futuras investigaciones, resulta de gran interés, conocer la
correlacion entre los FCs liberados y la migracion celular, estimulo de células

madre mesenquimales o fibroblastos in vitro. Son necesarios, ademas, nuevos
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estudios que analicen los cambios potenciales en los parametros clinicos in
vivo. La tendencia actual es a la creacién de nuevos protocolos que mejoren la
sencillez, eficiencia y la combinacion con otras técnicas de regeneracion 0sea

como los injertos.

2. Serotonina

Aunque para la mayoria de autores el efecto beneficioso de los CPs en la
cicatrizacion de los tejidos blandos es indiscutible, no lo es tanto en el caso del
tejido 6seo, donde los efectos documentados pueden llegar a ser nulos e,
incluso, deletéreos para la regeneracion Oésea. Este fendmeno es
aparentemente paraddjico a la luz de los conocimientos actuales sobre los FCs
y su comportamiento inductor sobre las células osteoprogenitoras vy
osteoblastos. La explicacion puede encontrarse en la liberacion de otros
factores en el proceso de activacidn y desgranulacion plaquetaria. Son pocos
los estudios focalizados en el contenido de granulos densos y su efecto en los

tejidos. (Badrany cols., 2017)

Entre los compuestos contenidos en los granulos densos se encuentra la
serotonina, cuyo efecto local sobre el tejido éseo se expuso ampliamente en la
introduccién. Es por ello por lo que su estudio cobra magno interés. Los
resultados presentados en este estudio piloto son pioneros, pues no se han
encontrado publicaciones previas al respecto.

No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos en relacion a la 5-HT liberada, aunque el valor de la concentracién a
encontrado a las 48 horas es muy proximo a esta condicion. El pico maximo
para L-PRF corresponde a los 30 minutos, y el minimo a los 6 dias, mientras

que en PRGF el maximo fue a los 10 dias y el minimo a los 6 dias.

Los resultados no permiten trazar una grafica clara de cinética de liberacion.
Lo esperado en base a bibliografia sobre FCs, era una liberacion temprana de
gran concentracion en PRGF en contraposicion a una liberacién en menor
cantidad pero mas sostenida durante el periodo experimental para L-PRF. La
justificacion se halla en que la matriz de fibrina de PRGF es menos densa e
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intrincada y tiende a disolverse antes. (Dohan Ehrenfest y cols., 2008; Dohan Ehrenfest y cols.,
2018; Anitua y cols, 2015d) La discrepancia entre esta hipdtesis y la realidad puede
deberse a la presencia de variables confusoras. Por ejemplo, desconocemos el
papel que los leucocitos pueden desempefiar en este ambito. Por su parte, las
plaquetas no tienen capacidad de sintesis de 5-HT por si mismas pero si
cumplen una funcion de reguladoras a través de la expresion o no de

receptores SERT en su membrana. (Bergery cols., 2009; Mercado y cols., 2010)
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Una elevacion de la 5-HT en el plasma sanguineo implica un aumento de la recaptacion de 5-HT mediado por la
sobreexpresion de SERT en la membrana. Como consecuencia es la entrada de 5-HT en el citoplasma se activa una
quinasa, que provoca la fosforilacion de la vimentina y la formacion de complejos vimentina-SERT. Por otro lado la
transaminacién de Rab4 resulta en complejos Rab4-SERT. Ambos complejos impiden el trafico de SERT hacia la
membrana porque no se puede unir a las vesiculas transportadoras que participan en el proceso. Asi, disminuye la
expresion de SERT en la membrana. La entrada de 5-HT provoca también la exocitosis de los granulos densos y a.
(Mercadoyy cols., 2010)

El hecho de no hallar diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos puede estar determinado por la escasez del tamafio muestral y
la falta de homogeneidad de la muestra. Otra de las limitaciones de este

estudio es la ausencia de un control de sangre periférica sin centrifugar.

Son necesarios mas estudios dirigidos a entender el mecanismo de
liberacion de 5-HT en los CPs y su interés, dada la multitud y gran diversidad
de las funciones que esta proteina tiene en el organismo, tal vez se extienda a

otros campos ajenos a la regeneracion tisular y 6sea. Ademas, al igual que en
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el caso del VEGF, se vuelve imperiosa la necesidad de disefiar futuras
investigaciones que determinen si estas diferencias, en el caso de que llegaran
a observarse, se traducen en efectos biologicos en los procesos regenerativos

oseos in vitro e in vivo.
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Conclusiones

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en
la cinética de liberacion de VEGF vy la serotonina en el PRGF y el L-
PRF.

No se encontraron resultados detectables para la mayoria de tiempos
en VEGF.

Se detectaron liberacion de 5-HT en ambos CP pero no hubo

diferencias los patrones de liberacion de 5-HT entre ambos.

Son necesarias nuevas investigaciones en esta linea con un tamafio
muestral mas amplio y mejoras en el disefio que permitan confirmar o

descartar la hipétesis de este estudio piloto.

Se abren nuevos campos de estudio en cuanto a las repercusiones
de los CP in vitro e in vivo y su combinacion con otras técnicas de

regeneracion tisular.
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Anexos

1. Consentimiento informado para venopuncién

Yo,

mayor de edad y con DNI n°

DECLARO

Que he sido debidamente INFORMADO/A por el Facultativo/a y, en
consecuencia, AUTORIZO para que me sea realizado el procedimiento
diagnéstico/terapéutico denominado VENOPUNCION.

El procedimiento consiste en la recoleccién de sangre de una vena. Para
ello el sitio se limpia previamente con un desinfectante (antiséptico) y se coloca
una banda elastica alrededor de la parte superior del brazo con el fin de aplicar
presidn en la zona para que la vena se llene de sangre. Posteriormente, se
introduce una aguja en la vena y se recoge la sangre en un frasco hermético o
en un tubo adherido a la aguja. La banda elastica se retira del brazo, se saca la
aguja y el sitio se cubre con un vendaje para detener el sangrado. La

sensacion dolorosa producira una incomodidad leve, aunque de corta duracion

Me doy por enterado/a de los siguientes riesgos asociados a dicho

procedimiento:
Riesgos frecuentes:

e Hematoma, por lo que sera conveniente que después se realice

presion sobre la zona puncionada.
* Sangrado excesivo.

* Desmayo o sensacion de mareo.
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Riesgos infrecuentes:

En algunos pacientes, por sus caracteristicas individuales, resulta
dificil extraer la muestra de sangre, por lo que tal vez sea preciso

puncionarles repetidas veces hasta obtener la muestra de sangre.

En muy raras ocasiones puede darse lesion nerviosa, que se
manifiesta como dolor intenso, hormigueo o irradiacion del dolor por
el brazo.
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Declaraciones y firmas

Paciente

D./Dia. con DNI
declaro que el/la facultativo/a, LAURA BACA GONZALEZ me ha explicado de
forma satisfactoria qué es, como se realiza y para qué sirve esta

exploracion/intervenciéon. También me ha explicado los riesgos existentes y las
posibles molestias o complicaciones.
He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas

planteadas, y doy mi consentimiento para que me realicen dicha

exploracién/intervencién. He recibido copia del presente documento. Sé que

puedo retirar este consentimiento cuando lo desee.

Firma de el/la paciente.

En Madrid,a  de de 20

Facultativo

Dr/Dra. LAURA BACA GONZALEZ. He informado a este/a paciente del
propdésito y naturaleza del procedimiento descrito y de sus riesgos. Asimismo,

se le preguntd sobre posibles alergias, la existencia de otras enfermedades o
cualquier otra circunstancia patologica personal que pudiera condicionar la

realizacion de la exploracion/intervencion. Se incorpora este documento a la

historia clinica del paciente. N° colegiado:

En Madrid,a  de de 20

[0 NEGATIVA DEL PACIENTE A LA REALIZACION
[0 REVOCACION DE LA DECISION POR EL PACIENTE

En Madrid,a  de de 20

Firma de el/la paciente. N° colegiado:
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2. Consentimiento informado para participacion en el estudio

Titulo del estudio:

“Concentrados plaquetarios y cinética de liberacion de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y serotonina. Eficacia de Protocolos Quirurgicos y

Regenerativos en Implantologia.”

Investigador principal:

Laura Baca Gonzalez.

Sede donde se realizard el estudio:

Facultad de Odontologia. Universidad Complutense de Madrid.

Nombre del paciente:

Introduccidon

A usted se le esta invitando a participar voluntariamente en este estudio de
investigacion cientifica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y
comprender todas las caracteristicas del mismo. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre

cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar,
entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le

entregara una copia firmada y fechada.

El estudio tiene como principal objetivo determinar la cinética de liberacion

de dos proteinas, VEGF y serotonina, entre dos concentrados plaquetarios
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distintos en funcién de la técnica de preparacion y caracteristicas (Plasma rico
en factores de crecimiento o PRGF, por sus siglas en inglés, y plasma rico en
fibrina o L-PRF)

Los concentrados plaquetarios son fracciones que se obtienen a partir de
una muestra centrifugada de la propia sangre del paciente. Se caracterizan por
tener un alto contenido en plaquetas y factores de crecimiento que favorecen la

cicatrizacion.

Para ello se extraeran cuatro tubos de sangre de 9mL cada uno y se
someteran al tratamiento pertinente para la obtencion de cada concentrado
plaquetario para, posteriormente, centrifugarlos y preparar las muestras de
PRGF y L-PRF. Dichas muestras se analizaran en laboratorio mediante
pruebas de inmunoensayo para determinar la presencia de las proteinas

anteriormente mencionadas.

El calendario de citas consistira en una Unica visita de media hora de

duracion aproximada para la extraccion de sangre.

Aclaraciones:

- Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria. En
caso de no hacerlo se le ofreceran las alternativas terapéuticas en

funcién de su caso.

- No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no

aceptar la invitacion.

- Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite,
pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual sera

respetada en su integridad.

- La participacion en este estudio no supondra ningun incremento sobre el

precio final de su tratamiento rehabilitador.
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No recibira pago por su participacion ni beneficio directo por el hecho de
participar en el estudio, ya que los resultados tendran un interés
cientifico. No obstante, en el caso que los datos pudieran proporcionarle
un potencial beneficio con respecto a la enfermedad, le seran
comunicados siempre que, con anterioridad, no hubiera manifestado por

escrito el deseo de no recibir este tipo de informacion.

Los riesgos son los inherentes a la extraccion de sangre y se detallan
por separado en el documento de consentimiento informado para este

procedimiento.

La principal incomodidad serian las derivadas de un procedimiento d

extraccién de sangre convencional.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada

sobre el mismo al investigador responsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion
de cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el
grupo de investigadores.

Propdsito

Los concentrados plaquetarios facilitan la cicatrizacion de los tejidos

después de una cirugia. Existen varias formas de preparacién de estos

concentrados. El objetivo de este estudio es determinar la cinética de liberacion

de proteinas entre dos modalidades de concentrados plaquetarios.

Seleccion de participantes

Se esta invitando a participar en este estudio a todos los voluntarios sanos

que cumplen los criterios de inclusién.

Procedimientos:

Venopuncion y extraccion de sangre.
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Consentimiento informado:

Yo, , con DNI he leido y

comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en
el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo
en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y
fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante Fecha

Investigador responsable:

He explicado al Sr(a). la

naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los
riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las
preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda.
Acepto que he leido y conozco la normativa correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella. Una vez concluida la

sesidn de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el presente documento.

Firma del investigador/colaborador Fecha
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