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INTRODUCCION

1 PERIODONTO

El periodonto es un conjunto de estructuras cuya finalidad principal es sostener
los dientes en los maxilares. Esta formado por el aparato de insercién y la encia.
La encia es la encargada de proteger al aparato de insercion, este ultimo, esta
conformado por el ligamento periodontal, el cemento y el hueso alveolar, y su

funcién principal es ser el soporte del érgano dental (1, 2) (figura 1).
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Figura1. El periodonto, integrado por: A) Encia B) Ligamento periodontal C) Cemento D) Proceso

alveolar.

1.1 APARATO DE INSERCION

1.1.1 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es una estructura de tejido conectivo, muy
vascularizado y con alto contenido celular, que rodea la raiz del 6rgano dental.
Se une al cemento dental y al hueso alveolar. De esta manera mantiene fijo al
organo dental en su alveolo (1,2).

Se conecta al hueso por medio de haces de fibras. Estas fibras, llamadas
principales, son de colagena, se ordenan en haces y siguen una trayectoria
sinuosa. Se dividen en seis grupos: transeptal, de la cresta alveolar, horizontal,

oblicuo, apical, Interradicular (1).
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En el ligamento periodontal existen cuatro grupos de células: de tejido conectivo,
de restos epiteliales, del sistema inmune y las relacionadas con elementos
neurovasculares. Las células del tejido conectivo, remodelan a las fibras
principales para que se adapten a las necesidades fisiolégicas y ademas como
respuesta ante diferentes estimulos (1).

El ligamento periodontal permite distribuir las fuerzas generadas en la
masticacion hacia la apdfisis alveolar para que sean absorbidas por esta ultima.
Ademas, tiene funciones de: proteccidén, unidén, mantenimiento, formacion,

remodelacion, nutricién y sensorial (1, 2, 3).

1.1.2 Cemento

El cemento es una estructura de tejido mesenquimatoso calcificado de color
amarillento, avascular, y sin inervacion que cubre la raiz del 6rgano dental. Se
han descrito cuatro tipos de cemento dental: cemento acelular con fibras
extrinsecas o cemento primario, cemento celular mixto estratificado, cemento
celular con fibras intrinsecas o cemento secundario y cemento acelular afibrilar
(1, 2, 3).

En el cemento se insertan las fibras del ligamento periodontal uniendo al 6rgano
dental con el hueso alveolar. Ademas, participa en el proceso de reparacion de
la superficie radicular (2).

Los diferentes tipos de cemento son producidos por cementoblastos del
ligamento periodontal presentes en la superficie del cemento (2).

El primer tipo de cemento en formarse es el acelular, cubre casi un tercio e
incluso la mitad cervical de la raiz, y, como su nombre lo indica no contiene
células. Se forma antes de que el érgano dentario alcance el plano oclusal y su
grosor varia de entre 30 a 230 micrdmetros. Su estructura estad constituida
mayormente por las fibras de Sharpey las cuales tienen como funcion principal,
brindar soporte al érgano dentario (1).

El cemento celular se forma posteriormente de que el érgano dental ha
alcanzado el plano oclusal, es mas irregular que el cemento acelular y contiene
cementocitos en espacios individuales llamados lagunas que se comunican entre
si por medio de canaliculos. Este tipo de cemento estd menos calcificado y las

fibras de Sharpey solo ocupan una pequefia parte de su estructura (1).
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1.1.3 Proceso alveolar
El proceso alveolar es la porciéon del maxilar y de la mandibula que forma los
alveolos dentarios, en los cuales se encuentran insertados los 6rganos dentales
(1). Absorbe y distribuye las fuerzas generadas durante el contacto dentario (2).
El hueso alveolar se desarrolla y se encuentra en remodelacion, durante la
formacion y erupcion del 6érgano dentario. Su morfologia es determinada, por el
tamario, la forma, la ubicacion y la funcién del érgano dental que aloje (1).
Estéa estructurado por (1, 2) (figura 2):

- Pared externa de hueso cortical.

- Pared interna del alveolo, que se conforma por hueso compacto llamado

hueso alveolar.
- Trabéculas esponjosas, entre las dos capas, las cuales actuan como

hueso alveolar de soporte.

Figura 2: El proceso alveolar esta estructurado por A) Pared externa de hueso compacto. B)

Pared interna del alveolo llamado hueso alveolar. C) Hueso trabeculado.

El hueso esta formado por 2/3 de materia inorganica y 1/3 de matriz organica. La
fraccidon inorganica estd compuesta por iones y sales minerales. Los iones que
estan presentes son: calcio, fosfato, hidroxilo, carbonato, citrato y rastros de
sodio, magnesio y fluor. Las sales minerales estan en forma de cristales de
hidroxiapatita y constituyen aproximadamente el 60% del peso de la materia
inorganica (1,2).

Por su parte la matriz organica se compone en su mayoria por colagena tipo |
(90%) (1).
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El hueso alveolar mantiene un equilibro entre remodelaciéon y renovacion, a
través de los osteoblastos los cuales depositan tejido éseo, en contraparte con
los osteoclastos los cuales se encargan de la resorcién del mismo. Se conoce
que, conforme avanza la edad, el numero de osteoblastos disminuye, pero no se
ha encontrado alguna diferencia en la cantidad de osteoclastos (1).

La remodelacion es la primordial via de los cambios 6seos en su forma,
resistencia ante la fuerza, reconstruccion de heridas y también para la

homeostasis del calcio y fosforo en el cuerpo (1).

2 ENCIA

2.1.1 Definicion

La cavidad oral se encuentra cubierta por mucosa oral. La mucosa oral se
clasifica en:

- Mucosa masticatoria, que comprende encia y paladar duro.

- Mucosa especializada, la cual reviste la superficie dorsal de la lengua.

- Mucosa de revestimiento, que comprende, vestibulo, carrillos, piso de boca,

superficie ventral de la lengua y paladar blando.

Por lo tanto, la encia es mucosa masticatoria la cual brinda proteccion al resto
de los tejidos periodontales y a los érganos dentales. Cubre el hueso alveolar y

la raiz del 6rgano dental hasta la unién amelocementaria (1, 2, 3).

2.1.2 Anatomia
La encia anatobmicamente, se divide en: encia marginal, encia insertada y encia
interdental (1, 2) (figura 3).
e Encia marginal: También llamada libre o no insertada, es la parte de la
encia que rodea los cuellos dentales.
¢ Enciainsertada: Continua a la encia marginal, de consistencia firme, esta
sujeta al periostio de los maxilares. Se extiende desde la proyeccién
externa del fondo del surco gingival, hasta la mucosa alveolar, de la cual

es separada por la unién mucogingival. Por lingual, se limita hasta la
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unién de la mucosa alveolar lingual, la cual es continuacién de la mucosa
bucal que tapiza el piso de la boca.

¢ Encia interdental: Ocupa el espacio debajo del area de contacto de los
dientes (nicho gingival) y puede ser con forma de “col” (manifiesta una
depresion en forma de valle que conecta a la papila vestibular con la
lingual, adaptandose a la forma de contacto interproximal) o piramidal (la
punta de la papila estd directamente abajo del punto de contacto

interproximal).

i i

Figura 3. A) Encia libre o marginal. B) Encia insertada o adherida. C) Papila dental. D) Mucosa

alveolar.

2.1.3 Caracteristicas en salud

El color de la encia se ha descrito como un tono rosa “coral” que es producido
por el abasto vascular, el grosor, grado de queratinizacién del epitelio y la
presencia de melanocitos. El color también depende de la raza o del color de la
piel. La mucosa alveolar es roja, uniforme y brillante (1,2).

La encia es de consistencia firme y resiliente y presenta en su superficie una
textura parecida a la de una cascara de naranja, la cual se conoce como
graneada. Solo la encia insertada es graneada (1).

El tamano de la encia varia dependiendo de la cantidad de elementos celulares
y del abasto vascular (1).

El contorno y la forma de la encia van de acuerdo a la anatomia de los dientes y
del contacto interproximal de estos. La posicién de la encia es coronal a la union

cemento esmalte del 6rgano dental (1).
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2.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

El tejido de la encia esta conformado por (1, 4):
1) Epitelio escamoso estratificado, que contiene mayor cantidad de células
que matriz extracelular.
2) Tejido conectivo, que se compone en mayor parte por fibras de colagena

y sustancia fundamental.

2.3 TEJIDO CONECTIVO

El tejido conectivo es el encargado de proporcionar soporte estructural a otros
tejidos (5). Funciona también como medio de intercambio de los desechos
metabdlicos, nutrientes y oxigeno entre las células y la sangre. Ademas, ayuda
a la defensa del organismo contra agentes patdgenos por medio de las células
de defensa que contiene (6, 7).

El tejido conectivo tiene dos secciones, una seccidon extracelular llamada matriz
extracelular, y otra seccion compuesta por diferentes tipos de células. La matriz
extracelular se compone de diversos tipos de proteinas ademas de sustancia
fundamental (4, 5, 6). Los elementos de la matriz extracelular son secretados por
las células presentes en el tejido conjuntivo y esto determina las propiedades
fisicas del tejido (4, 7, 8). La seccién celular se compone en su mayoria por
fibroblastos que tienen una labor importante en el desarrollo, mantenimiento y

reparacion del tejido conectivo (4, 8).

2.3.1 MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular ocupa el espacio que se encuentra entre las células (4, 8).
La matriz extracelular es muy abundante en el tejido conjuntivo, ya que se
encuentra en mayor proporcién que las células que contiene. (4)

Dependiendo de los diferentes tipos de macromoléculas que contenga la matriz
extracelular y de su organizacién, genera una gran variedad de formas que se

adapta a las demandas funcionales de cada tejido (4, 7, 8).
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Las funciones de la matriz extracelular son: dar sostén mecanico y estructural a
los tejidos y también participar activamente en la regulacién del comportamiento
de las células con las que esta en contacto, involucrandose en su desarrollo,
migracion, proliferacion, forma, funcién y apoptosis (4, 6, 7). Ademas, resistir las

fuerzas de estiramiento y compresién a las que son sometidos los tejidos (6).

La matriz extracelular se compone de (4, 5, 6, 7):
e Proteoglucanos
e Glucosaminoglucanos: acido hialurénico, condroitin sulfato, dermatan
sulfato, heparan sulfato, heparina queratan sulfato.
e Proteinas fibrosas: colagena y elastina

¢ Glucoproteinas multiadhesivas: fibronectina, laminina, tenascina.

Las moléculas de proteoglucanos forman una “sustancia fundamental” en la cual
se encuentran incluidas las proteinas fibrosas. La sustancia fundamental ocupa
el espacio entre las fibras y las células, tiene funcion lubricante y presenta un
alto contenido de agua (4, 5).

Las fibras de colagena refuerzan la matriz y ayudan en la organizacion de esta,
mientras que las fibras de elastina le dan propiedades de elasticidad. Ademas,
muchas proteinas en la matriz favorecen el anclaje de las células a la matriz

extracelular (4).

2.3.2 COLAGENA

La colagena es una proteina fibrosa y es el componente que se encuentra en
mayor cantidad en el tejido conectivo (8). Sus diferentes tipos conforman una
familia de proteinas, las cuales son secretadas por las células del tejido
conjuntivo, principalmente fibroblastos. Las proteinas de colagena, son las mas
abundantes en piel y huesos, constituyendo el 25% de la masa total de proteina
en los animales mamiferos (4).

La colagena es la encargada de mantener la estructura y el tono del tejido (1).
Ademas, brinda proteccidn contra las fuerzas a las que es sometido el tejido (4).

La colagena tiene una estructura helicoidal que se integra de 3 cadenas
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polipeptidicas, conocidas como cadenas a, que se enrollan sobre si mismas (4,
8) (figura 4).

Figura 4. Estructura de la colagena. A) Cadenas a compuestas por prolina, glicina e

hidroxiprolina. B) Las tres cadenas a se enrollan para formar la molécula de colagena.

Los aminoacidos que participan en la formacién de la colagena son prolina,
glicina, e hidroxiprolina. Los mas importantes en la formacion de la hélice
trimérica son la prolina y la glicina. La prolina, por un lado, estabiliza la
conformacion helicoidal de cada una de las cadenas a. Por otro lado, la glicina,
que se encuentra por cada tres residuos de aminoacido a lo largo de la region
central de las cadenas a favorece el denso empaquetamiento de las tres
cadenas a (4).

Se conocen 25 cadenas a distintas, pudiendo formar mas de 10,000 tipos de
moléculas de colagena, pero solo se han identificado poco mas de 20 tipos de
colagena (4, 5).

Los principales que se localizan en el tejido conjuntivo son los tipos I, I, lll, V' y

XI, del cual, el tipo | es el principal en la piel y en los huesos (4).

Dependiendo de la estructura y de sus funciones, se puede clasificar en (tabla

1) (7):
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TABLA 1. CLASIFICACION DE LA COLAGENA DE ACUERDO A SU

ESTRUCTURAY FUNCIONES
A) Colagenas que Pertenecen a este grupo los tipos | Il 11l V y Xl de
forman fibrillas. colagena.

B) Colagenas asociadas Unen a las colagenas que forman fibrillas entre si,

a fibrillas y a otros componentes de la matriz extracelular.
Se encuentran en esta clasificacion los tipos IX y
XIl.

C) Colagena formadora EIl tipo IV pertenece a este grupo y es de los

de redes. principales componentes de las laminas basales.

D) Colagena de anclaje. En este grupo se encuentra el tipo VII que forma
fibrillas de fijacion que unen a la dermis con la

epidermis (6).

2.3.2.1 Sintesis y degradacién de colagena.

El proceso de la formacién de la colagena inicia en el nucleo, mediante el
proceso de traduccidn se crea el RNA mensajero, el cual pasa a los ribosomas
del reticulo endoplasmico. Después la colagena se sintetiza en el reticulo
endoplasmico de las células, siguiendo el proceso a continuacién descrito (8)
(figura 5):

1-. Se inicia con la formacién de una cadena a de prolina (8).

2-. Después se hidroxilan los residuos de prolina y glicina, mediante esta
hidroxilacion se forman la hidroxiprolina y la hidroxilisina. (9)

3-. Tres cadenas a se acoplan entre si, formando la triple hélice unida por medio
de enlaces de hidrégeno intercatenarios, dando formacion asi al procolagena (8).
A las moléculas de procolagena, en cada extremo de la triple hélice se les afiade
una extensién peptidica adicional, la cual impide que las fibrillas de colagena se
polimericen dentro de la célula. Las moléculas se acumulan en el aparato de
Golgi y posteriormente son transportadas en granulos de secrecién liberandose
por medio de exocitosis hacia el espacio extracelular. Después de que es
secretado al medio extracelular se separan de la molécula de procolagena las
extensiones peptidicas terminales por medio de la enzima procolagena
peptidasa, convirtiéndose asi, la macromolécula en colagena. Las moléculas de
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colagena, ahora ya en el medio extracelular, pueden polimerizarse a fibrillas con

bandas transversales (9).

MATRIZ
EXTRACELULAR

Figura 5. Proceso de sintesis de colagena. A) Se produce el RNA mensajero. B) Se sintetizan
las cadenas a de colagena. C) Las cadenas a se enlazan. D) Se le agrega una extension
peptidica a la molécula de procolagena. E) Las moléculas de procolagena se acumulan en el
aparato de Golgi. F) Liberacion de las moléculas de procolagena por medio de exocitosis. G) Las
extensiones peptidicas se separan de la molécula de procolagena y se forma la colagena. H) Las

moléculas de colagena se unen a otras para formar fibrillas.

Los fibroblastos ayudan a la regulacién del colagena, al fagocitar las fibras de
colagena “antiguas”, mediante un proceso de degradacion intracelular que se
lleva a cabo por medio de hidrdlisis enzimatica (1, 10, 11, 12).

La via de degradacion de la colagena no es aun muy clara. Se sabe que este
proceso de degradacion inicia con la fragmentacion de la colagena, y puede ser
debido a desgaste mecanico, por accién de radicales libres o por medio de la
accion de enzimas conocidas como metaloproteasas (que incluyen a las
colagenasas y gelatinasas) (10). Al ser escindida la colagena los fragmentos
resultantes pierden la estructura de triple hélice. Estos fragmentos son
reconocidos por receptores especificos que se encuentran en la superficie de la

célula (por ejemplo integrinas). Posteriormente, estos fragmentos son internados
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a la célula por medio de fagocitosis, endocitosis 0 macropinocitosis, para
finalmente ser degradados en lisosomas por medio de cisteina proteasas (figura
6) (incluidas las catepsinas). (10, 11)

* MATRIZ
EXTRACELULAR

Figura 6. Proceso de degradacion de colagena. A) Fragmentacion de colagena. B) Internalizacion
de la colagena por medio de diferentes vias. C) Degradacién de los fragmentos de colagena en

los lisosomas de la célula.

2.4 FIBROBLASTO

El fibroblasto es el tipo celular predominante en el tejido conjuntivo, se distingue
por ser fusiforme (de forma alargada), tiene nucleo esférico en el centro y
prolongaciones (13, 14, 15) (figura 7). Presenta un citoesqueleto desarrollado,
formado por microtubulos y microfilamentos de actina los cuales participan en
los procesos de motilidad celular y en su comunicacion con el medio extracelular
(14,16).

Entre las funciones del fibroblasto se encuentran:

1) Sintetizar proteinas como colagena y elastina, ademas de otros como
glucosaminoglucanos, proteoglucanos y glucoproteinas de adhesion (10, 14,
15).
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2) Produccién de factores de crecimiento que controlan el crecimiento y
diferenciacion celulares. (13)

3) Produccion y mantenimiento de la sustancia fundamental (14,15).

4) Fagocitosis de colagena y otros componentes de la matriz extracelular (10,14).
5) Producciéon de enzimas para la degradacion de elementos de la matriz
extracelular, esto con el fin de remodelar el tejido y mantener la homeostasis
(14).

Hay dos tipos de fibroblasto en el periodonto, los fibroblastos del ligamento
periodontal y los fibroblastos gingivales. Ambos secretan principalmente

colagena tipo | (14).

Figura 7. Cultivo de fibroblastos en medio suplementado (DMEM) y vistos a través de microscopio

optico.

2.4.1 Citoesqueleto
El citoesqueleto es un conjunto de proteinas que proporciona la configuracién de
la membrana plasmatica y organiza la localizacion de las estructuras que se
encuentran en el citoplasma (8).
Se compone de tres tipos de proteinas filamentosas (8):

1- Actina (microfilamentos). Tiene un papel estructural, y también se

relaciona con movimientos de la célula.
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2- Microtubulos. Estan involucrados en la organizacion de los organelos,
transporte y division celular.

3- Filamentos intermedios. Proporcionan fuerza mecanica a la célula.

2.4.2 Actina
Los filamentos de actina se forman a partir de la polimerizacion de subunidades
globulares llamadas actina G, las cuales se organizan en una hélice de dos
cadenas. Estos filamentos forman una capa que se encuentra justo por debajo
de la membrana citoplasmatica y se denomina “corteza celular’. Esta corteza
celular es participe de varios procesos como endocitosis, exocitosis, y migracion
de las células (13).
La actina es producida por células musculares, y no musculares (por ejemplo,
fibroblasto). En las células no musculares, la actina contribuye al facilitar el
movimiento de los fibroblastos (8).
Existen diversas proteinas que se unen a la actina. Se pueden clasificar en
cuatro grupos basandose en sus funciones y son (8):
- Proteinas de corte: Rompen filamentos de actina, en aparicion de Ca?*.
- Proteinas de union: Que se unen y enrollan con la actina.
- Miosinas: Mueven filamentos de actina que se orientan en sentidos
opuestos alineados entre si (contraccion).
- Proteinas de anclaje: Regulan la unién de los filamentos de actina a la
membrana plasmatica. Entre ellas encontramos a la fodrina, talina y

vinculina.

2.5 UNION CELULA-MATRIZ EXTRACELULAR

Existen proteinas llamadas moléculas de adhesion celular (CAM) que se
encuentran en la membrana de las células y por medio de las cuales la célula se
une al medio que la contiene (unidén célula-matriz) o a otra célula (unién célula-
célula) (4,16). De esta manera las células se agrupan para formar diferentes tipos
de tejido o para la transferencia de informacién entre células o entre célula y

matriz extracelular (16).
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Estructuralmente, las moléculas de adhesion celular tienen una regidn
extracelular, una region transmembrana y una region intracelular (17).

Cada molécula en la region extracelular se une a un ligando especifico, con lo
cual se activan diversas sefiales en la célula que determinaran la funcion que
realizara la célula (18).

Las moléculas de adhesion celular, se ven involucradas en procesos tan diversos
como: embriogénesis, crecimiento, diferenciacidn, migracion celular, apoptosis,
respuesta inmune, hemostasia, inflamacion, reparacion tisular y metastasis,

entre otras funciones (18, 19, 20).

Se conocen cuatro familias principales de CAM (4, 16):
1-. Cadherinas.
2-. Superfamilia de las inmunoglobulinas.

3-. Selectinas.

SN
1

. Integrinas

2.6 INTEGRINAS

2.6.1 Definicion y estructura

Las integrinas son llamadas asi porque integran la matriz extracelular con el
citoesqueleto de la célula (9). Las integrinas son proteinas transmembranales
compuestas por dos subunidades glucoprotéicas (a y B) unidas entre si de
manera no covalente (4) (figura 8).

Las integrinas son los principales receptores para la mayoria de proteinas que
se encuentran en la matriz extracelular. Uniendo asi a la matriz extracelular con

el citoesqueleto de la célula (4).
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Figura 8. Estructura de las integrinas. Las integrinas se componen por dos subunidades
glucoprotéicas. En el esquema se muestra la porcion extracelular e intracelular de las integrinas,

asi como las regiones de unién a otros componentes

2.6.2 Funciones

Ademas de sus funciones de adherencia, las integrinas envian sefales hacia las
dos direcciones (célula <-> matriz) a través de la membrana (21). Activando
diversas vias de senalizacion intracelular, dan informacion a la célula acerca de
las caracteristicas de la matriz extracelular a la que esta unida (4). Estas vias de
sefalizacion conducen a la activacion de procesos como: activacion del ciclo
celular, diferenciacion celular, reorganizacion del citoesqueleto, regulacion de la

expresion de genes e induccién de apoptosis (4, 6).

2.6.3 Caracteristicas

La colagena, el fibrinégeno, la fibronectina y otras proteinas, son ligandos
extracelulares que pueden interaccionar con las integrinas en su region
extracelular (21). Mientras que, en su estructura citoplasmatica, las integrinas
pueden interaccionar con proteinas del citoesqueleto como la talina, a-actinina,
vinculina y demas (21), uniéndose asi de manera indirecta a los haces de actina
(4)(figura 9).
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Las integrinas forman parte esencial de la célula, pero necesitan ser activadas
para poder unirse a sus ligandos (19).

La union de las integrinas a su ligando, depende de cationes extracelulares, los
cuales pueden ser Ca?*o Mg?* (6, 8). Las integrinas presentan regiones de union
para estos cationes en sus regiones extracelulares. El tipo de cation influye en la
afinidad y especificidad de la integrina a su ligando (4). Ademas estos cationes

son necesarios para la conservacion de la union de la integrina a su ligando (6).

COLAGENA ()

ESPACO
IXTRACCLULAR

CALCIO O
MAGNESIO A8~

G 2
)

MEMBRANA |
CELULAR

[SPACIO INTRACILULAR

FILAMENTOS DE ACTINA

Figura 9. Unién de la integrina a su ligando y al citoesqueleto de la célula. En la region extracelular
de las integrinas se unen a las moléculas de coldgena. Mientras en la regién intracelular, la
integrina se une por medio de la subunidad 3 al citoesqueleto de la célula a través de las

proteinas de anclaje.

2.6.4 Activacion

Cuando las integrinas estan inactivas, su regién extracelular se encuentra
plegado (doblado), mientras, sus estructuras intracelulares de sus cadenas a y
B se mantienen juntas y adheridas entre si. Cuando la integrina es activada, el
dominio extracelular se despliega (endereza) y el contacto entre las porciones
intracelulares de las cadenas a y B se rompe y las cadenas se separan (4, 16).
Existen dos mecanismos mediante los cuales las integrinas se activan (16).

En la “activacién de fuera hacia adentro” cuando la integrina se adhiere a su
ligando la integrina se “endereza”, las regiones intracelulares de las cadenas se

pag. 21



separan y la célula reacciona uniendo su citoesqueleto a la molécula de integrina
(16, 21). La parte interna de la cadena 3 se une a la proteina talina y esta, se
une a su vez a la vinculina, la cual se fijja a los filamentos de actina del
citoesqueleto con lo cual se refuerza el anclaje de la célula a su ligando (9) (figura
10).

Mientras la talina se encuentra unida a la porcién intracelular de la cadena B, se
impide la union de esta con la porcion intracelular de la cadena a. Este suceso
supone que la porcion extracelular de la integrina se encuentre en su forma
extendida (activa) (4).

Durante el proceso de “activacion de adentro hacia afuera” los ligandos dentro
de la célula (talina, vinculina) se unen a la region intracelular de la integrina lo
que causa cambios conformacionales en las porciones extracelulares de las

integrinas, haciendo que las integrinas se activen y se unan a alguna estructura

de la matriz extracelular a la que sea afines (16) (figura 10).

3 & Ligando

Espacio extracelular

; 9 Talina
Filamentos de actina 9
~Vinculina

Espacio intracelular

Figura 10. Vias de activacion de la integrina. A) Integrina en su estado inactivo (plegado). En la
“activacion de afuera hacia adentro” B) El ligando se une a la integrina haciendo que esta pase
a su estado activo. C) Las porciones intracelulares de la integrina se separan. D) Se refuerza la
union al unirse la integrina a los filamentos de actina por medio de las proteinas talina y vinculina.
En la “activacion de adentro hacia afuera”: 1) Las proteinas de anclaje talina y vinculina se unen
a la subunidad B de la integrina. 2) La union produce que la integrina pase a su estado activo. 3)
El ligando se une a la integrina.
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Se conocen ocho subunidades B y 18 subunidades a, con las cuales se pueden

formar distintos heterodimeros de integrinas (19, 22, 23).

El tipo de combinaciones que se formen con las cadenas a y 3, determinara su

afinidad a cierto ligando en la matriz extracelular (18, 24), como se puede ver en

la tabla 2.

INTEGRINA
al1p1
a2p1
a3p1
a4p1
a5p1
a6p1
a7p1
a8p1
a9p1
a10p1
al11p1
aVp1
alp2
alp2
aMp2
allbp3
aVvp3

aVp5
ad4p7
aER7

LIGANDO
Colagena, laminina
Colagena, laminina

Colagena, laminina, fibronectina

Fibronectina

Fibronectina

Laminina

Laminina

Fibronectina, tenascina C, vitronectina

Tenascina C
Colagena
Colagena

Fibronectina, vitronectina (RGD)
ICAM -1 -2 -3
ICAM -1 -2 -3 -5
ICAM -1, iC3b, fibrindbgeno

Fibrindgeno, fibronectina, vitronectina

Vitronectina, fibrinbgeno, fibronectina (RGD),

tenascina C, osteoponina
Vitronectina (RGD)
MadCAM-1, fibronectina, VCAM-1

E-caderina

Se ha encontrado que las subunidades B1, forman heterodimeros con las

subunidades a1, a2 o a3, cuyo ligando puede ser la colagena de la matriz

extracelular (18).
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Las integrinas mas representativas son las que pertenecen a las subfamilias 1,
B2y B3. Las integrinas de la subfamilia 31 ayudan a la organizacién del tejido, a
través de la unién de diversos tipos de células a elementos de la matriz
extracelular como colageno y laminina. Las integrinas de la subfamilia 2 facilitan
a los leucocitos su union al endotelio. Y la subfamilia B3 esta relacionada con la

agregacion plaquetaria y la trombosis (4, 19, 20).

3 ENFERMEDADES GINGIVALES
Las enfermedades gingivales especificamente, constituyen un grupo variado de

padecimientos de diversa etiologia, las cuales afectan solamente a la encia. (25).

3.1 Clasificacion

Segun el Simposio Internacional para la Clasificacion de las Enfermedades y
Condiciones Periodontales (1999) promovido por la Academia Americana de
Periodontologia, las enfermedades gingivales (de la encia) se clasifican de la
siguiente manera (tablas 3 y4) (25, 26, 27):

TABLA 3. ENFERMEDADES GINGIVALES
INDUCIDAS POR PLACA BACTERIANA
- Sin otros factores locales asociados
- Con otros factores locales asociados:
» Factores anatémicos
» Obturaciones desbordantes
» Fracturas radiculares

» Reabsorciones cervicales y perlas del esmalte

- Modificadas por factores sistémicos.
Asociadas al sistema enddcrino:
» Gingivitis asociada a la pubertad
» Gingivitis asociada al ciclo menstrual
» Asociada al embarazo
» Asociada a Diabetes Mellitus
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Asociadas a discrasias sanguineas:
» Gingivitis asociada a leucemia
» Otras

- Modificadas por medicamentos.

Inducidas por drogas:
» Agrandamiento gingival inducido por farmacos
» Gingivitis influidas por drogas:
- Gingivitis asociadas a contraconceptivos orales
- Otras

- Modificadas por malnutricién.
» Déficit de acido ascérbico
» Otras

TABLA 4. ENFERMEDADES GINGIVALES

NO INDUCIDAS POR PLACA BACTERIANA

- Enfermedades gingivales de origen bacteriano especifico.

> Lesiones asociadas a Neisseria gonorrhea
> Lesiones asociadas a Treponema pallidum
» Lesiones asociadas a estreptococos

» Otras

- Enfermedades Gingivales de origen viral.
Infecciones por herpesvirus:
» Gingivoestomatitis herpética primaria
» Herpes oral recidivante
> Infecciones por varicela-zoster
» Otras

- Enfermedades gingivales de origen fungico.
» Infecciones por Candida
» Eritema Gingival Lineal
» Histoplasmosis
» Otras
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- Lesiones gingivales de origen genético.
» Fibromatosis gingival hereditaria
» Otras

- Manifestaciones gingivales de condiciones sistémicas.
» Reacciones alérgicas atribuibles a materiales dentales: HG, NI, acrilico.

» Desoérdenes mucocutaneos

- Lesiones traumaticas (autolesiones, yatrogenas, accidentales).
- Reacciones a cuerpos extraihos.

- Otras.

3.2 AGRANDAMIENTO GINGIVAL

3.2.1 Definiciéon
Es una patologia en la cual el tamafo normal de la encia se ve afectado,
resultando en el aumento de esta. Siendo caracteristica comun en la enfermedad
gingival (25, 28).
La denominacién correcta para esta dolencia es agrandamiento gingival o
crecimiento gingival excesivo, dejando atras los conceptos de “gingivitis

hipertrofica” o “hiperplasia gingival” (1, 24).

3.2.2 Clasificacion

Se clasifica de la siguiente manera (tablas 5,6y 7) (1):

TABLA 5. De acuerdo con los factores etiolégicos y los cambios

fisiologicos.

I- Agrandamiento inflamatorio:
A. Cronico
B. Agudo

ll- Agrandamiento inducido por farmacos
lll- Agrandamientos relacionados con enfermedades o padecimientos

sistémicos.

pag. 26



A. Agrandamiento condicionado:
1. Embarazo
Pubertad

Deficiencia de vitamina C

o S

Gingivitis de células plasmaticas
5. Agrandamiento condicionado no especifico (granuloma piégeno).
B. Enfermedades sistémicas que provocan agrandamiento gingival.
1. Leucemia
2. Enfermedades granulomatosas (p. ej. Granulomatosis de Wegner,

sarcoidosis).

IV- Agrandamiento neoplasico (tumores gingivales).
A. Tumores benignos.

B. Tumores malignos.

V- Agrandamiento falso.

Localizado: limitado a la encia adyacente a un solo diente o a un grupo de
dientes.

Generalizado: afecta la encia en toda la boca.

Marginal: se confina a la encia marginal.

Papilar: se confina a la papila interdental.

Difuso: afecta la encia marginal e insertada y las papilas.

Discreto: un agrandamiento aislado sésil o pedunculado tipo tumor.

TABLA 7. El grado de agrandamiento gingival se valora de la siguiente

manera:

Grado 0: no hay signos de agrandamiento gingival.
Grado I: el agrandamiento se confina a las papilas interdentales.
Grado ll: el agrandamiento afecta las papilas y la encia marginal.

Grado lll: el agrandamiento cubre tres cuartas partes o mas de la corona.
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3.3 AGRANDAMIENTO GINGIVAL INDUCIDO POR FARMACOS

Es conocido que la administracion de algunos medicamentos tiene como
reaccion secundaria el inducir agrandamiento gingival (1).

El aumento gingival influenciado por medicamentos clinicamente se presenta
como un aumento de volumen indoloro y con aspecto de “mora” o lobulado (28,
29). Se puede observar principalmente en las papilas interdentales y en la encia
libre, siendo el sector anterior el mas afectado (figuras 11, 12y 13) (30, 31). En
los casos mas graves, el tejido gingival puede, incluso cubrir los dientes,
representando un grave problema para el paciente, ya que puede intervenir en
funciones como la fonacion, masticacion, oclusion (32) y por su puesto afecta a
nivel estético, perjudicando las relaciones sociales del individuo (33). Dificulta de
igual manera la higiene bucal, haciendo que el problema sea mas grave
pudiendo conducir a presentar gingivitis y que esto exacerbe el volumen gingival,
0 en casos peores, puede conllevar a presentar periodontitis, infecciones o
caries, lo cual puede repercutir en la salud sistémica del paciente (30, 34, 35,
36).

Al parecer no afecta la encia en regiones desdentadas, sin embargo, se han
reportado casos excepcionales en los que el agrandamiento es general,
incluyendo zonas desdentadas (1, 29, 30).

El agrandamiento gingival se presenta con mas frecuencia en pacientes jovenes
(25, 33, 35).

Se reporta que no todos los pacientes que toman medicamentes relacionados

con agrandamiento gingival presentan la enfermedad (33).
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Figuras 11, 12 y 13. Fotografias clinicas de pacientes que padecen agrandamiento gingival

causado por farmacos.

Existen tres tipos de farmacos que pueden conseguir desarrollar agrandamiento
gingival los cuales son (1, 29, 32, 33, 36):
- Bloqueadores de los canales de calcio, representado principalmente por
Nifedipino e indicado en pacientes con enfermedades cardiovasculares.
- Anticonvulsivantes, del cual Fenitoina es el principal medicamento,
recetado para pacientes con epilepsia.
- Inmunosupresores, siendo la Ciclosporina A, el medicamento mas usado,
indicado principalmente en pacientes que han recibido algun trasplante de

organo.

3.4 CICLOSPORINA A

La Ciclosporina A (CsA) es un medicamento extraido del hongo Tolypocladium
inflantum gams (30), de naturaleza peptidica y estructura anular formada por 11
aminoacidos (37), que pertenece al grupo de los farmacos inmunosupresores,
ya que atenua la respuesta del sistema inmunoldgico actuando selectivamente
a nivel de los Linfocitos T, inhibiendo la accion de la calcineurina, enzima

necesaria para la activacion de la replicacién de los linfocitos T (38).
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3.4.1 Indicaciones

El uso de medicamentos inmunosupresores como la Ciclosporina A esta
indicado principalmente para prevenir el rechazo a trasplantes. También es
utilizado en otros padecimientos no autoinmunes como alergias, de caracter
autoinmune tales como artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple, liquen

plano (30) uveitis, asma (39).

3.4.2 Farmacocinética

Su administracién puede ser via oral o intravenosa. Por via oral su absorcién es
lenta y su biodisponibilidad va de 20 a 50%. La administracion concomitante con
alimentos retrasa y disminuye su absorcion. Esto depende también del paciente
individualmente y de la presentacion. Se absorbe en el intestino, alcanzando la
concentracion plasmatica maxima a las 3-4 horas. Se distribuye extensamente.
Es metabolizada principalmente en el higado por el complejo enzimatico P450
(cytochrome P450, CYP) 3A. Se han reconocido por lo menos 25 metabolitos en
bilis, heces, sangre y orina de seres humanos. Se elimina principalmente por
medio de la bilis, y 6% se elimina por la orina. Solo el 0.1% del farmaco se elimina

sin cambios por medio de la orina (28, 40).

3.4.3 Mecanismo de accion

La Ciclosporina A primero se une a un receptor intracelular denominado
inmunofilina (ciclofilina). Este complejo a su vez se une a la calcineurina (enzima
dependiente de calcio) inhibiendo asi su actividad de fosfatasa.

Debido a esto, no se produce la desfosforilacién del factor nuclear de activacion
de células T (NFAT), lo cual imposibilita su transporte al nacleo. Como resultado
no se produce la activacién de los linfocitos T, ni la sintesis de citosinas entre las
cuales esta incluida la Interleucina 2 (IL-2), la cual es un factor de proliferacion.
(38, 40, 41) (figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de accion de la Ciclosporina A. En el mecanismo normal, 1) El aumento
de calcio citoplasmatico activa a la calcineurina. 2) La calcineurina produce la desfosforilacion
del NFAT. 3) ElI NFAT desfosforizado entra al nucleo para la activacion de Linfocitos T. Cuando
la ciclosporina entra a la célula, A) Se une a la ciclofilina. B) El complejo ciclofilina-CsA se une a
la calcineurina impidiendo la desfosforilacion del NFAT con lo cual no hay activacion de linfocitos
T.

3.4.4 Efectos adversos

Entre los efectos adversos se puede incluir: hipertension, hiperglucemia,
insuficiencia hepatica, nefrotoxicidad, alteraciéon del estado psiquico, hirsutismo,
convulsiones, efectos toxicos en la médula ésea. En las personas que han
recibido algun trasplante de 6rgano y que ademas han sido tratadas con este
medicamento, se ha reportado mayor incidencia de linfoma y otros tipos de
cancer como sarcoma de Kaposi o cancer de piel, por ejemplo (39).

A nivel bucal, se ha reportado agrandamiento gingival como efecto colateral (30,
35, 36), el cual suele mostrar inflamacion secundaria. Los factores que al parecer

actuan en el desarrollo del crecimiento gingival son dosis, nivel sérico del
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medicamento, ademas de los microorganismos presentes en la placa

dentobacteriana (30).

3.5 TRATAMIENTO DEL AGRANDAMIENTO GINGIVAL

Actualmente, el unico tratamiento definitivo, para remediar el agrandamiento
gingival en los pacientes que estan medicados con Ciclosporina A, es la cirugia
(gingivectomia/gingivoplastia) pero, después de cierto tiempo, el agrandamiento
se manifiesta de nuevo, teniendo que recurrir a la cirugia una vez mas, lo que le
causa al paciente incomodidad (cirugia y periodo de cicatrizacion) y mayor gasto
economico (34).

Se ha sugerido realizar planes preventivos como lo son buena higiene oral,
visitas recurrentes al odontélogo para monitorizar el nivel de salud bucal,
raspados y alisados (en caso de ser necesarios), para asi conseguir disminuir el
grado de inflamacién (28, 29, 31, 32, 33, 35, 36). Aunque a pesar de esto, el
crecimiento no revierta totalmente.

Después de tiempo de haber sido concluido el tratamiento con CsA el volumen

de la encia regresa a su estado normal (33).

Hoy en dia las investigaciones van encaminadas a encontrar un farmaco que

ayude a controlar o combatir este problema de salud en los pacientes.
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INTEGRINAS Y SU PAPEL EN EL AGRANDAMIENTO GINGIVAL

4 ANTECEDENTES

El agrandamiento gingival como efecto adverso, causado por el medicamento
Ciclosporina A, ha sido reportada por varios autores en todo el mundo (28, 29,
30, 31, 33).

Han sido varias las investigaciones que se han hecho tratando de encontrar el
mecanismo por el cual la CsA induce agrandamiento gingival en algunos de los
pacientes que la consumen (24, 42, 43, 44, 45, 46). A pesar de esto, el
mecanismo por el cual este padecimiento ocurre, aun es ciertamente
desconocido.

La ciclosporina fue aislada del hongo Tolypocladium inflataum gams, en 1970 en
Suiza, por Boel y Sandoz, durante la busqueda de agentes contra los
microorganismos fungicos. Durante su administracion se descubrié su poder
como agente inmunosupresor, por lo que comenzé a utilizarse como
medicamento para prevenir el rechazo a trasplantes en pacientes con este
historial. (41)

Debido a esto, en la década de los anos 80, con el aumento del numero de
pacientes que recibian un trasplante de érgano, y su manejo con CsA, se
comenzaron a observar los efectos adversos. (31)

El agrandamiento gingival causado por Ciclosporina se reporté por primera vez
en la literatura en 1983 por Rateitschak-Plus et al. (31). Sin embargo, el primer
caso de agrandamiento gingival causado por un farmaco, el cual era Fenitoina,
fue reportado en el afio de 1939 (28, 33).

A través de investigaciones posteriores, se ha propuesto que el agrandamiento
gingival tiene relacion con factores como: dosis, los niveles séricos de CsA, la
higiene bucal, presencia de placa dentobacteriana, calculo, factores irritantes, e
inflamacion gingival (31, 43, 44).

La idea de que el agrandamiento gingival es producido por un aumento en la
cantidad de fibroblastos en el tejido conectivo fue refutada por varios cientificos,
que por medio de sus investigaciones plantearon que en el agrandamiento

gingival aumenta la cantidad de elementos en la matriz extracelular, sobre todo
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colagena, no la cantidad de fibroblastos. Debido a esto, el término “hiperplasia
gingival” se considera incorrecto. (31, 35, 42).

Tras estos descubrimientos se planted la hipotesis de que los fibroblastos
aumentaban la produccion de colagena, a la par que disminuye su degradacion
(28). Sin embargo, autores como Kataoka M et al. han reportado que la
produccion de colagena no se ve afectada en el agrandamiento gingival (42).
Los estudios mas recientes sugieren que en el desequilibrio sobre la regulacién
de la colagena, el problema radica en la disminucion de la fagocitosis de
colagena por parte de los fibroblastos, ademas de que hay una disminucion en
la produccién de colagenasa (12, 24, 42, 43). Estos factores tienen como
consecuencia el acumulo de colagena en la matriz extracelular.

Aunque el proceso de degradacion de colagena no es aun muy claro, se sabe
que esta mediado por receptores en la superficie celular, principalmente por
integrinas (11).

La integrina a231 es un receptor especifico para la colagena tipo | (11, 18, 22,
24, 42). Esta integrina participa en el proceso de fagocitosis de la colagena por
parte de los fibroblastos ya que permite la internalizacion de la colagena. Lee y
cols. (12) describieron que el paso inicial para la fagocitosis de la colagena por
parte del fibroblasto es la unién de la colagena con la integrina. En las
investigaciones que se han realizado sobre este tema, se ha reportado que, si
hay menor cantidad expresion de la subunidad a2 de las integrinas, la fagocitosis
en los fibroblastos es reducida (12, 24, 42). Concluyendo que, si no hay unién
entre la integrina y la colagena, no hay internalizacion de colagena en el
fibroblasto para su degradacion.

Con base en estos resultados se plantea la hipotesis de que en el agrandamiento
gingival inducido por Ciclosporina A existe una disminucién en la expresion de la

integrina a2B1 en los fibroblastos de los pacientes medicados con este farmaco.
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ciclosporina A es administrada como farmaco principal para evitar el rechazo
a trasplantes de organos. Entre los afos 2007 y 2014 se realizaron 41,906
trasplantes de 6rganos en México (47). Aproximadamente el 25 a 84% de los
pacientes tratados con Ciclosporina A presentan agrandamiento gingival (33),
con lo que se calcula que aproximadamente 22,629 pacientes en México,
presentan el problema de agrandamiento gingival, afectando su calidad de vida.
Si le sumamos a esto la cantidad de pacientes que estan con este régimen de
tratamiento por otras enfermedades, como las autoinmunes, cuyas cifras no
estan registradas, la cantidad de pacientes que padeceria agrandamiento
gingival aumenta considerablemente.

El agrandamiento gingival a pesar de ser relativamente frecuente, aun no esta
muy bien entendido a nivel celular y molecular. Por lo que, en este trabajo se
tratara de investigar si la recaptura de colagena estd afectada en el

agrandamiento gingival inducido por Ciclosporina A.

6 HIPOTESIS

Los fibroblastos derivados de la encia de pacientes con agrandamiento gingival
inducido por Ciclosporina A, expresan menor cantidad de integrinas a2f31, que

los fibroblastos derivados de encia de individuos sanos.
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7 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Medir la expresién de la integrina a231 en fibroblastos derivados de un paciente

medicado con Ciclosporina A y de un individuo sano.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la expresiéon de las subunidades a2 y B1 de integrinas, en
fibroblastos gingivales derivados de la encia de un individuo sano por
citometria de flujo.

2) Evaluar la expresion de las subunidades a2 y B1 de integrinas, en
fibroblastos gingivales derivados de la encia de un paciente con

agrandamiento gingival inducido por CsA por citometria de flujo.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron proporcionadas por la
Doctora Eileen Uribe Querol del posgrado de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. Las lineas celulares provienen de
cultivos primarios de fibroblastos aislados de un paciente bajo tratamiento de
Ciclosporina A (CsA), y de un paciente periodontalmente sano (Con).

Los cultivos celulares fueron mantenidos en medio de cultivo DMEM (Dubecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco, Grand Island, NY) suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 20 mM L-Glutamina, 50,000 U de penicilina, 50,000 U de
estreptomicina y 125 ug de anfotericina B, a temperatura de 37°C, en una
atmoésfera humeda con 5% de COz.

Los estudios fueron realizados cuando las lineas celulares se encontraban entre
los pases 6 y 12 de los cultivos.

Se utilizo el anticuerpo monoclonal (mAb) P1D6 contra la subunidad de integrina
a2, mAb E11 contra subunidad 31 de integrina y el anticuerpo monoclonal (mAb)

15/7 contra la subunidad 31 activada.

8.2 Citometria de flujo o FACS (Fluorescence-Activaded Cell Sorting)

La citometria de flujo es una técnica que permite analizar las caracteristicas
fisicas y quimicas de poblaciones celulares. Caracteristicas tales como tamano,
forma, componentes celulares, o funciones que se puedan marcar con un
fluorocromo. Las células, las cuales se encuentran en una solucion isotdnica,
pasan a través de un pequefio orificio y forman una fila. De esta forma una a una
las células van pasando por un haz de luz. Mediante esto se producen 2 tipos de
informacion: la informacion generada por la dispersién de la luz y la informacion
generada por la emision de luz que producen los fluorocromos presentes en la
célula. Estas sefiales luminosas se transforman en impulsos eléctricos que se
convierten en sefales digitales que posteriormente son procesadas por un
ordenador para su posterior analisis

Cultivos confluentes de las lineas Con y CsA se despegaron con tripsina. Las
células se contaron con un hemocitometro y se usaron 1,000,000 de células para

cada ensayo de citometria. Las células se marcaron con los anticuerpos
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monoclonales contra las subunidades de integrinas correspondientes, a una
concentracion final de 10 ug/ml, se incubaron en hielo por 30 min y se lavaron 3
veces con 1 ml de amortiguador para FACS frio (PBS + 0,5% albumina de suero
bovino + 1% sacarosa) y se centrifugd a 5000 rpm durante 1 minuto.
Posteriormente se retird el sobrenadante y se le aiadio al botdn de células el

segundo anticuerpo F’(ab)2 de cabra anti-raton IgG conjugado con FITC (1/400),
y se incubo en hielo por 30 min. Se volvieron a lavar con 1 ml de amortiguador
para FACS, se centrifugaron a 5000 rpm durante 1 min y después se retird el
sobrenadante. Los botones de células se fijaron agregando a cada tubo 300 pl
de buffer de fijacion (PBS + 1% paraformaldehido). Se almacenaron
protegiéndolos de la luz, a temperatura de 4°C para su posterior lectura en el

citometro de flujo.

pag. 38



9 RESULTADOS

Para medir la cantidad de expresion de las subunidades a y 3 de integrinas en

los fibroblastos gingivales fue utilizada la técnica de tincién de FACS o citometria

de flujo.

Expresién de la subunidad a2
La subunidad a2 se expresa en la linea celular de los fibroblastos derivados del

paciente sano (Con). El desplazamiento de las lineas verde y rosa en el
histograma hacia la derecha muestra una mayor fluorescencia, es decir mayor
presencia de la molécula a2 (Figura 14 A). Sin embargo, la subunidad a2 no se

expresa en los fibroblastos derivados del paciente tratado con Ciclosporina A

(CsA) (Figura 14 B).

o A - B
L & ] (=]
~ 7] ]
] g
o Con a2 ] CsA a2
o8] &1
, & R
8g: Sg
- ° 9
- -
.%f".‘-‘.—.'n"r'!-'.'rﬂ‘-ﬁ (=g O & AR T,
102 10° 10 10° 10
FL1-H

FL1-H

Figura 14. Expresion de la subunidad de integrina a2. Histogramas representativos de la
expresion de la subunidad a2 en fibroblastos de A) Paciente sano B) Paciente en tratamiento
con CsA, por medio de citometria de flujo. La region azul representa la fluorescencia emitida por

los fibroblastos (fluorescencia basal). Las lineas rosa y verde representan la expresion de la

subunidad a2. n=4 Con y n=7 CsA.

De un total de 4 experimentos que se hicieron con la linea celular Con, el
porcentaje de expresion de la subunidad a fue de 75% (Tabla 8).
Por otro lado, se realizaron 7 experimentos con la linea celular CsA, obteniendo

que la expresion de la subunidad a fue solo del 28.57% (Tabla 9).
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TABLA 8. Porcentaje de expresion de la subunidad a en fibroblastos derivados de paciente sano.
SUBUNIDAD a
LINEA CELULAR + - TOTAL
Con 3 (75%) 1(25%) 4 (100%)

TABLA 9. Porcentaje de expresion de la subunidad a en fibroblastos derivados de paciente

medicado con CsA.

SUBUNIDAD a

LINEA CELULAR + - TOTAL
CsA 2 (28.57%) 5 (71.42%) 7 (100%)

Expresién de la subunidad 31

Como se muestra en la figura 15-A, la expresion de la subunidad 31 en los
fibroblastos derivados de paciente sano es positiva. Sin embargo, como se
puede apreciar en la figura 15-B en los fibroblastos derivados de paciente tratado

con CsA, la expresion de la subunidad B se muestra disminuida.
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Figura 15. Expresion de la subunidad de integrina f1. Histogramas representativos de la

expresion de subunidad 31 en fibroblastos de A) Paciente sano B) Paciente en tratamiento con

4

CsA, por medio de citometria de flujo. La regién azul representa la fluorescencia emitida por los
fibroblastos (fluorescencia basal). Las lineas rosa y verde representan la expresion de la

subunidad 31. n= 8 Con y n=5 CsA.
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Fueron 8 los experimentos que se hicieron con la linea celular Con, obteniendo

un 62.5% de expresion de las subunidades 1 de integrinas (tabla 10). Con la

Linea celular CsA de un total de 5 experimentos, la subunidad B se expreso

solamente en un 20% (tabla 11).

TABLA 10. Porcentaje de expresion de la subunidad B en fibroblastos derivados de paciente

sano.

SUBUNIDAD g

LINEA CELULAR

+

TOTAL

Con

5 (62.5%)

3 (37.5%)

8 (100%)

TABLA 11. Porcentaje de expresion de la subunidad B en fibroblastos derivados de paciente

medicado con CsA.

SUBUNIDAD g

LINEA CELULAR

+

TOTAL

CsA

1(20%) 4 (80%)

5 (100%)
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10 DISCUSION

El agrandamiento gingival es un problema de salud, que se presenta en los
pacientes medicados con farmacos inmunosupresores como lo es la
Ciclosporina A (ademas de otros medicamentos) (1, 29, 32, 33, 36).
Actualmente el unico método existente para tratar esta enfermedad es el proceso
quirurgico conocido como gingivectomia combinado con la gingivoplastia. Pero
este no es un método del todo eficaz ya que el agrandamiento gingival ocurre de
nuevo después de la cirugia, si el paciente esta todavia bajo tratamiento con CsA
(34).

Se ha reportado que el agrandamiento gingival tiene relacion con la dosis de
medicamento que toma el paciente, duracion del tratamiento, tipo de
medicamento, los niveles séricos de CsA, higiene bucal, presencia de placa
dentobacteriana y/o célculo, factores irritantes, e inflamacion gingival (31, 43,
44).

A pesar de ser un padecimiento relativamente comun, las bases moleculares del
desarrollo del agrandamiento gingival aun no son claras.

A través de varias investigaciones, se ha encontrado que el agrandamiento
gingival es causado por el acumulo de colagena en la matriz extracelular, ya que
no se esta degradando completamente (31, 35, 42).

Este proceso esta vinculado con los receptores de membrana para colagena, los
cuales no estan siendo activados para la internalizacion de la colagena (12, 24,
42, 43).

Las integrinas son receptores que se encuentran en la membrana celular de los
fibroblastos (4).

La integrina a2B1 es un receptor especifico para colagena la cual participa
activamente en la fagocitosis de la colagena para su posterior degradacion (11,
18, 22, 24, 42).

La baja expresion de la integrina a2B1 reduce la cantidad de fagocitosis de
colagena, causando que se acumule en el espacio extracelular, siendo causante
del agrandamiento gingival (12, 24, 42).

Para el estudio de la expresidén de las integrinas a2B1 utilizamos fibroblastos
derivados de encia de un paciente sano y fibroblastos derivados de la encia de

un paciente bajo tratamiento con Ciclosporina A.
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Nuestros resultados indican que en los fibroblastos derivados del paciente
tratado con CsA decrece la expresion de la integrina a231 en comparacion con
la cantidad de integrinas a2p1 que expresan los fibroblastos derivados del
paciente sano.

Estos resultados son compatibles con los estudios que indican la baja expresion
de la subunidad a2 en el agrandamiento gingival inducido por Ciclosporina A (lee
& Kataoka). Lee et al. (12) demostraron mediante la técnica de citometria de
flujo, y utilizando fibroblastos gingivales de humano cultivados in vitro, que la
subunidad de integrina a2, es el primordial receptor de colagena que permite la
internalizacion de colagena a la célula y que la baja expresion de esa subunidad
causa que haya disminucién en la fagocitosis de colagena, aumentando la

concentracion de colagena en la matriz extracelular.

Kataoka et al (24) en uno de sus articulos reportaron sus hallazgos de que en el
agrandamiento gingival causado por CsA hay un menor porcentaje de
fagocitosis, causando que haya acumulacion de colagena en la matriz
extracelular. Para esto utilizaron fibroblastos de rata y el método de analisis

inmunohistoquimico.

Sus resultados con semejantes a los reportados por McCulloch et al (46),
quienes utilizando fibroblastos humanos cultivados in vitro y haciendo el analisis
por medio de citometria de flujo, reportaron que en las lesiones fibréticas hay
una reduccion en la cantidad de internalizacion de colagena por parte de los
fibroblastos, teniendo como consecuencia la acumulacién de colagena en el

medio extracelular.

Asi mismo Kataoka et al, en otro articulo (43), por medio de citometria de flujo y
utilizando fibroblastos provenientes de ratas medicadas con CsA, demostraron,
que la Ciclosporina A causa la baja expresion de las integrinas a2 receptoras de
colagena, teniendo como consecuencia el bajo porcentaje de internalizacién de

colagena en la célula para su posterior degradacion.
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11 CONCLUSIONES

En los fibroblastos derivados del paciente tratado con CsA decrece la expresion
de la cantidad de integrinas a2f31 en comparacion con los fibroblastos derivados
de paciente sano.

Por lo tanto la Ciclosporina A reduce la expresion de la integrina o231, teniendo
como consecuencia la acumulacion de colagena en la matriz extracelular,
causando asi agrandamiento gingival.

A pesar del avance obtenido con estos resultados y con investigaciones
anteriores, aun falta por descubrir el mecanismo exacto por el cual las integrinas
no se estan expresando en los pacientes medicados con ciclosporina A, por lo

cual se deben continuar haciendo investigaciones sobre este tema.
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