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RESUMEN: Los concentrados plaquetarios han emergido como un potencial material regenerativo, utilizado de
forma aislada o como andamiaje para otros materiales de injerto. Son extractos de sangre, obtenidos después de procesar
una muestra de sangre completa, mediante centrifugacion. El primer reporte data de 1970, con un CP utilizado como
pegamento para mejorar cicatrizacion de heridas de piel. En 1998, se usaron en cirugia oral y maxilofacial. Desde enton-
ces, se han desarrollado diferentes técnicas y una variedad de preparaciones. Entre ellas, cabe destacar el plasma rico en
plaquetas, fibrina rica en plaquetas y leucocitos (L-PRF) y plasma rico en factores de crecimiento (PRGF). El desarrollo de
estos biomateriales, se debe en parte, a la posibilidad de alterar la concentracion de mediadores quimicos liberados en una
lesion que provoque la formacién de un coagulo, que pueda madurar conforme transcurran las fases del proceso inflama-
torio y concluya con la regeneracion integra del tejido dafiado. El objetivo de este manuscrito fue describir las principales
vias de sefializacion intracelular que se activan en presencia del L-PRF en cirugia oral, y sus efectos en la regulacion del

ciclo celular.

PALABRAS CLAVE: factores de crecimiento; receptores de citoquinas; agentes angiogénicos moduladores;
periodoncia; endodoncia regenerativa; plaquetas ricas en fibrina; medicina regenerativa.

INTRODUCCION

La respuesta ideal de cualquier tejido ante una
lesién que provoque pérdida de su integridad es la
formacion de un coagulo que madure conforme trans-
curren las fases del proceso inflamatorio y concluya
con la regeneracion integra del tejido dafiado. Para
lo anterior es vital que las células endoteliales veci-
nas pueblen rapidamente el coagulo original en can-
tidad suficiente para asegurar un 6ptimo aporte de
oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento para el
reclutamiento o diferenciacion a las lineas celulares
del tejido original, fibroblastos u osteoblastos princi-
palmente en cirugia oral (Martinez et al., 2015).

La quimiotaxis es el proceso mediante el cual
las células migran en funcion de un gradiente de con-
centraciéon de mediadores quimicos liberados en el
sitio afectado. Esta concentracion es posible alterar-
la para nuestro beneficio gracias al desarrollo de

variados biomateriales como por ejemplo: proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs), proteinas del esmal-
te, fibrina rica en plaquetas y leucocitos (L-PRF)
(Susin & Wikesjo, 2013).

Numerosos son los reportes de las propieda-
des reparativas y regenerativas del L-PRF tanto in-
vitro como in-vivo, pero reducida es la informacion
disponible respecto de las vias intracelulares de se-
Aalizacion que llevan a la célula endotelial a prolife-
rar de manera aumentada en presencia de concen-
trados plaquetarios versus controles con concentra-
ciones habituales.

El objetivo de este manuscrito fue describir las
principales vias de sefalizacion intracelular que se
activan en presencia del L-PRF en cirugia oral, y sus
efectos en la regulacion del ciclo celular.
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APLICACIONES CLINICAS DE LOS CONCENTRA-
DOS PLAQUETARIOS

Numerosos son los usos clinicos descritos en
la abultada literatura disponible actualmente para los
concentrados plaquetarios, siendo quizas la recons-
truccion de rebordes alveolares atroficos (Fig. 1) como
preparacion previa a la instalacion de implantes 6seo
integrados su principal indicacion (Castro et al., 2019).

Del mismo modo encontramos evidencia del
efecto de estos biomateriales en cirugia apical (Pinto
et al., 2017), a nivel de defectos infradseos, compro-
misos de furcacion en dientes multirradiculares, ciru-
gia plastica periodontal y elevacion de seno maxilar
(Castro et al., 2017a,b) (Fig. 2), entre otras aplicacio-
nes en el territorio bucomaxilofacial.

1 L 1 A"

A

Concentrados plaquetarios y su composicion. El
uso de productos derivados de la sangre para sellar
heridas y/o estimular la cicatrizacion comenzo con los
adhesivos de fibrina hace 40 afios aproximadamente y
estaban constituidos por fibrinégeno concentrado y cuya
polimerizacién era inducida por trombina y calcio. Ac-
tualmente existen productos como el Tisseel® (Baxter,
USA) adhesivo de fibrina de uso tépico aprobado por la
FDA para uso en cirugia general. Del mismo modo, los
concentrados plaquetarios (CC) se han estudiado ex-
tensamente en las ultima décadas. Las plaquetas, en
sus granulos alfa, contienen altas concentraciones de
factores de crecimiento (Hotwani & Sharma, 2014) (Ta-
bla 1), como el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), el factor de crecimiento transforman beta-1
(TGFR-1), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
AB (PDGF-AB) los cuales son capaces de estimular la

Fig. 1. Utilizacién de L-PRF en un caso de regeneracion 6sea, paralelo a la instalacion de un implante oesointegrado en el
diente 1.3. Se aprecia ausencia de pared vestibular en implante posicion 1.4, que fue instalado con anterioridad. Se utiliza-

ron sticky bone y membranas de L-PRF.

Fig. 2. Lesion apical persistente de 3 afios de evolucion. Una vez eliminado el tejido de granulacion y el trayecto fistuloso,
se retroperaré el periapice con ultrasonido y obturd con bioceramico. El defecto fue posteriormente rellenado con membra-
nas de L-PRF.
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proliferacion celular, el remodelado de la matriz y la
angiogénesis (Kobayashi et al, 2016).

En general, se clasifican en concentrados
plaquetarios de primera y segunda generacion depen-
diendo si existe o0 no adicion de sustancias quimicas
adicionales agregadas con la finalidad de manipular
el proceso de coagulacién. Asi tenemos al plasma rico
en plaquetas (PRP) como representante de la prime-
ra generacion y a la fibrina rica en plaquetas y
leucocitos (L-PRF) en la segunda generacion. Esta
ultima es un concentrado de sangre venosa pura sin
quimicos adicionales que se centrifuga por 12 minu-
tos a 2700 rpm inmediatamente obtenido (Choukroun
et al., 2001). El coagulo de fibrina obtenido contiene
aproximadamente un 95 % de las plaquetas y un 50
% de los leucocitos contenidos en la muestra original
(Pinto et al., 2018).

L-PRF y angiogénesis. Entendemos por
angiogeénesis al desarrollo de nuevos vasos sangui-
neos a partir de capilares preexistentes. Este proce-
so incluye la degradacion de la, membrana basal
vascular, proliferacién y migracion de las células
endoteliales y estructuracion del lumen y formacién
de lared vascular. Esta estrechamente regulado por
diferentes tipos celulares (endotelio, células muscu-
lares lisas y células inflamatorias) y diferentes molé-
culas ya mencionadas, dentro de las cuales el VEGF
es una de las mas estudiadas y a la que nos referire-
mos en mayor detalle.

Numerosas son la indicaciones médicas y
odontoldgicas del L-PRF (Castro et al., 2017a,b), sien-
do un denominador comun a todas ellas la necesidad
de mejorar el aporte de nutrientes y de oxigeno al sitio
operatorio. En los procesos de injuria sobre el tejido
0seo (fractura, osteotomia, inflamacion) se produce
una interrupcion vascular que crea un gradiente
hipéxico en la zona de lesién, en donde la tensién de
oxigeno en el centro de la herida es mas baja. In vivo,
este microambiente hipoxico estimula la expresion de
una variedad de moléculas sintetizadas por las célu-
las inflamatorias, los fibroblastos, las células
endoteliales y los osteoblastos, jugando un rol prepon-
derante el Factor Inducible por Hipoxia (HIF-1a), com-
plejo proteico constitutivo que regula la normoxia para
cada tejido y también regula la transcripcion de multi-
ples genes (PDGF, eritropoyetina, transferrina, VEGF)
(Aguirre Siancas, 2013). Este ultimo juega un rol cla-
ve en la angiogénesis y recordemos es uno de las prin-
cipales moléculas liberadas por el coagulo de L-PRF.

Vias de senalizaciéon para VEGF. El VEGF, también
conocido como factor de permeabilidad vascular (VPF),
es un conjunto de proteinas producidas por variados
tipos celulares como por ejemplo macréfagos,
plaquetas, queratinocitos, células tumorales, desem-
pefiando un rol fundamental en la formacion del tejido
0seo, hematopoyesis, cicatrizacion y angiogénesis,
estimulando la supervivencia, proliferacion y motilidad
de la célula endotelial (Saavedra Torres et al., 2017).
Es necesario mencionar el rol que cumplen las

Tabla I. Principales factores de crecimiento presentes en L-PRF y su funciéon (adaptado de Hotwani & Sharma,

2014).

Factor

Funcién

Interleuquina 1 (IL-1)

Interleuquina 6 (IL-6)

Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF(1)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento similar ainsulina 1 y2 (IGF-1 e IGF-2)

Mediador clave en el control de la inflamacién
Estimula linfocitos T-helper

Factor de diferenciacion para linfocitos B
Activador de linfocitos T

Estimula secrecién de inmunoglobulinas

Activa monocitos

Estimula funcién remodeladora de fibroblastos
Aumenta fagocitosis y citotoxicidad de neutrofilos

Modula expresion de IL-1 y IL-6

Inicia y regula angiogénesis

Induce sintesis masiva de colagenoy
fibronectina

Regula migracion y proliferacion de lineas
celulares mesenquimales

Mediador de multiplicacion celular en apoptosis

Quimiotactico para osteoblastos
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Angiopoyetinas en la modulacion el efecto del VEGF.
Algunos estudios han determinado la ocurrencia de
dos eventos que contribuyen a la adquisicion de un
fenotipo angiogénico en fases iniciales de la progre-
sion tumoral: la hipoxia y el aumento en la expresion
de la angiopoyetina 1y 2. La angiopoyetina 1 (Ang1)
es secretada por los pericitos vecinos al vaso sangui-
neoy se une de manera especifica al receptor Tie2 de
la célula endotelial, estimulando su metabolismo. Por
su parte la angiopoyetina 2 (Ang2) se une al mismo
receptor, pero tiene un efecto angiogénico en presen-
cia de VEGF y antiangiogénico en su ausencia. La
activacion de la via Ang1/Tie2 por concentrados
plaquetarios (PRP y L-PRF) se ha demostrado en es-
tudios in-vitro e in-vivo (Mammoto et al., 2013).

Existen 3 tipos de receptor para el VEGF con
actividad tirosin-kinasa intrinseca (VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3) localizados en células endoteliales y otros
tipos celulares El VEGF-A regula la angiogénesis y la
permeabilidad vascular mediante la activacion de los
receptores VEGFR1 y VEGFR2. A grandes rasgos,
estos receptores cumplen su principal rol en la
embriogénesis, angiogénesis y linfangiogénesis, res-
pectivamente (Matsumoto & Claesson-Welsh, 2001).
Activan conocidas vias de senalizacion intracelular que
podemos resumir en la Figura 3.

VEGFR 1/2
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Akt mTORC2 MEK FAK
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Fig. 3. Principales vias de sefializacion producto de la acti-
vacion del receptor para VEGF. Adaptado de Guo et al.
(2018).
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Via del Fosfatidil inositol 3 Kinasa (PI3K). La via
de sefalizacion de la fosfatidilinositol3-kinasa (P13K)
es vital en aspectos celulares involucrados en el cre-
cimiento y la supervivencia celular. La PI3K activa,
fosforila el fosfatidil inositol difosfato (PIP2) convirtién-
dolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol
trifosfato (PIP3), el cual, corriente abajo, conduce a la
activacion de la proteina Akt. Akt es el homdlogo hu-
mano del oncogén viral v-Akt (retrovirus Akt 8) y esta
relacionado con proteinas quinasas A (PKA) y C (PKC).
Incrementan la expresion de genes anti-apoptoticos
incluyendo: CREB (proteina de union a elementos de
respuesta a AMP-ciclico) mediante fosforilacion direc-
ta, NF-KB e HIF-1a. La activacion del factor de trans-
cripcion NF-KR, a través de Akt, se genera inicialmen-
te mediante la fosforilacion y consecuente activacion
de IKKab (quinasa inhibidora de NF-kR3), que fosforita
y marca a Ikf (inhibidor de NFkR) para ser degradado
mediante el sistema ubiquitina-proteosoma, dejando
libre a NF-kf3, favoreciendo tanto su translocacion al
nucleo, como su actividad de transcriptor de genes
antiapoptoticos. Otro efecto de Akt, para favorecer la
supervivencia celular, es la inactivacion del gen su-
presor de tumor, p53; lo cual se da por la habilidad de
Akt para fosforilar y activar directamente a MDM2, una
proteina que regula negativamente a p53. MDM2 se
encuentra usualmente en el citoplasma y tiene domi-
nios NSL (sefalizacion de localizacion nuclear) y de
unién a p53. Cuando MDM2 es activado por Akt, se
transloca al nucleo para unirse a p53, impidiendo su
actividad como factor de transcripcion de genes pro-
apoptéticos; posteriormente, sale nuevamente al cito-
plasma donde media los procesos de ubiquitinacion y
degradacion proteosdmica de p53, disminuyendo sus
niveles. Cuando la via PI3K/Akt se encuentra en un
estado de activacion permanente, el anterior meca-
nismo permite que una célula, aun en malas condicio-
nes, resista a la apoptosis, sobreviva y prolifere.

La proteina serina/treonina kinasa, mTOR (blan-
co mamifero de rapamicina) activada por Akt, se pue-
de considerar como el regulador central del crecimiento
celular. Ademas, mTOR regula la traduccion proteica,
en respuesta a nutrientes y factores de crecimiento, al
fosforilar componentes de la maquinaria de la sintesis
de proteinas. Ademas existe evidencia de la activa-
cion directa de la via mTORC2 por la PI3K (Gan et al.,
2011).

Adicionalmente, la via de PI3K/Akt interactua
con los mecanismos de control de la energia celular y
el metabolismo de la glucosa. Cuando se genera estrés
celular, por deplecion de glucosa y/o hipoxia, aumen-
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tan los niveles de AMP y disminuyen los de ATP por
falta en la produccion de energia; es decir, hay una
alteracion en la relacion AMP/ATP.

Asimismo, Akt esta involucrado en los proce-
sos de regulacion del ciclo celular al fosforilar las CKI
(inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas)
p21CIP1/WAF1 y p27KIP1, favoreciendo, de esta
manera, su translocacion al citoplasma y posterior
degradacion. Como resultado, se incrementa la proli-
feracion celular, al abolirse el efecto antiproliferativo
de las CKI sobre los complejos de ciclina-kinasas, y
también, probablemente, a funciones citosélicas
novedosas de los CKI.

En resumen, la sefalizacion de PI3K controla
la angiogénesis, el crecimiento, la proliferacion, la
senescencia y otros procesos, a través de mecanis-
mos como la activacién transcripcional del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la expresion
del factor 1a inductor de hipoxia (HIF-1a) (Pinzén et
al., 2009; Karar & Maity, 2011).

Via Ras/Raf/MEK/ERK. Al igual que la mayoria de
estas vias, dependiendo del estimulo y del tipo celular
sera el efecto generado, pudiendo ser diferenciacion,
prevencion o induccién de apoptosis o progresion del
ciclo celular. Mutaciones en los genes H-Ras, K-Ras,
N-Ras los convierten en oncogenes (Karar & Maity).
Ras es una proteina que liga GTP y es la encargada
de activar esta via. Diferentes mutaciones se han des-
crito en los genes Ras en pacientes con cancer, lo
que haria variar su capacidad para activar esta y otras
vias. Estas ERKs (Extracellular signal Regulated
Kinase) ejercen su efecto sobre una variedad de fac-
tores, como por ejemplo, AP-1, c-Myc, NF-kR, entre
otros, involucrados en la expresion de importantes
genes de progresion del ciclo celular (CDKs, ciclinas,
factores de crecimiento) y de prevencion de apoptosis
(Bcl-2 y citoquinas) (Chang et al., 2003).

Via del SRC. Esta familia de proteinas quinasa estan
involucradas en la permeabilidad vascular. Se sugiere
que SRC juega un rol en la supervivencia de la célula
endotelial regulando la actividad de PI3K. Fak (Focal
Adhesion Kinase) activada recluta proteinas de an-
claje a actina (como talina y vinculina) favoreciendo la
migracion del endotelio (Matsumoto & Claesson-
Welsh).

Ciclinas reguladoras del ciclo celular. En repara-
cion y regeneracion de tejidos, el concepto crecimien-
to esta implicito. Aumento del numero de células para

que produzcan y recuperen la matriz extra celular da-
fAada. Para que esto ocurra las células vecinas a la
lesion deben proliferar en respuesta a los factores li-
berados, es decir, la célula debe necesariamente mul-
tiplicarse para que el tejido dafiado sea capaz de res-
ponder al desafio reparativo.

La progresion del ciclo celular es activada di-
rectamente por una serie de complejos proteicos for-
mados por las ciclinas y las kinasas dependientes de
ciclina (CDKs). La decision de una célula para entrar
en fase S esta estrechamente controlada por el com-
plejo ciclina D/CDK4/6 y los complejos ciclina E/CDK2,
seguido del complejo ciclina A/CDK2 a lo largo de la
fase S (Fig. 4). La progresion de la fase G1 a S tam-
bién esta regulada por la proteina del retinoblastoma
(Rb), una proteina supresora de tumor que desempe-
fia un papel fundamental en el control negativo de ci-
clo celular y en la progresién tumoral. La ciclina D, al
formar un complejo con las kinasas dependientes de
ciclina CDK4 o 6, activa la accién de la quinasa cuyo
sustrato principal es la proteina Rb. En su estado
hipofosforilado, la proteina Rb esta activa y lleva a cabo
su funciéon mediante la inhibicidon de la progresion del
ciclo celular, bloqueando los factores de transcripcion
E2F1, E2F2 y E2F3a, que son esenciales para la ex-
presion de genes que le daran continuidad al ciclo. La
progresion de la fase G1 en células de mamiferos esta
mediada por las actividades del complejo ciclina D1/
CDK4 o CDK6 y el complejo ciclina E/CDK2 (Foster et
al., 2010).

Como se ha descrito, las vias mencionadas tie-
nen, dentro de sus multiples efectos, accién sobre la

CiclinaD +
CDK4 /| CDK6

Ciclina A/B
+ CDK1
CiclinaE +
CDK2
Ciclina A +
CDK2

Fig. 4. Complejos Ciclina/CDKs reguladores del ciclo
celular.
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expresion de proteinas que estimulan a la célula
endotelial a entrar en G1. En el diagrama siguiente se
aprecia como las vias Ras y mTor participan directa-

VEGF —

mente en la expresion de ciclinas D y E, responsables
de la entrada de la célula a divisién (Fig. 5).

MAPK

Energia
disponible

Fig. 5. Vias Ras y PI3K activadas por el VEGF conducentes a la expresion de ciclinas reguladoras

del ciclo celular.

CONCLUSIONES

El desarrollo de la medicina regenerativa y la
ingenieria tisular ha sido enorme en las ultimas déca-
das, logrando posicionar técnicas y biomateriales en el
quehacer cotidiano de la periodoncia, Implantologia y
cirugia bucal. El L-PRF no es la excepcion y se utiliza
para diversos procedimientos tendientes a “mejorar la
cicatrizacion”. En el presente manuscrito se aborda este
tema con una mirada menos clinica y mas bioldgica
para ayudar al lector a comprender con un poco mas
de profundidad el efecto de los factores de crecimiento
presentes en las plaquetas a nivel del ciclo celular de
las células que participan de este proceso reparativo.
Se enfoco principalmente el rol del VEGF como actor
principal, pero es necesario mantener presente que el
proceso inflamatorio reparativo es un conjunto
orquestado de muchisimos mas elementos cuyos efec-
tos confluyen a la resolucion de la lesion inicial.

502

CORREA, A. J.; ALISTER, J. P.; OLATE, S. &
MANTEROLA, C. L-PRF and cell cycle. A narrative review.
Int. J. Odontostomat., 13(4):497-503, 2019

ABSTRACT: Platelet concentrates (PC) have
emerged as a potential regenerative material, used in
isolation or as scaffolding for other graft materials. They are
blood extracts, obtained after processing a sample of whole
blood, by centrifugation. The first report dates from 1970,
with a PC used glue to improve the healing of skin wounds.
In 1998, they were used in oral and maxillofacial surgery.
Since then, different techniques and a variety of preparations
have been developed. These include platelet-rich plasma,
fibrin rich in platelets and leukocytes (L-PRF) and plasma
rich in growth factors (PRGF). The development of these
biomaterials, is due in part to the possibility of altering the
concentration of chemical mediators released in a lesion that
causes the formation of a clot, which can mature as the
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phases of the inflammatory process pass and conclude with
the complete regeneration of the damaged tissue. The aim
of this manuscript was to describe the main intracellular
signaling pathways that are activated in the presence of L-
PRF in oral surgery, and its effects on the regulation of the
cell cycle.

KEY WORDS: "Growth Differentiation
Factors"[Mesh]; "Receptors, Cytokine"[Mesh];
"Angiogenesis Modulating Agents"[Mesh];
"Periodontics"[Mesh]; "Regenerative Endodontics
"[Mesh]; "Platelet-Rich Fibrin"[Mesh]; "Regenerative
Medicine"[Mesh].
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