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RESUMEN

Los concentrados de PRP han sido ampliamente utilizados
en la Ultima década como complemento en las técnicas de
regeneracion de tegjidos. Los autores que han empleado clini-
camente e PRP aseguran que no existen riesgos de infeccién
o transmisién de enfermedades y niegan la existencia de algin
tipo de efecto indeseable. Sin embargo, se ha relacionado la
sobreexpresion de factores de crecimiento (GFs, Growth
Factors) y sus receptores en tegjidos tumorales y displasicos.
Esto nos lleva a formularnos algunas preguntas en relacion a
las posibles coincidencias entre €l proceso carcinogenético y
lavia mitogénica que utilizan los GFs. El objetivo del presen-
te trabajo ha sido efectuar unarevision bibliografica sobre los
posibles efectos de las aplicaciones terapéuticas de los GFs
(incluido el PRP) en e proceso de la carcinogénesis, su
influencia sobre tgjidos con displasia epitelia o carcinoma
oral y su relacion con e crecimiento e invasion tumoral.
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INTRODUCCION

Lautilizacion de fibrinaliofilizaday de lafibrina aut6loga
se hallevado a cabo desde hace décadas en los campos de la
traumatologia y la cirugia oral y maxilofacial con el fin de
compactar y realizar una funcién osteoconductiva en los pro-
cedimientos de colocacion de injertos (1). En ladécadade los
noventa varios autores utilizaron los concentrados a base de
plasmarico en plaquetas (PRP) en injertos orales y maxilofa-
ciaes, con € fin de obtener la fibrina de manera autéloga,
activando el PRP con trombina bovina. Observaron que ade-
mas del beneficioso efecto osteoconductivo que aportaba la
fibrina, existia un aporte de GFs beneficioso parala curacién
Osea (2, 3).

Inicialmente los procedimientos de obtencién de PRP par-
tian de cantidades de sangre muy grandes (500 cc) que reque-
rian de una aparatologia especia y costosa que impedian la
utilizacién en procedimientos ambulatorios (3). Ademas, en
estos sistemas y en algunos sistemas ambulatorios, se utiliza
ba la trombina bovina para |a activacién que puede provocar
rechazo inmunitario y aparicion de coagulopatias. Su utiliza-
cion es controvertida, por 1o que no esta difundido a nivel
€uropeo.

Los factores de crecimiento son polipéptidos, contenidos
en diferentes tipos celulares y en la matriz extracelular, que
juegan un papel fundamental en la estimulacion y regulacion
de la curacién de heridas en diferentes tejidos del organismo.
Parecen regular diversos procesos celulares, como son la
mitogénesis, quimiotaxis, diferenciacion y e metabolismo
celular (4).

No se han publicado referencias sobre el riesgo de infec-
cion, transmisién de enfermedades o cualquier otro efecto
indeseable con la utilizacién de PRP. Tampoco se conocen las
concentraciones ideales de cada factor de crecimiento o la
dosificacién adecuada para cada situacion terapéutica en con-
creto y también destacar la existencia de GFs que todavia no
han sido descritos (4, 5).

Durante el desarrollo del embrion humano o en ciertos
procesos de regeneracion de tejidos, existe unaintegracion de
seflales que coordinan la proliferacion, la diferenciacion,
metabolismo celular y la apoptosis. La interaccion de GFs,
otras citoquinas y hormonas con receptores especificos de
membrana, desencadena una serie de sefiales bioquimicas
intracelulares que conlleva la activacién o represion de genes
gue controla € equilibrio de estos procesos. Existen, sin
embargo, aberraciones genéticas que afectan a estos factores
de crecimiento, a sus receptores 0 a sus vias de transduccion
gue pueden romper el equilibrio celular, conduciendo a cre-
cimiento anormal de una neoplasia. Por tanto, desarrollo o
regeneracion por un lado, y el cancer por otro, representan los
aspectos fisiolgicos y patoldgicos del equilibrio celular (6).

Hollinger y cals. han estudiado las aplicaciones clinicas de las
proteinas morfogenéticas Gseas (BMPs, Bone Morphogenetic
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Proteins) (factor que no hasido encontrado en e PRP) y afirman
que, hasta hoy, no existen evidencias en estudios clinicos o expe-
rimental es acerca de que la aplicaci dn exdgena de BMPs produz-
ca una respuesta oncogénica. Establece que “las BMPs son un
factor de diferenciacion que promueve la diferenciacion de las
células mesenquimales a un fenotipo normal y adulto y no debe-
ria promover la oncogénesis’ y establece ademas que “los efec-
tosalargo plazo de las BMPs recombinadas no se puede predecir
categricamente, y la corriente de efectos de las dosis tergpéuti-
cas de las BMPs pueden ocultar influencias no expresadas inme-
diatamente” (7). En base a estas afirmaciones, y conociendo las
diferenciasy similitudes entre BMPs y otros GFs presentesen e
PRP, podemos decir que la posible relacion entre la aplicacion
tergpéutica de los factores de crecimiento y € proceso oncogéni-
€0 no deberia ser rechazada de manerarotunday definitiva

Sin duda, son innegables los buenos resultados de los tra-
tamientos con concentrados de PRP, en relacion ala mejor y
mas rapida regeneracion de los tgjidos donde se han aplicado
(3, 5, 8). Sin embargo la evidencia cientifica muestra también
gue los GFs encontrados en las plaguetas (PGFs, Platelet
Growth Factors), aparecen sobreexpresados en los tejidos
tumorales. Estos hechos nos llevan a plantearnos algunas pre-
guntas: 1.- ¢El aumento de las concentraciones de estos GFs
utilizados en las dosis terapéuticas habituales, y en determi-
nados tegjidos y localizaciones anatémicas, podria iniciar un
proceso oncogénico en tejidos normales? 2.- ¢Podrian indu-
cirlo en tejidos displasicos 0 que han sido expuestos a carci-
nogenos? 3.- ¢Qué mecanismos bioguimicos nos harian sos-
pechar que la oncogénesis se podria producir de una manera
dosis-dependiente o tiempo-dependiente?

Los GFs actlian sobre la membrana celular, a través de la
cual transmiten su sefid hacia el nicleo cdlular. Lavison sim-
plista de que a no incorporarse & nicleo celular no pudieran
producir efectos genéticos, nos hace recordar que las dosis de
GFs en € PRP son dosis terapéuticas y no fisioldgicas, y que
por tanto actlian sobre & incremento de la proliferacion celular
y lareplicacion del ADN de maneraindirecta, a través de com-
plegjas vias de transduccién de sefia. El objetivo del presentetra-
bajo ha sido efectuar una revision bibliografica sobre los posi-
bles efectos de las aplicaciones terapéuticas de los GFs (inclui-
do & PRP) en d proceso de la carcinogénesis, su influencia
sobre tejidos con displasia epitelial o carcinoma ord y su rela
cion con e crecimiento einvasion tumord.

FACTORESDE CRECIMIENTO PLAQUETARIOS
(PGFs)

Las plaguetas son fragmentos anucleares de los megaca
riocitos, con una forma discoide y cuya cantidad normal en
sangre se ha considerado habitualmente de 150.000-
400.000/l 6 1,5-4 x10°*/ml. Cuando se produce una herida, a
la membrana plaquetaria se une el factor plasmético de Von
Willebrand (a través de la glicoproteina Ib) que hace que se
unan a colageno expuesto de la pared vascular (adhesion), y
de esta manera se unan entre si (agregacién). La agregacion
entre unas y otras plaquetas se hace a través de puentes de
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fibrindgeno entre glicoproteinas de membrana (glicoproteina
Ilb-1118). La activacion (degranulacion) de las plaguetas se
puede realizar por varios mecanismos mecanicos 0 quimicos:
uno de los mas fuertes es la adhesion de las plaquetas a colé&
geno y otros componentes del subendotelio, o por la presen-
cia de trombina. Todos |os mecanismos de activacion plague-
taria, a parecer, lo hacen activando fosfolipasas de la mem-
brana celular que promueven laliberacién de Ca™, el cual por
si solo produce agregacién 'y secrecion. Ladegranulacion pla-
quetaria libera tromboxano A2 (Tx A2), adenosindifosfato
(ADP) y serotonina que estimulan el reclutamiento y activer
cion de las plaquetas circundantes. También van a contener
fibrinégeno, fibronectina e interleuquinas (IL) 1, 3 y 6.
Cuando se activan las plaguetas asumen una morfologia esfe-
roidal y espinosa con movimientos de pseudépodos y expul-
sién de los granulos (9).

Después de agregarse y activarse las plaquetas se liberan
nuevos factores agregantes, que, junto con la fase plasmética
de la coagulacion, van a originar la formacién de trombinay
posteriormente la sustitucién del fibrindégeno soluble por la
red de fibrina. En los granulos a liberados por las plaquetas
se van a encontrar una serie de GFs que ya han sido descu-
biertos y seguramente alguno més que todavia es desconoci-
do (10, 11). Hay una serie de variaciones en los procedimien-
tos de obtencién de PRP, que sin duda modifican las cantida-
des de PRP obtenidas y por tanto las concentraciones de GFs
contenidos en €l interior de las plaguetas que se estan apli-
cando. Entre los procedi mientos descritos podemos distinguir
métodos de un centrifugado y de dos centrifugados (Tabla 1)
(12-14). Los diferentes tipos de GFs descritos en las plaque-
tas estén expuestos en la Tabla 2 (15-20).

El mecanismo de accion de los distintos GFs sobre las
células es bastante similar, aunque todavia no se conocen
las moléculas exactas ni los caminos especificos de cada
factor de crecimiento. Por otro lado, diferentes GFs pue-
den producir efectos bioldgicos opuestos en la misma
célula (p. €j. PDGF y TGFR). En el torrente circulatorio,
la matriz extracelular se une a proteinas especificas
(Binding-Proteins) poco conocidas, que impiden su rapida
degradacion. De manera general 1os GFs actlan a nivel de
la membrana celular a través de receptores especificos,
estos receptores se activan iniciando en el citoplasma una
actividad de fosforilacion del tipo tirosina-quinasa
(PDGF, FGF, IGF, VEGF, EGF) o0 bien serina-treonina-
quinasa (TGFR, BMPs), que activan rutas especificas de
transduccion de sefial que se introducen posteriormente en
el ndcleo, parala expresion de genes especificos. El efec-
to final producido es multifuncional y va a depender de la
célula diana y del estado fisiolégico de la misma, de su
relacién con otras células, de la matriz extracelular y dela
presencia de otros GFs (21, 22).

Una de las acciones de los GFs es la funcion de diferen-
ciacion celular. En € tejido 6seo se ha descrito el mecanismo
molecular por e que los GFs favorecen la diferenciacion
osteoblastica de las células madre mesenquimales (MSCs,
Mesenquimal Sem Cells). En este proceso intervendrian las
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TABLA 1

Procedimientos de obtenciéon de PRP

TECNICA MANUAL: 1 CENTRIFUGADO

TECNICA AUTOMATICA: 2 CENTRIFUGADOS

4,5 ml sangre + 0,5 ml anticoagulante + centrifugado a
280 g (1.400 rpm) durante 7 minutos (citrato sodico al 3,8%).

'

- 0,5 ml PPP fase amarilla
(se desecha)
- PRP fase roja (componente celular).

1 ml de PRP + 50 pl CaCl, 10%
5-8 minutos a T2 ambiente
6 2-3 minutosa 37° C

Formacion del gel

Se colocaen el defecto 6seo. Unavez colocado el PRP en €l lecho
receptor, parece ser que las plaquetas se degranulan totalmente en
3-5diasy laactividad delos GFsterminariaalos 7-10 dias (4, 12).

PPP: Plasma pobre en plaquetas
PRP: Plasmarico en plaguetas

* En estudios anteriores Anitua y cols. (5), incluian también 1-2
mm del componente celular (fase roja). Parece que en este lugar se
encuentran las plaquetas mas grandes y recientemente formadas,
pero también leucocitos, linfocitos y eritrocitos (12).

* Se obtiene 7,9x10° plaquetas/ml en el PRGF (3).

SmartPReP® (Harvest Technologies, Norwel, EE.UU.)

45-50 ml sangre (seglin sexo 0 hematocrito)

'

1. 3.650 rpm
12 minutos 1= centrifugado
2.60 rpm
2° centrifugado a 3.000 rpm

Se consiguen 7 ml PC de 90 ml sangre completa. Concentrado de
plaquetas (PC: Platelet Concentrate) en el fondo de la camara
del plasma. ‘

2/13 PPGF
1/3PC

« Con este procedimiento se recomienda para la activacion una
mezcla de 1 ml de trombina bovinay cloruro célcico (4, 8, 13).

* Se obtiene 22,8 x10° plaguetas/ml en el PC (13). Otros estudios
(Landesberg y cols.) han observado que con un procedimiento de
2 centrifugados, las mayores concentraciones se obtendrian con
los 2 centrifugados a 200 g durante 10 minutos (14).

mol éculas de transduccién SMAD vy los factores de transcrip-
cién CBFA-1 (Core Binding Factor A) y AP-1 (17, 23, 24).

En lafuncién mitogénica de los GFs, la sefial de transduc-
cion que llega a nucleo induce la activacién de factores de
transcripcion como el ELK-1 que transcribe los proto-onco-
genes c-fosy c-jun o fosforila directamente el factor AP-1. El
AP-1 es un factor de transcripcién paratranscribir otros genes
implicados en la mitogénesis (p. g. € gen de la ciclina D,
también denominado PRAD1 6 CCND1). En esta sefia pare-
ce que cumple un factor fundamental €l camino citoplasméti-
co Ras/Raf/MEK/MAPK (MAPK: Mitogenic-Activated
Protein Kinase Protein; y MEK: por el acronismo
MAPK/ERK)/ERK (Extracelular Regulated Kinase) aunque
intervienen otras quinasas especificas (JNKs, Jun N-terminal
Kinase y FRKs, Fos Regulated Kinase) (Fig. 1). Sin embargo,
en este camino hay una autorregulacion negativa, detal mane-
ra que cuando existe una excesiva estimulacion de Ras se pro-
duceinduccion de p21 quefrenad ciclo celular. En otras oca
siones la via de sefializacion lleva a la fosforilacion de facto-
res de transcripcion que estan en € citoplasma en vez de en
el nucleo, p. §. la proteina p91, que se transloca a nucleo y
transcribe genes como €l c-fos (25, 26).

En cualquier caso se ha establecido que cuando un GF
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Ilega a su receptor solo produce una divisiéon celular, ya que
al enviarse la sefial, su accién se inactiva por internalizacion
del complgo ligando-receptor. Una célula normal necesita la
Ilegada de una nueva sefial para volver adividirse (21, 22).

RELACION DE LOSPGFsY LA CARCINOGENESIS
ORAL

La formacion de tumores humanos es muy complgja y
requiere laacumulacién de maltiples alteraciones molecula-
res oncogénicas que superen los controles fisiol6gicos de
proliferacién celular y diversos factores inmunolégicos. La
transformacion maligna de las células normales lleva impli-
cito el fallo de las c8ulas al diferenciarse y a la activacion
de las vias de proliferacién, que ademas suele variar segiin
los tipos celulares en funcion de la capacidad de reparacion
de las alteraciones reversibles producidas. Actualmente es
ampliamente reconocida |a teoria epigenética de la carcino-
génesis por la cual se establece una primera fase de ini-
ciacion, queincluye las alteraciones que se producen anivel
del ADN que son irreversibles, seguida por promocién, que
aumenta |la probabilidad de que aparezcan nuevas alteracio-
nes genéticas celulares, y terminando con la progresion,
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TABLA 2
Factores de crecimiento plaquetarios (incluidos en el PRP)
ISOFORMAS 5 isoformas
13, y 3, son las més investigadas
CELULAS Plaguetas, macréfagos, linfocitos neutrofilos, MSCs,
PRODUCTORAS osteoblastos, matriz 6sea

FACTOR DE

CRECIMIENTO DE -

TRANSFORMACION FUNCION Quimiotaxis, diferenciacion de las MSCs, produccién de
colé&geno por osteoblastos, favorece la angiogénesis, inhibe
laformacién de osteoclastos y la reabsorcion osea (12).
Tiene efecto mitogénico en las células mesenquimales e
inhibe la proliferacion en células epiteliales dependiendo de
la presencia de otros GFs (15)

ISOFORMAS 3isoformas: AA, AB y BB
CELULAS Plaguetas (principalmente), macréfagos, osteoblastos
PRODUCTORAS (isoforma BB), condrocitos, fibroblastos y células endoteliales

FACTOR DE J

CRECIMIENTO DE FUNCION Facilita la angiogénesis por viaindirecta a través de los

ORIGEN PLAQUETARIO macréfagos que actlian sobre las células endoteliales, efecto
quimiotactico y activador sobre las células de inflamacion
(macroéfagos); favorecen la quimiotaxis y proliferacion de
células mesenquimales (mitogénico); facilitalaformacién
de coléageno tipo |; 50% del efecto mitogénico proveniente
delas plaguetas (16, 17)

ISOFORMAS 2 isoformas. Tipo | y II.
Laformall o basica parece que es la mas potente en la
funcién mitogénica

FACTOR DE CELULAS Fibroblastos (principalmente), macréfagos, osteoblastos,

CRECIMIENTO PRODUCTORAS plaquetas y células endoteliales

FIBROBLASTICO

FUNCION Aumentan la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos
y lainhibicion de osteoclastos. Actuan sobre los fibroblastos
aumentando su proliferacién y la produccién de fibronectina,
Favorece la angiogéneis por su accion mitogénicay quimiotéctica
sobre células endoteliaes

ISOFORMAS 2 isoformas. Tipo 1 y 1

CELULAS Plaquetas, macréfagos, osteoblastos, MSCsy matriz 6sea

FACTOR DE CRECIMIENTO PRODUCTORAS

SIMILAR _

A LA INSULINA FUNCION Estimulala proliferacion (mitogénesis) y diferenciacion de
las MSCs'y de las células de revestimiento, asi como la
formacion por parte de los osteobl astos de osteocalcina,
fosfatasa alcalinay de colageno tipo |; induce la diferenciacion
de MSCsy de las células de revestimiento, durante el remodelado
0seo, a igua que las BMPsy el TGFM3 (12)

ISOFORMAS 4 isoformas. También denominado Factor de permeabilidad
vascular (VPF, Vascular Permeability Factor)

FACTOR DE 5

CRECIMIENTO CELULAS Plaguetas, macréfagos, osteoblastos y células musculares

ENDOTELIAL PRODUCTORAS lisas, sobre todo en estados de hipoxia

VASCULAR -

FUNCION Actlian sobre la quimiotaxisy la proliferacion de las células
endoteliales, realiza una hiperpermeabilidad de los vasos. Su
accién parece estar regulada por la accién de TGFR y PDGF (18, 19)
ISOFORMAS 1 isoforma. Gran similitud con el TGFa, lo que hace que se
unan al mismo receptor

FACTOR DE CELULAS Plaquetas, fibroblastos, células endoteliales

CRECIMIENTO PRODUCTORAS

EPIDERMICO -

FUNCION Tiene funcion mitogénica, proapoptotico, migracion 'y de

diferenciacion no solo de las células epiteliaes, sino
también sobre fibroblastos, células renales y células glidles a
partir de células mesenquimales (20)
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Fig. 1.
Esquema simplificado de la via mitogénica de los GFs.

Smplified schematic representation of the mitogenic pathways of growth
factors (GFs).

donde se produciria la transformacion maligna de esas célu-
las iniciales benignas (27-29).

Hay que tener en cuenta que las células normales silo son
capaces de proliferar un nimero determinado de veces, hasta
[legar a un limite méximo (“limite Hayflick”) a partir del cual
la célula sufre una serie de cambios bioquimicos entrando en
una etapa de senescencia. Se ha calculado que un fibroblasto
de una persona de mediana edad es capaz de dividirse 20-40
veces, produciendo en la cascada de division 2% células. La
adquisicién de la habilidad para proliferar un nimero ilimita
do de veces se denomina inmortalizacion y se considera un
paso importante en la transformacién maligna de células nor-
males. Es motivo de controversiala necesidad del proceso de
inmortalizacion para el desarrollo de tumores, ya que se han
observado células con limite Hayflick en tumores de gran
tamafio. Los mecanismos de control celular (fundamen-
talmente genes supresores y proapoptéticos), van a evitar que
la célula sobrepase ese limite y entre en 2 posibles etapas:
apoptosis 0 senescencia/diferenciacion terminal (30).

Con €l fin de observar si existe algiin tipo de relacién entre
lacarcinogénesisy lafuncién mitogénica de los concentrados
de PRP, nos proponemos establecer una serie de preguntas
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gue nos hemos planteado y que intentamos contestar con la
ayuda de los estudios revisados.

1.- Cuando existe una sobreconcentraciéon de GFs, ¢se
induce la sobreexpresiéon de receptores de membrana? Si
esto fuera asi, ¢se producirian de manera normal o fisio-
I6gica, o sdlo en tejido tumoral? ¢Podria esto originar la
aparicion de receptores mutados?

En células tumoraes, se han observado unos 400.000
receptores normales de EGFR por célula (EGFR, Epidermal
Growth Factor Receptor), en contraposicion a fibroblastos
normal es que pueden tener 5.000-10.000 receptores por célu-
la, y parece que este incremento se debe a ateraciones de
genes codificadores de los receptores y no como consecuen-
cia de la sobreproduccién de GFs, aungue estos aumentarian
por un mecanismo autocrino. Parece que en un tejido normal
€l incremento de receptores seria moderado y transitorio. Por
otro lado parece dificil que la sobreexposicion de GFs dé
lugar ala mutacion de receptores (31).

En relacion alos receptores de los GFs, se ha observado en
células tumoraes que puede existir una sobreexpresion de estos
receptores normales (32) alimentada por una sobreproduccion
autocrinade GFs mutados (p. €. aumento de PDGF mutado por
expresion de oncogenes) o sobreproduccion de GFs normales;
0 bien, que esos receptores presenten una morfologia aberrante
truncada, de tal manera que se presentan continuamente activa-
dos (dimerizacion aostérica), sin que se requiera la unién del
GF, delamismamanera que cuando son activados por los GFs,
pero de manera continua'y generando una sefializacion inapro-
piaday aberrante hacia €l nicleo (22) (Fig. 2).

En determinadas ocasiones, sin embargo, la activacion del
receptor a EGF (EGFR) puede inducir en ciertas células
tumorales una parada de la proliferacion celular y la induc-
cion de apoptosis. Este efecto parece estar mediado por las
proteinas reguladoras de la transcripcion denominadas STATS
(Sgnal Transducers Activators Transcription) que aumentan
la expresion del inhibidor del ciclo celular p21%FePt que-
dando asi bloqueado el mismo, y también de la Caspasa 1,
proteasa implicada en la apoptosis.

En las células tumorales la presencia de un nimero exce-
sivamente alto de copias de EGFR normal en la célula provo-
ca un aumento de la sensibilidad a sus ligandos que, incluso
a concentraciones muy bajas, son capaces de estimular las
células einducir proliferacion celular. Por otro lado, €l proce-
so deinternalizacion (de eliminacion del complejo GF-recep-
tor delamembrana) en estas circunstancias es mas lento, por-
que se excede la capacidad de endocitosis de la célula, por lo
gue éstas no pueden reprimir adecuadamente la transmision
de las sefiales mitogénicas que se generan de una forma con-
tinuada (Fig. 2) (31).

2.- ¢Si se produjera una sobreexpresion de receptores,
los complejos ligando-receptor se podrian internalizar y
volver de nuevo a la membrana celular a enviar su sefial
mitogeénica, incluso cuando ya no existiera una sobrecon-
centracion externa de GFs?

Unavez que el compleo ligando-receptor hareaizado su fun-
cion enviando la sefid, parece que sufre un proceso de interndi-
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Fig. 2.

Alteraciones del EGFR en células tumorales. En células normales
(panel superior) se expresa un nimero moderado del EGFR
(dimeros en formade T) que sefializan adecuadamente. En ciertas
células tumorales el EGFR puede sobreexpresarse generando un
alto nivel de sefializacion (panel central). Otros tumores expresan
formas truncadas aberrantes del EGFR que carecen del dominio
extracelular, presentando una actividad tirosina-quinasa hiperactiva
que sefializa en ausencia del control ejercido por el ligando (panel
inferior- izquierda), o formas truncadas que carecen del dominio
intracelular y no tienen actividad tirosina- quinasay por lo tanto no
sefializan directamente, aungue son capaces de unir €l ligando
(panel inferior-derecha) (Autorizado por Palomo-Jiménez y cols.

(31)).

EGFR alterationsin tumor cells. In normal cells (upper level) a moderate
number of EGFR are expressed (T-shaped dimers), which signal adequately.
In certain tumour cells, EGFR may undergo over-expression, thus
generating high signal levels (central level). Other tumoursin turn express
aberrant truncated forms of EGFR that lack the extracellular domain and
exhibit tyrosine-kinase hyperactivity which signals in the absence of ligand
mediated control (left bottom level). Alternatively, the EGFR may present
truncated forms that lack the intracellular domain and possess no tyrosine-
kinase activity, and consequently do not signal directly —though they are
able to bind ligand (right bottom level) (Reproduction authorized by
Palomo-Jiménez et al. (31)).

zacion que puede tener dos caminos. o bien sufrir una degrada
cion protealitica por lisosomas o bien volver alamembranaplas-
mética donde podrian reiniciar la sefid mitogénica (Fig. 3). La
internalizacion del EGFR aminora la sefid mitogénica, jugando
asi un pape relevante en laprevencion de la proliferacion celular
incontrolada. Cuando este fendmeno de interndizacion se
encuentra en fase de endosomas parece que sigue manteniendo
funciones importantes de sefidizacion. De hecho, en las cdulas
en |as que existen mutaciones en los genes que codifican las pro-
teinas implicadas en lainternaizacion de los receptores erbB, se
observa un aumento de la proliferacion cdular y su transforma
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Fig. 3.

Internalizacion del complejo ligando-receptor. Degradacién por
lisosomas, formacion de endosomas o reciclaje amembrana. VRC
(vesiculas recubiertas de clatrina) (Autorizado por Palomo-Jiménez
y cols. (31)).

Internalization of the ligand-receptor complex. Lysosome degradation,
formation of endosomes or membrane recycling. CCV (Clathrin-Coated
Vfesicles)(Reproduction authorized by Palomo-Jiménez et al. (31)).

cion en fenotipos malignos. El EGFRtiende masareciclarses se
uneaTGFa ques seuneaEGF (31).

3.- ¢Cuando existe una sobreconcentracién de GFs, con
esa sobreexpresion de receptores, la sefial mitogénica
seriatransmitida por todos los receptores hacia e nucleo,
activando multiples genes en el nucleo; o por € contrario
al llegar una sefial al nucleo las demas se inactivarian?

L as vias de sefiaizacion saturadas por la sobreconcentracion
externa de GFs podrian dar lugar a sefiales anémalas y poco
conocidas, ya que las vias de sefidizacion celular estén interco-
nectadas funcionamente entre ellas de forma transversal
(«cross-talk»). Evidentemente las dianas donde actlien las vias
delos GFs, estardn en continuo “trabgjo” y, cuando esas dianas
estén saturadas, posiblemente las sefides dadas por receptores
adicionales sean ignoradas por falta de dianas disponibles.

En relacion a los transductores de sefid (segundos mensgje-
ros), los més estudiados han sido las proteinas codificadas por la
familiade genesras. Se estimaque & 30% de los tumores huma
nos presenta un oncogén ras activado. Suaccion principal esel de
transmitir la sefid mitogénica a través de la via
Ras/Raf/MEK/MAPK a nicleo celular. Ras mandala sefia cuan-
do seuneaGTP (guaninatrifosfato). Enlaconversion delaforma
activa Ras-GTP a inactiva RassGDP interviene una enzima
importante, las GAP (GTPase-activating protein). Cuando existe
una mutacién, la proteina Ras se encuentra permanentemente
unidaaun GTPy esresstente ala actividad de GAP, lo que crea
un compleo continuamente activo de transduccion de sefid mito-
génica . En relacidn a esta via parece que también existe una
importante enzima, la fosfatidinilinositol-3-quinasa (pl 3K), aun-
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gue no se conoce S es un activador de Ras, 0 se encuentra por
debajo como un mediador de Ras. Ademas de lafuncion mitoge-
na de Ras, redliza una regulacion negativa dd ciclo celular por
induccién de la proteina p53 y lap21 subsiguiente (26, 33).

4.- ¢Qué genes implicados en la progresion del ciclo
celular serian los que recibirian directamente la sefial
mitogénica de los GFs? ¢Una continua o excesiva trans-
cripcion de los mismos podria aumentar la posibilidad de
mutaciones o activacion de oncogén?

Cuando lasefia de los GFsllegaal nicleo vaaactivar una
serie de factores de transcripcion que facilitan latranscripcion
dediferentes genesimplicados en €l ciclo celular o en ladife-
renciacion fenotipica de la cdlula. Los proto-oncogenes c-jun
y c-fos son inducidos rapida y transitoriamente tras e trata-
miento con GFs. Los genes de estas dos familias controlan la
respuesta proliferativa de un modo primario, activando (o
inhibiendo) en cascada, genes cuyos productos ponen en mar-
cha o paran €l ciclo celular. Se ha encontrado sobreexpresion
de c-Jun en canceres de pulmoén y colorrecta (26). La prote-
ina oncogénica v-Jun proveniente del oncogén v-jun, tiene
una permanente afinidad de unién al ADN, y por tanto, mayor
actividad transcripcional que c-Jun.

En relacion a la proteina del proto-oncogén c-myc, la c-
Myc, hoy en dia se sabe que su mera sobreexpresion origina
una transformacién celular (sin necesidad de que exista la
forma mutada), aunque esa sobreexpresion va precedida de
translocaciones cromosomicas (25). El oncogén myc se ha
observado amplificado en el 4-15% de los tumores de cabeza
y cuello, y se piensa que esta amplificacion se asocia a esta-
dios avanzados del tumor (34). En carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello se han encontrado amplifica
ciones cromosomicas en 11g13 en el 20-50% de los casos. En
esta localizaciéon se encuentra €l gen de la ciclina D, y del
FGF(FGF3 y FGF4)(34). En estos tumores también se han
relacionado deleciones del gen p16 (cromosoma 9p21) (inhi-
bidor importante del complejo ciclina D,-CDK4) en fases ini-
ciaes (displasiay carcinoma “in situ”) que precederian a la
inactivacion de la p53 (27).

RELACION DE LOSPGFsCON LA DISPLASIA
EPITELIAL ORAL Y EL CRECIMIENTO E
INVASION DEL CARCINOMA ORAL DE CELULAS
ESCAMOSAS (COCE)

Se han establecido relaciones de la sobreexpresion de GFs
Yy sus receptores con tejidos tumorales y tejidos displasicos.

1.- ¢La sobreexpresion de GFs en tegjidos tumorales,
son GFs normales o son péptidos mutados? ¢Si existieran
células cancerosas o displasicas en €l tgjido, los concen-
trados de PRP facilitarian su proliferacion y migracion
por facilitar la mitogénesisy la angiogénesis?

En general se considera la sobreexpresion de GFs en los
tejidos tumorales como secuencias polipeptidicas hormales,
inducida por las células tumorales mediante un mecanismo
autocrino o paracrino para mantener el fenotipo tumoral sin
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necesidad de un aporte externo de GFs. Por otro lado la acti-
vacion tumoral de células por la presencia de GFs mutados es
poco conacida (26).

Se ha observado sobreexpresién de GFs en carcinomas de
mucosa oral, ovario, mama, pulmén, esofagico y gastrico, asi
como en osteosarcomas. Hay una serie de tumores que pre-
sentan una sobreexpresion de GFs. Asi, laBMP-2 en relacion
al adenoma pleomorfo, o en carcinoma epidermoide de len-
gua o encia, indica una progresion maligna por la formacion
ectopica de formaciones 6seas o condroides (35); también
existe un incremento significativo de FGF-11 en el COCE,
aumentando esta expresion progresivamente desde las fases
iniciales de la carcinogénesis (hiperplasia, displasia, carcino-
main situ), y disminuyendo de maneraimportante a abando-
nar el habito de consumo de tabaco (36).

Sulzbacher y cols. realizaron un estudio clinico en 23
casos de osteosarcomas y 17 osteoblastomas, para ver la
expresion de PDGF-AA y € receptor PDGFR-a. En los
osteosarcomas se observo positividad del 33,9% de los casos
para el GF y de 27,1% para el receptor, observando menor
expresion en los tumores de bajo grado. Los osteoblastomas
presentaron una expresion significativamente menor que los
osteosarcomas (15,7% para € factor y 17,5% para € recep-
tor). Ademas observaron una correl acién en la coexpresion de
factor y receptor en osteosarcomas, pero no en los tumores
benignos (37).

Se harelacionado al TGF-3 como un inhibidor de la proli-
feracion en células epiteliales. Se ha observado ademéas quela
pérdida de expresion de la SMAD 2 se observa en e 38% de
los casos de COCE, y se incrementa en |os casos pobremente
diferenciados; ademés la evidencia con PCR (Polymerase
Chain Reaction) revela que esta pérdida es atribuible a meca-
nismos distintos a la ateracion genética (38). Sin embargo la
sobreexpresion del TGF-I3 se ha asociado con progresion
tumoral de estirpe epitelial por facilitar la proliferacion estro-
mal, angiogénesis, y actuar como inmunosupresor (15).

Se ha rlacionado en estudios clinicos prospectivas un incre-
mento significativo del IGF-1 y la proteina de union IGFBP-3 en
plasma sanguineo, con un aumento del riesgo relativo de origi-
narse un cancer epitelia de progtata (Odds Ratio 2,41). No se
observo estardacion con d IGF-11 (39). Pollak y cols. establecen
la hipétesis de que d aumento s&rico de IGF se relacionaria con
un aumento de renovacion epitelial anivel local. El potente efec-
to mitégeno y antiapoptético del IGF conllevariaanivel local un
aumento de la proliferacion cdlular (40).

Se ha estudiado también experimentalmente en hdmsters el
efecto que produce la aplicacion exdgena de EGF (10 pg/kg
de peso, aproximadamente 1.400 ng/animal) en € crecimien-
to de un tumor inducido en mucosa oral mediante 9,10-dime-
til-1,2-benzantraceno (DMBA). Se observ6 a las 14 semanas
gue los tumores tratados con EGF tenian un aumento de
tamafio en relacion a los grupos no tratados, y un menor
tamafio tumoral en los animales sialoadenectomizados, ya
gue en laglandula submaxilar de raton se encuentran grandes
cantidades de EGF. La mayoria de los tumores se diagnosti-
caron histol dgicamente como carcinomain situ (41).



MARTINEZ-GONZALEZ M, y cols.

En células tumorales se ha observado un aumento de for-
mas normales de receptores de los GFs que parece que favo-
recerian el crecimiento y lainvasion de las células tumorales.
El receptor del PDGF normal (PDGFR) se ha visto sobreex-
presado en una amplia variedad de tumores mesenquimales
benignos y malignos (lipomas, hemangioma, leiomioma,
angiosarcoma...), y mayor coexpresion con el PDGF cuando
se trata de tumores malignos que de esta manera mantiene
una estimulacion autocrina (42).

La sobreexpresion de los GFs producidos por las células
tumorales, ademés, estimulan la proliferacion de las células
estromales (fibroblastos y células endoteliales) necesarias
para € crecimiento de tumores solidos (43). El oncogén
ERBBL1, que codifica el EGFR, se ha observado amplificado
en el 7-25% de los tumores de cabezay cuello (34). Laexpre-
sién del receptor aberrante de TGFRR-I1 contribuye también
alapatogénesis del COCE (38).

Otro fendmeno a valorar es la capacidad que tienen las pla-
quetas para facilitar e proceso de metéstasis de las cdlulas
tumorales. Esto se origina porque las plaquetas recubren las
células tumorales, facilitando su supervivenciay adhesién alas
paredes vasculares, y por otro lado por aumentar la permeabili-
dad vascular que permite la penetracion tumord en € tgido
perivascular, mediado principa mente por € VEGF. Parece ade-
més que las células tumorales facilitan la agregacion plagueta
ria liberando € VEGF de las plaquetas que necesitan para su
invasion tisular (19, 44). Se ha observado un efecto del VEGF
inhibitorio de la apoptosis en cdlulas madre hematopoyéticas
normalesy célulastumoraes leucémicastras recibir irradiacion
por rayos gamma, indicando un potencial pape en la supervi-
vencia e inmortalizacion de estas cdlulas (45).

En relacion a los tejidos displasicos, Shih 'y cols. reaiza-
ron un estudio experimental en el que observaron la repercu-
sién de la aplicacion terapéutica de PDGF BB e IGF | (4.000
ng/animal de GF) sobre mucosa de mejilla donde previamen-
te se habia inducido una displasia. Observaron que la aplica-
cion de los GFs no producia un efecto exacerbado sobre el
tgjido displésico para su transformacion en carcinomas, en
comparacion a las muestras donde no se aplicaron los GFs.
Realizaron una medicién de la gamma-glutamil transpeptida-
sa(GGT), considerando que este método de tincion sirve para
valorar tgjidos preneoplésicos; sin embargo los autores esta-
blecen que no es un buen método para valorar diferentes gra-
dos de displasia. Por otro lado afirmaron que otras concentra-
ciones o valoraciones en € tiempo podrian producir otros
resultados, y establecen la necesidad de estudios que aclaren
larelacion de los GFsy la condicion precancerosa (46).

DISCUSION

Es conocido que en la carcinogénesis las sustancias pro-
motoras van a actuar Unicamente sobre el aumento de la pro-
liferacion celular en los clones de células inicialmente muta
das mediante la modificacion de algunos procedimientos bio-
quimicos celulares (p. €. ésteres de forbol, fenoles, fenobar-
bital). Si no se promovierala mitogénesis de esas células ini-
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cialmente mutadas, |os mecanismos de control podrian desen-
cadenar la muerte de esa célula aterada antes de que pudiera
Ilegar a su diferenciacion final (29).

L os concentrados terapéuticos de GFs podrian actuar, més
gue como iniciadores, como promotores en la carcinogénesis,
favoreciendo la divisién y promaocion de células previamente
mutadas 0 “iniciadas’ en la carcinogénesis, o 1o que es o
mismo, como facilitadores de la evolucion clonal y de una
posible inmortalizacion y progresién maligna celular. En todo
caso, este fendmeno estaria sometido a las exigencias depen-
dientes del tiempo de evolucién y de las ateraciones previas
para desarrollar una neoplasia.

Al aumentar la divison de esa célula mutada por un fend-
meno de promocién, se aumentael riesgo de que aparezcan nue-
vas ateraciones moleculares oncogénicas que inducirian a la
transformacion malignay la progresion tumoral. El aumento de
las mitosis en un clon de cdlulas iniciadas por un evento muta-
génico aumenta las probabilidades de que aparezca un segundo
evento mutagénicoy asi sucesivamente. Sin embargo, este fend-
meno podria necesitar de dosis més continuadas en € tiempo
que las que se gplican en la tergpéutica del PRP, teniendo en
cuenta que los GFs extracelulares se degradan a los 7-10 dias
(4). Los procesos de internalizacion y de reciclaje del complgo
ligando-receptor podrian mantener la sefial mitogénica aumen-
tada pasados esos 7-10 dias de sobreconcentracion inicial. Por
otro lado, desconocemos los efectos del fendmeno de “cross-
talk” o sefides transversaes en la via de transduccién de sefid
cuando se emiten numerosasy continuas sefial es desde lamem-
brana plasmética por la sobreconcentracion de GFs.

Se ha descrito también que, agentes quimicos promotores
como los ésteres de forbol y en particular € 12-0-tetradeca-
noil-13-forbol-acetato (TPA), parecen estimular la prolifera-
cion celular de manera muy similar a como o hacen los fac-
tores de crecimiento y poseen receptores en la membrana
celular de fibroblastos y células epidérmicas del ratdn, e
incluso utilizan para la transcripcion € factor AP-1. El TPA,
a igua que el PDGF, estimula la activacion de una proteina
quinasa C (PKC, Protein Kinase C) proteinaimplicada en la
progresion del ciclo celular en el paso G./M (25).

En un revelador estudio se ha comprobado experimen-
talmente en ratones transgénicos que presentaban una actividad
continua de IGF-1, que este GF gercia un efecto promotor de
latumorogénesisde piel enlesionesiniciadas anteriormente con
7-12 dimetilbenzantraceno (DMBA). Por otro lado, estos ani-
males eran més sensibles a presentar papilomas en presenciade
promotores como € TPA, sin necesidad de un carcindgeno ini-
ciador anterior. La observacion de estos papilomas evidencié
que en todos | os casos existian mutaciones de Ha-rasy ademés
se disminuia de manera significativa la reaccidn apoptdticatras
laaplicacion de rayos ultravioleta. También se observé la apari-
¢ién de papilomas escamosos de manera espontanea (sin aplicar
DMBA y/o TPA) en € 50% de los animales transgénicos de
mayor edad (> 6 meses de edad) (47).

Otro factor a considerar es la capacidad antigpoptética que se
ha asignado a ciertos factores de crecimiento (IGF, VEGF) (40,
45, 47). Teniendo en cuentalas estimaciones que se han hecho en
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cuanto a la proliferacion de las células mesenquimales en zonas
tratadas con PRP (de 1/400.000 células mesenquimales en tgido
normal a1/2 entegjido tratado) (12), ¢hasta qué punto estamasiva
proliferacion esdebidaaun fendmeno de quimiotaxis, o bienaun
peligroso proceso de mitogénesis y a antigpoptosis, que crearia
peligrosas céulas inmortalizadas?

Los resultados y observaciones aqui descritas son Unica-
mente hipétesis, sospechas o indicios que establecen la posi-
ble relacién de la aplicacion terapéutica de PRP y la carcino-
génesis, teniendo en cuenta ciertas semegjanzas de ambos
mecanismos bioguimicos que se han observado en las inves-
tigaciones publicadas y revisadas. En cualquier caso, la revi-
sion de la literatura no ha permitido aportar evidencias cien-
tificas que relacionen la aplicacion terapéutica de PRP o GFs
recombinantes con la transformacion carcinomatosa de teji-
dos normales o displasicos.

Consideramos necesaria la realizacion de estudios experi-
mentales y clinicos para descartar la existencia de ateracio-
nes genéticas y/o cromosdmicas en tejidos donde se han apli-
cado dosis terapéuticas de GFs. Sdlo la evidencia cientifica
de estas futuras investigaciones demostraria que los mecanis-
mos bioquimicos y moleculares que gjercen |os sobreconcen-
trados tisulares de GFs no son carcinogénicos, ni favorecen la

progresion maligna de tejidos displasicos. Aungue no se ha
descrito ninguin efecto indeseable en |os numerosos casos cli-
nicos tratados con esta terapia, la minima posibilidad de que
aparezca una patol ogia tan grave como el cancer oral justifi-
caria en nuestra opinién larealizacién de estos estudios.

L os conocimientos previos sobre |os efectos y mecanismos
de actuacion de los factores de crecimiento parecen sugerir
como mas apropiado:

1.- Redlizar técnicas de obtencion de PRP de una sola centri-
fugacion, para obtener la minima dosis efectiva, ya que se han
observado similares resultados clinicos e histol 6gicos con respec-
to alos procedimientos de dos centrifugados para obtener PC.

2.- Evitar la utilizacion de PRP en pacientes con condicio-
nes precancerosas orales y en la proximidad de lesiones pre-
cancerosas (leucoplasia ordl, eritroplasia 0 queilosis solar) y
de tejidos con displasia epitelial oral.

3.- Bvitar laaplicacion de PRP en € “campo de cancerifica
cién” de pacientes con exposicion previaa carcinGgenos o ante-
cedentes de COCE primario. En este sentido consideramos
poco recomendable utilizar el PRP en pacientes fumadores y/o
bebedores, puesto que estan expuestos a potentes agentes muté-
genos Y tienen por elo una mayor probabilidad de que existan
céulasiniciadas en € proceso de la carcinogénesis (48).

Do ambulatory-use Platelet-Rich
Plasma (PRP) concentrates
present risks?

SUMMARY

Platelet-Rich Plasma (PRP) concentrates have been widely used
in the past decade as a complement to tissue regeneration procedu-
res. The authors who have clinically used PRP refer no risk of infec-
tion, disease transmission, or undesirable effects. Nevertheless,
there have been reports on the over-expression of growth factors
(GFs) and their receptors related to tumour and dysplastic tissues.
This has led to evaluation of the possible coincidences between car-
cinogenesis and the mitogenic pathways employed by GFs. The pre-
sent study provides a review of the literature on the possible effects
of the therapeutic uses of GFs (including PRP) in relation to carci-
nogenesis, their influence upon tissues with epithelial dysplasia or
oral carcinoma, and their relation to tumour growth and infiltration.

Key words: PRP, growth factor, carcinogenesis, oncogenesis.

INTRODUCTION

Lyophilized fibrin and autologous fibrin have been used for
decades in traumatology and oral and maxillofacial surgery for
compacting and managing an osteoconductive function in graft pla-
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cement procedures (1). In the nineties, a number of authors used
Platelet-Rich Plasma (PRP) concentrates in application to oral and
maxillofacial grafting procedures, in order to secure an autologous
fibrin source, activating PRP with bovine thrombin. In addition to
the beneficial osteoconductive effects of fibrin, this technique offered
a source of growth factors (GFs) for the facilitation of bone healing
(2, 3).

PRP was initially obtained from very large blood volumes (500
ml), requiring special and costly techniques making it difficult to use
in procedures conducted in an ambulatory setting (3). Moreover,
with these systems and in some ambulatory contexts, bovine throm-
bin was used for activation — a practice that may induce immune
rejection and the appearance of coagulopathies. Its use is effectively
controversial, and has not been implemented on a European scale.

Growth factors are polypeptides found in different cell types and
in the extracellular matrix, and are known to play a key role in the
stimulation and regulation of wound healing in different body tis-
sues. GFs appear to regulate different cellular processes such as
mitogenesis, chemotaxis, cell differentiation and metabolism (4).

There have been no published references to the risk of infection,
disease transmission or any other undesirable effects associated
with the use of PRP. On the other hand, little is known of the ideal
concentrations of each GF or of the optimum dosage for each con-
crete therapeutic situation. Furthermore, additional as yet unidenti-
fied factors may also exist (4, 5).

In the course of human embryonic development, or in certain tis-
sue regeneration processes, signal integration takes place to coordi-
nate cell proliferation, differentiation, metabolism and apoptosis.
The interaction of GFs, other cytokines and hormones with specific
cell membrane receptorstriggers a series of intracellular biochemi-
cal signals that lead to the activation or repression of genes which
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control the equilibrium of such processes. However, a series of gene-
tic aberrations can affect these GFs, their receptors or transduction
routes, thereby disrupting cellular equilibrium and leading to
abnormal neoplastic growth. Consequently, devel opment or regene-
ration on one hand, and cancer on the other, represent the physiolo-
gical and pathological aspects of cellular equilibrium (6).

Hollinger et al. have investigated the clinical applications of the
so-called Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)(a factor which has
not been found in PRP), and claim that no clinical or experimental
evidence exists to date to suggest that the exogenous administration
of BMPs can induce an oncogenic response. They consider that
“BMPs constitute a differentiation factor that promotes mesenchy-
mal cell differentiation towards a normal adult phenotype, and
should not be expected to facilitate oncogenesis’ . Furthermore, “ the
long-term effects of recombinant BMPs cannot be predicted catego-
rically, and therapeutic BMP doses may possess hidden influences
which are not immediately expressed” (7). Based on these state-
ments, and knowing the differences and similarities between BMPs
and other GFs found in PRP, it may be concluded that a possible
relation between the therapeutic use of GFs and oncogenic proces-
ses should not be discarded outright.

The good results obtained by treatments with PRP concentrate
are undeniable, yielding improved and faster tissue regeneration (3,
5, 8). However, scientific evidence also indicates that the GFs found
in platelets (Platelet Growth Factors, PGFs) are over-expressed in
tumour tissues. This leads us to pose a series of questions: 1.-Could
the increased concentration of these GFs administered at therapeu-
tic doses and in certain tissues and anatomical locations induce
oncogenic processes in normal tissues? 2.-Could such processes be
induced in dysplastic tissues or tissues which have been exposed to
carcinogens? 3.-What biochemical mechanisms should cause us to
suspect that oncogenesis might occur in a dose- or time-dependant
manner?

GFs act upon the cell membrane, through which they transmit
their corresponding signal to the cell nucleus. The simplistic notion
that such factors are unable to induce genetic effects because they
are not actually incorporated to the cell nucleus should lead us to
remember that the GFs levels found in PRP are therapeutic rather
than physiological doses, and therefore act indirectly upon cell pro-
liferation and DNA replication, via complex signal transduction
pathways. The present study provides a review of the literature on
the possible effects of the therapeutic utilization of GFs (including
PRP) in relation to carcinogenesis, their influence upon tissues with
epithelial dysplasia or oral carcinoma, and their relation to tumour
growth and infiltration.

PLATELET GROWTH FACTORS (PGFs)

Platelets are non-nucleated, discoid-shaped megakaryocyte frag-
ments with a normal count of 150,000-400,000/u of blood (1.5-4 x
10%/ml). In the event of injury, the platelet membrane binds to Von
Willebrand's plasmatic factor (via glycoprotein Ib), which causes
the platelets to bind to the exposed collagen fibers in the vascular
wall (adhesion) and to each other (platelet aggregation). Such pla-
telet aggregation takes place via fibrinogen links between membra-
ne glycoproteins (glycoprotein l1b-111a). Platelet activation (degra-
nulation) can be induced by different mechanical as well as chemi-
cal mechanisms. One of the most important degranulation stimuli is
platelet adhesion to collagen and other subendothelial components,
or the presence of thrombin. All platelet activation mechanisms
appear to involve the activation of cell membrane phospholipases
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which promote Ca* release—whichinitself isresponsible for aggre-
gation and secretion. Platelet degranulation in turn releases throm-
boxane A2 (Tx A2), adenosine diphosphate (ADP) and serotonin,
which stimulate the recruitment and activation of additional
surrounding platelets. Degranulation also releases fibrinogen, fibro-
nectin and interleukins (ILs) 1, 3 and 6. Activated platelets become
spherical and spindle-shaped, with pseudopod movements and
degranulation (9).

After aggregating and activating, the platelets release further
aggregating factors which in combination with the plasma phase of
blood coagulation give rise to thrombin formation and the subsequent
conversion of soluble fibrinogen to the non-soluble fibrin network. The
a granules released by activated platelets contain a series of known
GFs, though others are surely also present that remain to be identified
(10, 11). In this context, there are variations in the procedures used to
obtain PRP, and these undoubtedly modify both the amount of PRP
obtained and the corresponding GF concentrations. Among the exis-
ting procedures, we can distinguish between single- and two-step cen-
trifugation techniques (Table 1) (12-14). The different GFs identified
within platelets are in turn described in Table 2 (15-20).

The mechanisms of action of the different GFs upon the cells are
quite similar, though knowl edge of the precise molecules and speci-
fic pathways of each factor is till limited. On the other hand, diffe-
rent GFs are able to induce opposite biological effects in the same
type of cell (e.g., PDGF and TGFR). In the bloodstream the factors
bind to specific proteins (Binding Proteins, BPs) of which little is
known, that prevent their rapid degradation. In general, GFs act at
cell membrane level through specific receptors. Upon activation,
these receptors trigger tyrosine-kinase (PDGF, FGF, IGF, VEGF,
EGF) or serine-treonin-kinase (TGF3, BMPs) type phosphorylation
activity within the cytoplasm, which in turn activates specific signal
transduction routes that posteriorly reach the cell nucleus to induce
the expression of specific genes. The final effect is multifunctional
and depends on the target cell involved, itsrelation to other cells, the
extracellular matrix, and the presence of other GFs (21, 22).

One of the actions of GFs focuses on cell differentiation. In bone
tissue, the molecular mechanism whereby GFs favour osteoblastic
differentiation of the Mesenchymal Stem Cells (MSCs) has been des-
cribed. This process appears to involve SMAD transduction mole-
cules and transcription factors CBFA-1 (Core Binding Factor A) and
AP-1 (17, 23, 24).

In relation to the mitogenic effect of GFs, the transduction signal
reaching the cell nucleus induces the activation of transcription fac-
tors such as ELK-1, which transcribes the proto-oncogenes c-fos
and c-jun or directly phosphorylates factor AP-1, the latter being a
transcription factor for transcribing other genes implicated in mito-
genesis (eg., the cycline D, gene, also known as PRAD1 or
CCND1). In relation to this signal, a key role appears to be played
by the cytoplasmic route Ras/Raf/MEK/MAPK (MAPK: Mitogenic-
Activated Protein Kinase Protein; MEK from the acronym
MAPK/ERK; ERK: Extracellular Regulated Kinase) — though other
specific kinases also intervene (JNKs: Jun N-terminal Kinase and
FRKs: Fos Regulated Kinase) (Fig. 1). This route also possesses a
negative feedback mechanism, however, whereby excess Ras stimu-
lation induces P21 protein, which in turn slows the cell cycle. In
other situations the signal pathway leads to the phosphorylation of
transcription factors which are present both in the cytoplasm and in
the nucleus (e.g., protein p91, which trand ocates to the nucleus and
transcribes genes such as c-fos) (25, 26).

In any case, it has been established that when a GF binds to its
cell receptor it induces only a single cell division, since signaling
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TABLA 1

Procedures for obtaining Platelet-Rich Plasma (PRP)

MANUAL TECHNIQUE: 1 CENTRIFUGATION

MANUAL TECHNIQUE: 2 CENTRIFUGATIONS

4.5 ml blood + 0.5 ml anticoagulantt.  (3.8% sodium citrate)
Centrifugation at 280 g (1400 rpm) for 7 minutes

'

- 0.5 ml PPP yellow phase (discard)
(discard)
- PRP red phase (cellular component)

1 ml PRP + 50 ul CaCl, 10%
5-8 minutes at room temperature
or 2-3 minutes at 37° C

Gel consolidation

Place in bone defect. After placing the PRP in the receptor bed, the plate-
lets appear to totally degranulate within 3-5 days, and GF activity would
terminate after 7-10 days (4, 12).

PPP: Platelet-Poor Plasma
PRP: Platelet-Rich Plasma

« In earlier studies Anitua et al. (5) also included 1-2 mm of the cellular
component (red phase). It seems that the largest and recently formed pla-
telets are found here, though also lymphocytes and erythrocytes (12).

¢ 7.9 x 10° platelets/ml are obtained in PRGF (3).

SmartPReP® (Harvest Technologies, Norwel, USA)

45-50 ml blood (according to sex or hematocrit)

/

first centrifugation

'

Obtained second centrifugation at 3000 rpm
7 ml PC of 90 ml blood complete Platelet Concentrate (PC) at the bottom
of the plasma chamber

1. 3650 rpm
12 minutes
2. 60 rpm

2/13 PPGF
1/3PC

« With this procedure, activation is advised with a mixture of 1 ml of bovi-
ne thrombin and calcium chloride (4, 8, 13).

e 22.8 x 10° platelets/ml are obtained in the PC (13). Other studies
(Landesberg et al.) have observed that with a procedure involving 2 cen-
trifugations, the highest concentrations would be obtained with 2 centrifu-
gations at 200 g for 10 minutes (14).

causes the GF effect to inactivate due to internalization of the
ligand-receptor complex. Thus, the cell requiresthe arrival of a new
signal to divide again (21, 22).

THE RELATION BETWEEN PGFsAND ORAL
CARCINOGENESIS

Human tumour development is very complex process which
requires the accumulation of multiple oncogenic molecular altera-
tions capable of overcoming the physiological control of cell proli-
feration and different immune obstacles. The malignant transforma-
tion of normal cells implies failure of cell differentiation and the
activation of cell proliferation — with variations according to the
type of cell involved which depend on the host capacity to repair the
different reversible alterations occurring in the course of malignant
transformation. The epigenetic theory of carcinogenesis is now
widely accepted. According to this theory, a first initiation phase is
established in which DNA suffersirreversible changes. Thisis follo-
wed by promotion to increase the probability of the appearance of
new cellular genetic alterations, and finally by progression of the
transformation of initially benign cells into malignant cells (27-29).

It should be taken into account that normal cells are only able to
divide a certain number of times, until a limit is reached (the so-
called Hayflick limit), after which the cells undergo a series of bio-
chemical changes and enter senescence. It has been calculated that
afibroblast in a middle-aged person can divide 20-40 times, yielding
2% cells at the end of the resulting division cascade. Acquisition of
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the capacity to divide an unlimited number of times is known as
immortalization, as is considered to be an important step in the
malignant transformation of normal cells. The need for such an
immortalization process for the development of tumors is subject to
debate, however, since cells at the Hayflick limit have been observed
in large tumours. The cell control mechanisms (fundamentally sup-
pressor and pro-apoptotic genes) prevent the cell from exceeding
thislimit, and cause it to either undergo apoptosis or enter a senes-
cent/terminal differentiation phase (30).

With the aim of determining whether some relation exists between
carcinogenesis and the mitogenic effects of PRP concentrates, a series
of questions can be raised and attempts will be made to answer them,
based on a review of the studies published in the literature.

1.- In the event of GF over-concentration, is membrane recep-
tor over-expression induced as a result? If so, would it occur nor-
mally or physiologically, or only in tumor tissue? Could this give
rise to mutant receptors?

Tumor cells have been seen to possess approximately 400,000
normal receptors per cell (Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) - in contrast to normal fibroblasts, which may have 5,000-
10,000 receptors per cell. This comparative increase seemsto be due
to alterations of the receptor-encoding genes rather than to GF
over-production, though the latter would still increase via an auto-
crine mechanism. In normal tissue the increase in receptor number
seems to be moderate and transient. On the other hand, GF over-
expression seems unlikely to give rise to receptor mutation (31).
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TABLE 2

Platelet growth factors (PGFs)(included in Platelet-Rich Plasma, PRP)

|SOFORMS 5 isoforms
3, and B3, are the most extensively investigated forms

PRODUCER Platelets, macrophages, lymphocytes
CELLS neutrophils, MSCs, osteoblasts, bone matrix
TRANSFORMING
GROWTH FACTOR

TGFR FUNCTION Chemotaxis, MSC differentiation, osteoblast

collagen production favoring angiogenesis,

inhibiting osteoclast formation and bone resorption (12).
Exerts mitogenic effect on mesenchymal cells

and inhibits epithelial cell proliferation,

depending on the presence of other GFs (15)

|SOFORMS 3isoforms; AA, AB and BB

PRODUCER Platelets (mainly), macrophages, osteoblasts

CELLS (isoform BBY), chondrocytes, fibroblasts andendothelial cells
PLATELET DERIVED FUNCTION Facilitates angiogenesis indirectly via macrophages,
GROWTH FACTOR, PDGF which act upon the endothelial cells, chemotactic

effect and activation of inflammatory cells
(macrophages); facilitates chemotaxis and mesenchymal
cell proliferation (mitogenesis); facilitates collagen
type | formation; 50% of mitogenic effect

originates from platelets (16, 17)

|SOFORMS 2 isoforms. Types | and Il
Form Il (basic) seems to be the most potent
in terms of mitogenic function

PRODUCER Fibroblasts (mainly), macrophages,
FIBROBLAST GROWTH CELLS osteoblasts, platelets and endothelial cells
FACTOR: FGF
FUNCTION Increases proliferation and differentiation of osteoblasts

and inhibition of osteoclasts. Acts upon fibroblasts,
increasing their proliferation and production of fibronectin.
Favors angiogenesis via mitogenic and chemotactic action
on endothelial cells

|SOFORMS 2 isoforms. Types | and 11
PRODUCER Platelets, macrophages, osteoblasts, MSCs and bone matrix
CELLS

INSULIN LIKE GROWTH

FACTOR: IGF FUNCION Simulates proliferation (mitogenesis) and differentiation of
MSCs and lining cells, as well as osteoblast formation

of osteocalcin, alkaline phosphatase and type | collagen;
induces differentiation of MSCs and lining cells,

during bone remodeling, in the same way

as the BMPs and TGFI3 (12)
|SOFORMS 4 isoforms. Also known as Vascular Permeability
Factor (VPF)
ENDOTELIAL
VASCULAR ENDOTELIAL PRODUCER Platelets, macrophages, osteoblasts and smooth muscle cells —
FACTOR: VEGF) CELLS particularly under conditions of hypoxia
FUNCTION Acts upon chemotaxis and proliferation of endothelial cells, with vessel
hyper-permeability. Action appears to be regulated
by TGFR and PDGF (18, 19)
|SOFORMS 1 isoform. Great similarity to TGFa,
causing them to bind to the same receptor
EPIDERMAL GROWTH PRODUCER Platelets, fibroblasts, endothelial cells
FACTOR: EGF CELLS

FUNCTION Possesses mitogenic, pro-apoptotic, migratory
and differentiation activity not only upon epithelial
cells but also on fibroblasts, renal cells and glial
cells derived from mesenchymal cells (20)
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Regarding the GF receptors, it has been shown in tumor cellsthat
over-expression of these normal receptors may exist (32), induced by
an autocrine over-production of mutant GFs (e.g., increased mutant
PDGF due to oncogene expression) or an over-production of normal
GFs. Alternatively, the receptors may exhibit an abnormal, aberrant
morphology causing them to be permanently activated (allosteric
dimerization) — without the need for GF binding. As a result, the
receptors would continuously emit inadequate and aberrant signals
to the cell nucleus (22).

In certain situations, however, activation of the EGF receptor
(EGFR) in certain tumour cells may induce cell proliferation arrest
and apoptosis. This effect appears to be mediated by transcription-
regulating proteins called STATs (Sgnal Transducers Activators
Transcription), which increase expression of the cell cycle inhibitor
p21Fuert and thus block the cycle, and by Caspase 1 — a protease
implicated in cell apoptosis.

In tumour cells the presence of an excessively large number of
normal EGFR copies induces increased sensitivity to the correspon-
ding ligands, which even at very low concentrations are able to sti-
mulate the cells and induce proliferation. On the other hand, inter-
nalization (with elimination of the GF-receptor complex from the
cell membrane) is slower under these circumstances, since the
endocytic capacity of the cell is overwhelmed. As a result, the cells
are unable to adequately suppress the continuously generated mito-
genic signals (Fig. 2) (31).

2.- In the event of receptor over-expression, could the receptor-
ligand complexes become internalized and return to the cell mem-
brane to emit their mitogenic signal even in the absence of exter-
nal GF over-expression?

Once the ligand-receptor complex has completed signaling, it
appears to undergo internalization which may lead to two different
situations: lysosome-mediated proteolytic degradation or a return to
the cell membrane where the complex may resume mitogenic signa-
ling (Fig. 3). EGFR internalization reduces the mitogenic signal,
thereby playing a relevant role in preventing uncontrolled cell proli-
feration. While in the endosome phase of internalization, the recep-
tor-ligand complex appears to retain important signaling functions.
In fact, in cells with mutations of the genes encoding for the proteins
implicated in erbB receptor internalization, increased cell prolifera-
tion and transformation into malignant phenotypes is observed. The
recycling tendency of EGFR is greater when the receptor binds to
TGFa than when its binds to EGF (31).

3.- In the presence of both GF and receptor over-expression,
would the mitogenic signal be transmitted by all the receptors to
the nucleus - with multiple gene activation - or would the arrival
of one signal in the nucleus inactivate the rest?

Sgnaling routes saturated by an external over-concentration of
GFs could give rise to abnormal signals, of which little is known,
since the cellular signaling pathways are functionally interconnec-
ted, leading to so-called “ cross-talk” among cells. Obviously, the
GF targets would be continuously “working” as a result, and on
becoming saturated the signals emitted by additional receptors
might be ignored due to a lack of available receptors.

Regarding the signal transducers (i.e., secondary messengers),
the proteins encoded for by the Ras family of genes are the most
extensively studied to date. It is estimated that 30% of all human
tumours have an activated Ras oncogene. Its principal action focu-
ses on transmission of the mitogenic signal through the
Ras/Raf/MEK/MAPK pathway to the cell nucleus. The Ras protein
triggers the signal upon binding to guanine triphosphate (GTP). An
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important enzyme intervenes in conversion of the active form Ras-
GTP to the inactive form Ras-GDP: the so-called GTPase-activating
protein (GAP). In the presence of mutation, the Ras protein is per-
manently bound to GTP, and is resistant to GAP action. Thisin turn
produces a continuously active mitogenic signal-transducing com-
plex. In relation to this pathway, an important enzyme also appears
to exist (phosphatidylinositol-3-kinase, pl3K) - though it is not clear
whether it is a Ras activator or intervenes at a lower level as a Ras
mediator. In addition to its mitogenic function, the Ras protein also
exerts negative regulatory action upon the cell cycle by inducing the
expression of protein P53 and the subsequent P21 protein (26, 33).

4.- What genes implicated in cell cycle progression would
directly receive the GF mitogenic signals? Could their continuous
or excessive transcription increase the possibility of mutations or
oncogene activation?

When the GF signals reach the cell nucleus, a series of trans-
cription factors come into play to facilitate transcription of different
genesimplicated in the cell cycle or in the phenotypic differentiation
of cells. The proto-oncogenes c-Jun and c-Fos are rapidly and tran-
siently induced following treatment with GFs. The genes of these two
families control the proliferative response on a primary basis, cas-
cade-activating (or inhibiting) genes whose products either start or
stop the cell cycle. Over-expression of c-Jun has been identified in
lung, colon and rectal cancers (26). The oncogenic protein v-Jun,
derived from the oncogene v-Jun, shows permanent DNA binding
affinity, and therefore possesses greater transcriptional activity than
c-Jun.

Regarding the protein of the proto-oncogene c-Myc (i.e., c-Myc),
it is now known that its mere over-expression leads to cell transfor-
mation, without requiring the presence of the mutant form — though
such over-expression is preceded by chromosomal translocations
(25). The Myc oncogene has been shown to be amplified in 4-15% of
head and neck tumors, and such amplification is thought to be asso-
ciated with advanced tumour stages (34). In squamous cell carcino-
mas of the head and neck, chromosomal amplifications have been
found in 1113 in 20-50% of cases. In thislocation isfound the gene
encoding for cycline D, and for FGF (FGF3 and FGF4)(34). In
these tumors there have also been descriptions of depletions of gene
P16 (chromosome 9p21)(an important inhibitor of the cycline D,-
CDK4 complex) in initial neoplastic stages (dysplasia and carcino-
ma in situ), which would precede the inactivation of P53 (27).

RELATION OF PGFSTO ORAL EPITHELIAL DYSPLASIA
AND ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA (OSCC)
GROWTH AND INFILTRATION

Associations have been established between the over-expression
of GFs and their receptors, and tumour or dysplastic tissues.

1.- Does GF over-expression in tumor tissuesinvolve normal GFs
or are they mutant peptides? In the presence of cancer or dysplastic
cdlsin tissue, would PRP concentrates facilitate their proliferation
and migration by favouring mitogenesis and angiogenesis?

In general, GF over-expression in tumor tissues is considered to
involve normal polypeptide sequencesinduced by the tumor cellsvia
an autocrine or paracrine mechanism to maintain the tumour phe-
notype without requiring the contribution of external GFs. On the
other hand, very little known is known on the tumour activation of
cells due to the presence of mutant GFs (26).

GF over-expression has been observed in carcinomas of the oral
mucosa, ovary, breast, lung, esophagus and stomach, as well asin
osteosarcomas. A series of tumours are known to over-express GFs.
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Thus, BMP-2 over-expression has been identified in relation to ple-
omorphic adenoma and epidermoid carcinoma of the tongue or
gums — indicating malignant progression due to the ectopic forma-
tion of bone or chondroid structures (35). Inturn, a significant incre-
ase in FGF-I1 has been identified in OSCC, with progressively gre-
ater expression fromthe early stages of carcinogenesis (hyperplasia,
dysplasia, carcinoma in situ), and important reductions on disconti-
nuing tobacco smoking (36).

Sulzbacher et al. carried out a clinical study of 23 osteosarcomas
and 17 osteoblastomas to determine the expression of PDGF-AA
and the PDGFR-a receptor. The osteosarcomas showed a 33.9%
positivity for the GF versus 27.1% for the receptor — with lesser
expression in the lower grade tumors. The osteoblastomas showed
significantly less expression than the osteosarcomas (15.7% for the
factor and 17.5% for the receptor). In addition, a correlation was
established between factor and receptor co-expression in the osteo-
sarcomas, though not so among the benign tumours (37).

TGF-R3 has been described as an inhibitor of epithelial cell proli-
feration. In addition, a loss of SMAD-2 expression is observed in
38% of cases of OSCC, and is comparatively greater in the poorly
differentiated malignancies. Moreover, Polymerase Chain Reaction
(PCR) techniques have shown this loss to be due to mechanisms
unrelated to genetic alterations (38). However, TGF-[3 over-expres-
sion has been associated to epithelial tumour progression by facili-
tating stromal proliferation and angiogenesis, and by exerting
immune suppressor action (15).

Prospective clinical studies have reported a significant increase
in IGF-I and IGFBP-3 hinding protein in plasma, with an relative
increased risk of developing prostate epithelial cancer (Odds Ratio
2.41). No such relation is observed for IGF-I1 (39). Pollak et al. sug-
gested that serum IGF higher levels are related to increased epithe-
lial turnover locally. The potent mitogenic and anti-apoptotic effect
of IGF would imply locally increased cell proliferation (40).

Experimental studies in hamsters have also been made of the
effect of exogenous EGF (10 pg/kg body weight, or approximately
1,400 ng/animal) upon the growth of a tumour induced in oral
mucosa by 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA). After 14
weeks the EGF-treated tumours were seen to have increased in size
compared with the untreated groups, with a smaller tumour size
among the animals subjected to sialadenectomy — since the murine
submaxillary gland contains abundant EGF. Most of the tumors
were histologically diagnosed as carcinoma in situ (41).

Tumour cells have been found to exhibit an increase in normal
receptors of GFs, which appears to favour tumour cell growth and
infiltration. The normal PDGF receptor (PDGFR) has been shown
to be over-expressed in a large variety of both benign and malignant
mesenchymal tumours (lipomas, hemangioma, leiomyoma, angio-
sarcoma, €fc.), with increased co-expression with PDGF in the case
of malignant lesions — which in this way maintain autocrine stimu-
lation (42).

The over-expression of GFs produced by tumour cells moreover sti-
mulates the proliferation of stromal cells (fibroblasts and endothelial
cells) required for the growth of solid tumors (43). The ERBB1 onco-
gene, which encodes for EGFR, has been shown to be amplified in 7-
25% of head and neck tumours (34). Expression of the aberrant recep-
tor of TGFRR-11 also contributes to the pathogenesis of OSCC (38).

Another phenomenon requiring consideration is platelet capacity
to facilitate tumour cell metastasis. Thisis explained by the fact that
platelets coat the tumour cell surface, thus facilitating their survival
and adhesion to the vascular walls. On the other hand, vascular per-
meability is increased, thus allowing tumour cell penetration to the
perivascular tissues — principally mediated by VEGF. Moreover, it
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seems that the tumour cells facilitate platelet aggregation, releasing
from the latter the VEGF required for tissue infiltration (19, 44). An
inhibitory effect of VEGF upon apoptosis has been observed in nor-
mal hematopoietic stem cells and leukemic tumour cells following
irradiation with gamma rays — thus indicating an important role in
the survival and immortalization of these cells (45).

As regards dysplastic tissues, Shih et al. conducted an experi-
mental study demonstrating the repercussions of the therapeutic
application of PDGF-BB and IGF-I (4000 ng GF per animal) upon
cheek mucosa subjected to prior dysplasia induction. They found
that application of the GFs did not exert an exacerbated effect upon
the dysplastic tissue as regards transformation into carcinoma,
compared with samples not exposed to GFs. They determined
gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), considering this staining
method to be adequate for assessing preneoplastic tissues. However,
the authors pointed out that the method is not suitable for evaluating
different degrees of dysplasia. On the other hand, they considered
that other concentrations or evaluationsin time could yield different
results, and pointed out the need for further studies to clarify the
relation between GFs and precancerous states (46).

DISCUSSION

In carcinogenesis, promoting substances are known to act only
upon increased proliferation among theinitially mutated cell clones,
by modifying certain cellular biochemical processes (e.g., phorbol
esters, phenols, phenobarbital). If the mitogenesis of these initially
mutated cells were not promoted, the host control mechanisms could
induce the death of these altered cells before the latter reach end-dif-
ferentiation (29).

Therapeutic GF concentrates could act more as promoters than
asinitiators of carcinogenesis, favouring the division and promotion
of previously mutated or carcinogenically “initiated” cells, i.e, as
facilitators of clonal evolution and of cellular immortalization and
malignant progression. In any case, however, this phenomenon
would be subject to the evolution time and existing prior alterations
for developing a neoplasm.

On increasing mutated cell division as a result of promation phe-
nomena, the risk increases for new oncogenic molecular alterationsto
occur, capable of inducing malignant transformation and tumour pro-
gression. Enhanced mitosisin a clonal cell linetriggered by a mutage-
nic event increases the likeliness of successive mutagenic events.
However, this phenomenon could require more continuous doses in
time than those applied in PRP therapy, taking into account that extra-
cellular GFs degrade within 7-10 days (4). The ligand-receptor inter-
nalization and recycling processes could maintain increased mitogenic
signaling beyond these 7-10 days of initial over-concentration, howe-
ver. On the other hand, little is known of the effects of cellular “ cross-
talk’ (i.e, transverse signaling within the signal transduction path-
way), when numerous and continuous signals are emitted from the cell
membrane due to GF over-concentration.

It has also been reported that certain chemical promoters such as
phorbol and particularly 12-0-tetradecanoyl-13-phorbol-acetate
(TPA) appear to stimulate cell proliferation in a way very similar to
GFs, possessing receptors on murine epidermal cell and fibroblast
membranes, and even making use of factor AP-1 for transcription
purposes. TPA, in the same way as PDGF, stimulates the activation
of Protein Kinase C (PKC), implicated in cell cycle progression in
stage G,/M (25).

In arevealing study it has been shown experimentally in transge-
nic mice exhibiting continuous IGF-1 activity that this GF exerts a
promoter effect on skin tumour genesis in lesions previously initia-



Medicina Oral 2002; 7: 375-90

¢EXISTEN RIESGOS AL UTILIZAR LOS CONCENTRADOS DE PRP/
DO PRP CONCENTRATES PRESENT RISKS?

ted with 7-12 dimethyl benzanthracene (DMBA). On the other hand,
these animal s were more susceptible to devel oping papillomasin the
presence of promoters such as TPA, without requiring prior exposu-
re to the mentioned initiating carcinogen. The observation of these
papillomas indicated the existence of Ha-ras mutationsin all cases,
with a significant decrease in apoptotic reaction after the applica-
tion of ultraviolet rays. Squamous papillomas were also seen to
develop spontaneously (without applying DMBA and/or TPA) in
50% of the older transgenic mice (> 6 months of age) (47).

Another aspect to be taken into account is the anti-apoptotic
capacity attributed to certain growth factors (IGF, VEGF) (40, 45,
47). Considering the estimations made as regards the proliferation
of mesenchymal cells in zones treated with PRP (from 1/400,000
mesenchymal cellsin normal tissue to 1/2 in treated tissue)(12), up
to what extent would such massive proliferation be due to chemo-
tactic phenomena or to a hazardous mitogenic and anti-apoptosis
processes, and which would give rise to dangerous immortalized
cells?

The results and observations described here are mere hypothe-
ses, suspicions or indications defining a possible relation between
the therapeutic application of PRP and carcinogenesis — taking into
account certain similarities of both biochemical mechanisms repor-
ted in the literature. In any case, however, a review of the literature
has yielded no scientific evidence relating the therapeutic applica-
tion of PRP or recombinant GFs to the carcinomatous transforma-
tion of normal or dysplastic tissues.

We consider further experimental and clinical research to be
necessary to discard the existence of genetic and/or chromosomal
alterations in tissues exposed to therapeutic doses of GFs. Only the
scientific evidence provided by such studies will be able to show that
the biochemical and molecular mechanisms influenced by GF tissue
over-concentration are not carcinogenic and do not favour malig-
nant progression of dysplastic tissues. Although no undesirable

effects have been reported in the many clinical cases subjected to
such therapy, the minimal possibility of serious pathology such as
oral cancer justifies the conduction of such studies.

Prior knowledge of the effects and mechanisms of action of GFs
appears to advise the following:

1.- Perform single-centrifugation PRP obtainment techniques, to
secure the minimum effective dose, since the observed clinical and
histological results are similar to those afforded by double-centrifu-
gation procedures for obtaining plasma concentrates (PCs).

2.- Avoid the use of PRP in patients with precancerous oral con-
ditions and in the vicinity of precancerous lesions (oral leukoplakia,
erythroplasia or solar cheilitis) and areas of oral epithelial dyspla-
sia.

3.- Avoid the use of PRP in patients with a prior history of expo-
sure to carcinogens or primary oral squamous cell carcinoma. In
this sense we consider it unadvisable to administer PRP to smokers
and/or drinkers of alcohol, since such individuals are exposed to
potent mitogens and are therefore more likely to present cellsinitia-
ted in the process of carcinogenesis (48).
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