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1. INTRODUCCION

La medicina regenerativa es un drea multidisciplinar con
un objetivo translacional desde la investigacion basica a las
aplicaciones clinicas, integrando avances en campos como
la biologia molecular y celular, la quimica, la ingenieria
tisular y los biomateriales, asi como la medicina clinica.
El enorme desarrollo conceptual y tecnolégico que se ha
concentrado en la biologia molecular y celular ha permiti-
do esclarecer varios mecanismos y vias de sefializacién que
median en la reparacién y la regeneracion tisular. Estamos
asistiendo a un profundo cambio de paradigma: en vez de
eliminar y reemplazar los tejidos dafiados con materia-
les artificiales, se estdn aplicando numerosas técnicas de
reparacién asistidas por materiales bioldgicos, algunos de
ellos incluso autdlogos, entre los que se encuentra el plas-
ma rico en factores de crecimiento (PRGF-ENDORET)
con el fin de mimetizar la reparacién-regeneracion.

En el contexto de la ingenieria de tejidos, las terapias bio-
l6gicas brindan nuevas oportunidades para el desarrollo
de una medicina vectorizada, localizada y personalizada.
Partiendo de materias primas biolégicas como la sangre,
el plasma o las plaquetas se ha logrado dimensionar una
tecnologia capaz de desarrollar y aplicar eficazmente for-
mulaciones terapéuticas. El potencial terapéutico de las
plaquetas ha dado lugar al desarrollo de productos basados
en estos componentes sanguineos y en su capacidad para
promover la regeneracién tisular. En los ultimos afios, los
geles de plaquetas, el plasma rico en plaquetas (PRP), los
factores de crecimiento derivados de plaquetas y otros de-
rivados, han sido disefiados para poder beneficiarnos de
sus propiedades regeneradoras en la medicina clinica.

2. EL PRGF-ENDORET COMO MATRIZ TRIDI-
MENSIONAL EN LA INGENIERIA TISULAR

Las matrices tridimensionales, empleadas desde hace
aflos en la investigacién biomédica, no solamente pro-
veen de una estructura fisica al proceso de regeneracion,
sino que, solas o en combinacién con determinados mor-
f6genos, proporcionan un entorno bioactivo y dindmico
que puede regular las funciones celulares para conseguir
la replicacién de la matriz extracelular nativa. E1 PRGF-
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Endoret es un sistema versitil que ofrece un biomaterial
autélogo, poroso, degradable y enriquecido con proteinas
y factores de crecimiento con una capacidad inigualable
de traslacién a la clinica (Figura 1).

Figura 1. Imagen de microscopia electrénica de la fibrina
obtenida del PRGF-Endoret.

De hecho, las primeras evidencias de su eficacia y segu-
ridad vinieron del ensayo clinico controlado donde se
estudiaba la regeneracién del alveolo posextraccién. El
uso de esta matriz bioactiva y su capacidad de liberacién
progresiva de los factores de crecimiento hace posible la
estimulacién y la mejora de la regeneracién tisular.

Sabemos que la regeneracién transcurre en cuatro fases
bien controladas y orquestadas: la hemostasia, la inflama-
cién, la proliferacién y la remodelacion tisular (Figura 2).

Evidencias clinicas muestran que el PRGF-Endoret in-
fluye en estas cuatro fases de la regeneracion.

La bemostasia: E1 PRGF-Endoret tiene una eficacia
que ha sido contrastada para controlar el sangrado en
pacientes con tendencia al sangrado. En un estudio cli-
nico controlado a boca partida participaron 66 pacientes
afectados por una trombocitopenia severa (29000/pL <
numero de plaquetas < 46000/uL) y que necesitaban la
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Figura 2. La secuencia temporal de los procesos involucrados en la regeneracion/reparacion tisular.

extraccién de una pieza dental. Los dos protocolos de
tratamiento que han sido contrastados fueron la trans-
fusién plaquetaria 30 minutos antes de la extraccion de
la pieza dental y la aplicacién del PRGF-Endoret. Los

resultados indicaron la presencia de sangrado en el 26%,
36%, 39% y 12% de los pacientes cuando recibieron el
tratamiento control a los 0,4-1-3-y 7 dias después de
la extraccidn, respectivamente. En el grupo PRGF-
Endoret estos valores fueron de 5%,
9%, 9% y 6%, respectivamente. Las

Elect ismostasico.portanciado diferencias encontradas fueron esta-

disticamente significativas en todos
los casos excepto a los siete dias tras
la extraccién. La hematoma estuvo
presente en un 44% de los pacien-
tes en el grupo control, frente a un
14% en el grupo PRGF-Endoret
(p=0,0003). En otro estudio clinico
controlado y randomizado con 120
pacientes, se ha comparado la efica-
cia del PRGF-Endoret frente a un
adhesivo de fibrina (Tisseel”). Los
resultados indicaron que el PRGF-
Endoret fue tan eficaz como la apli-
cacién del adhesivo de fibrina (un
producto heterolégo basado en fi-
brinégeno concentrado y trombina)
como medida local de hemostasia.

La inflamacion: E1 PRGF-Endoret
tiene una eficacia mostrada para
controlar la intensidad de la respues-
ta inflamatoria y también el dolor
posoperatorio. La evidencia clinica
indica que el PRGF-Endoret no
solo acelera la resolucién de la infla-
macién y el dolor, sino que también
reduce su intensidad.

La proliferacién y la remodelacién
(Figura 3): El uso del PRGF-En-
doret para la regeneracién tisular
en clinica indica su eficacia para
acelerar la reepitelizacién del de-

Figura 3. El efecto del PRGF-Endoret en los procesos biolégicos fecto y también en mejorar la rege-

responsables de la regeneracion tisular
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Estos resultados clinicos hacen que el PRGF-Endoret
ofrezca un biomaterial con eficacia clinica mostrada
para ser un candidato a validar para las nuevas tecno-
logias, como es la impresién 3D con el objetivo de ge-
nerar matrices tridimensionales. La bioimpresién 3D
consistiria en la utilizacién de material biolégico como
puede ser el PRGF-Endoret (solo o combinado con
otros materiales) para la generacién de la red, ademds
de la adicién de los componentes celular y molecular,
constituido éste ultimo por factores de crecimiento o

El ejemplo mds conocido de MSC multipotente es la célula
madre hematopoyética, que puede obtenerse ficilmente de
la médula ésea y del cordén umbilical. Asimismo, las MSC
pueden aislarse de una gran variedad de tejidos fetales y ex-
traembrionarios, y de una gran cantidad de tejidos de nifios
y adultos. Sin embargo, la principal desventaja para la uti-
lizacién de MSC deriva del proceso de su obtencién. Un
origen utilizado ampliamente en estudios experimentales
ha sido la médula ¢sea (BMIMSC), donde dolor y morbili-
dad acompafian a las invasivas técnicas que se emplean para
su obtencién. Otras fuentes alternativas encon-
tradas incluyen la placenta, el cordén umbilical
humano y el liquido amniético. En este con-

de autorrenovacion y diferenciacién.

LA MAYORIA DE LOS PROTOCOLOS

de ingenieria tisular basados en terapia celular requieren
un elevado nimero de células, por lo que la poblacion
celular aislada debe ser expandida ex vivo bajo condiciones
controladas, asegurando el mantenimiento de sus capacidades

texto, las células madre de pulpa dental se estin
convirtiendo en una fuente muy prometedora
de células madre para terapias de ingenieria de
tejidos debido a su bajo coste y gran accesibili-
dad, ya que pueden obtenerse del tejido pulpar
de dientes permanentes, habitualmente de los
terceros molares, dientes supernumerarios o
dientes que, por otros motivos, deban ser ex-

citoquinas, entre otros. E1l PRGF-Endoret ofrece dos
de estos elementos: la matriz 3D y los factores de cre-
cimiento. La bioimpresién 3D ideal seria la que repro-
duciria fielmente la compleja estructura de la MEC
junto con las células presentes en el tejido a regenerar,
siendo capaz de favorecer la presencia de los sistemas
vascular y nervioso. El PRGF-Endoret es un potente
estimulador de la neoangiogénesis y la regeneracién
de nervios periféricos. Estos hechos potencian todavia
mis la consideracién del PRGF-Endoret en las nuevas
tecnologias de la ingenieria tisular.

Las caracteristicas biolégicas de las células madre (SC)
las erigen como las candidatas ideales para ser utilizadas
en medicina regenerativa. Son células indiferenciadas
que presentan capacidad de auto-renovacién ademds
de potencial para diferenciarse en células especializadas
maduras. En una gran cantidad de tejidos se encuentran
células madre adultas multipotentes o células madre me-
senquimales (MSC), también denominadas células ma-
dre somiticas, en estado inactivo e indiferenciado. Tras
un dafio tisular o bien como parte del mantenimiento de
la homeostasis, estas MSC podrian iniciar un proceso de
autorrenovacion, asi como su diferenciacién en células
especializadas de varios linajes de células mesodérmicas.
Ademais de evitar conflictos éticos, el empleo de estas
células en técnicas de ingenieria de tejidos evitaria los
problemas de rechazo una vez trasplantadas debido a su
origen aut6logo.
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traidos, todo ello sin provocar efectos adversos

para la salud.

La mayoria de los protocolos de ingenieria tisular basa-
dos en terapia celular requieren un elevado nimero de
células, por lo que la poblacién celular aislada debe ser
expandida ex vivo bajo condiciones controladas, asegu-
rando el mantenimiento de sus capacidades de auto-re-
novacion y diferenciacién, asi como evitando cualquier
alteracién genética. En este contexto, el suero bovino
fetal (SBF) ha sido utilizado ampliamente como su-
plemento del medio de cultivo tanto en investigacién
como en la prictica clinica.

El SBF es un suplemento poco definido y con alta in-
consistencia en cuanto a la calidad y cantidad de com-
puestos bioactivos, existiendo una gran variabilidad en-
tre lotes de fabricacién. Su origen xenogénico y la posi-
ble presencia de contaminantes microbiolégicos como
virus, priones, bacterias, hongos o endotoxinas, genera
una gran preocupacion. Por otra parte, también existen
problemas éticos ya que el SBF se obtiene a partir de
fetos de vacas prefiadas sin la utilizacién de anestésicos
y generdndose durante el proceso sufrimiento fetal. Fi-
nalmente, el uso de SBF en cultivos celulares plantea
ademds aspectos logisticos y econémicos. En este sen-
tido, para la obtencién de un litro de suero se necesitan
entre 1y 3 fetos, lo que implica elevados costes rela-
cionados con el mantenimiento de los animales. Todos
estos inconvenientes han llevado a explorar el PRGF-
Endoret como una alternativa humana al SBF. En la
actualidad, se estdn llevando a cabo diferentes trabajos
de investigacién para evaluar el uso del PRGF-Endoret
como sustituto del suero bovino fetal en el cultivo de
células madre.
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En 2017, Riestra e a/l. desarrollaron un método de culti-
vo para la expansién ex vivo de células progenitoras epi-
teliales del limbo humano (LEPC) utilizando PRGF-
Endoret tanto como suplemento de cultivo como matriz
para el cultivo celular. En este trabajo, el drea de creci-
miento de los explantes de LEPC y la eficiencia de for-
macién de colonias fue significativamente superior en el
grupo del PRGF-Endoret. Por otro lado, 1a expresién de
p63-a, marcador de células progenitoras limbares, tam-
bién se vio incrementado en el caso de las células cul-
tivadas con PRGF-Endoret, mientras que el marcador
CK3-CK12 (marcador de células epiteliales corneales
diferenciadas) solo se expresé de manera clara en las cé-
lulas cultivadas con FBS como suplemento de cultivo. La
compleja estructura tridimensional de la membrana de
fibrina de PRGF-Endoret fue capaz de permitir la ad-
hesién y proliferacién de las células LEPC, manteniendo
su morfologia poligonal tipica y su estado indiferenciado.
Estos resultados confirmaron que la tecnologia autéloga
PRGF-Endoret es capaz de proporcionar un método de
cultivo completamente autélogo para la ingenieria de te-
jidos corneales facilitando, como suplemento de cultivo,
la expansién ex vivo de células madre epiteliales de lim-
bo y proporcionando a su vez una matriz para el cultivo
celular que mejore el prondstico del trasplante de limbo.

Ese mismo afio, otros dos trabajos de investigacién
demostraron el potencial del PRGF-Endoret para el
cultivo de células madre de diferentes origenes. El pri-
mero, llevado a cabo por Mellado-Lépez ez al, evalué el
uso de PRGF-Endoret para el cultivo de células madre
derivadas de tejido adiposo (ASC). En este trabajo la
tecnologia PRGF-Endoret estimulé la supervivencia y
proliferacion a la vez que retrasé la senescencia celular.
Por otro lado, el plasma PRGF-Endoret estimulé efi-
cazmente la diferenciacién multilinaje hacia osteocitos,
adipocitos y condrocitos e inhibié la muerte celular oxi-
dativa, inducida por concentraciones letales de peréxi-
do de hidrégeno, mediante la activacion de la proteina
Akt. El segundo estudio evalué los efectos de la tecno-
logia PRGF-Endoret en la diferenciacién osteogénica
de células madre mesenquimales de médula ésea. Este
estudio demostré que las moléculas biolégicamente
activas presentes en el PRGF-Endoret estimularon de
manera significativa la proliferacién y mineralizacién
asociada con la induccién osteogénica de los cultivos
de dichas células madre. Estos resultados sugieren que
la combinacién de PRGF-Endoret y células madre es
capaz de promover la regeneracién dsea.

Una investigacién mds reciente de nuestro grupo de tra-
bajo evalué la sustitucién de FBS por PRGF-Endoret
como suplemento de medio de cultivo para la expan-
sién ex vivo de células madre de pulpa dental. Esta com-
parativa se realizé en todas las etapas implicadas en el
proceso de expansién ex vivo, desde la primera fase de
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aislamiento hasta la fase final de criopreservacién. Los
resultados obtenidos en este trabajo estuvieron en con-
sonancia con los descritos anteriormente. En este estu-
dio, 1a tecnologia PRGF-Endoret demostré ser capaz de
igualar e incluso superar en algunos procesos los resul-
tados obtenidos por el suero bovino fetal. De hecho, las
células cultivadas con PRGF-Endoret se expandieron de
manera mds ripida que cuando se cultivaron con FBS,
reduciendo por tanto los tiempos de manipulacién ex
vivo. Asi mismo, la capacidad de las células madre de
pulpa dental para migrar y diferenciarse hacia el linaje
osteogénico y adipogénico también se incrementé de
manera significativa tras el cultivo con PRGF-Endoret.

Los resultados de todas estas investigaciones demuestran
la capacidad del PRGF-Endoret como alternativa para
el aislamiento, cultivo y conservacién ex vivo de células
madre de diferentes origenes.

El uso de factores de crecimiento y fibrina derivados
del PRGF-Endoret estd abriendo nuevas e interesan-
tes vias en la terapia con células madre. Esta tecnologia
representa una excelente alternativa ya que proporciona
sefiales moleculares y matrices tridimensionales para la
expansion y trasplante ex vivo de células madre de ma-
nera autéloga, y sin riesgo de transmisién de patégenos
o de rechazo inmunolégico, manteniendo su fenotipo y
potencial de diferenciacién multilinaje.
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