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ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

A-JUSTIFICACION DE LA TESIS






JUSTIFICACION DE LA TESIS

El Agrandamiento gingival es un dismorfismo que afecta al periodonto
y conceptualmente se podria definir como una alteracién morfoldgica,
congénita o adquirida de una parte o de la totalidad de la encia. Este
sobrecrecimiento gingival se ha relacionado con diferentes factores
aparte del farmacolégico, tales como el inflamatorio -acimulacién de
placa bacteriana-, cambios hormonales, de origen neopldsico y de
causa genético-hereditaria fundamentalmente.

El Agrandamiento gingival inducido por fdrmacos se ha relacionado
bdsicamente con el antiepiléptico fenitoina. También en las dltimas
décadas se ha observado con la administracién de otros fdrmacos
tales como el inmunosupresor ciclosporina A y fdrmacos dirigidos al
tratamiento de enfermedades cardio-vasculares como el grupo de los
antagonistas de los canales del calcio -nifedipina, verapamil vy
diltiazem-. Sus caracteristicas permiten distinguirlo de otros tipos de
Agrandamiento gingival:

eHa aumentado su prevalencia por haberse incrementado las
necesidades terapéuticas de la poblacion: en las
enfermedades  cardiovasculares,  fransplantes vy
enfermedades inmuno-supresivas y en afectaciones
neuroldgicas como la epilepsia.

e Estd considerado como efecto adverso por tratarse de
una induccion por fdrmacos.

e Es de causa externa por su relacién a la administracién
del fdrmaco y de aparicion temprana con respecto al
inicio de la terapia.

e Podria ser predecible y el médico deberia conocer los
efectos adversos del fdarmaco y las alternativas de
segunda eleccion de que dispone en el tratamiento
individualizado del paciente.

En la actualidad se conoce el riesgo del Agrandamiento gingival que
presenta un paciente tratado con fdrmacos inductores. Es por ello que
el médico que prescribe este tipo de fdrmacos debe recomendar a sus
pacientes un control especifico de su salud gingival, ya que el
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mantenimiento de una correcta higiene oral minimiza la manifestacion
y la severidad clinica de este dismorfismo. Muchas veces la
imposibilidad de modificar la estrategia terapéutica reduciendo la
dosis o substituyendo el fdrmaco -fase sistémica del tratamiento
periodontal-, obliga a promover los aspectos preventivos -fase
higiénica del tratamiento periodontal- que podrian ayudar a controlar
dicha manifestacion clinica, y en dltimo lugar indicar su exéresis -fase
quirdrgica del tratamiento periodontal-.

El control y fratamiento del dismorfismo gingival se plantea por las
molestias clinicas que comporta para el paciente en cuanto a la salud, a
la funcidén y a la estética de la encia. Su presencia mantenida durante
largo tiempo puede cronificar la lesién tisular y producir una pérdida
de insercién dentaria con perjuicio del pronéstico periodontal.

Se comprueba que en los paises occidentales donde el progreso y los
recursos tecnoldgicos han permitido una esperanza de vida mds larga,
se observan de forma mds prevalente los efectos adversos de
tratamientos médicos a largo plazo.

La interpretacidn histoldgica del Agrandamiento gingival, a través de
muchos estudios en los Ultimos afios, ha permitido corregir las
primeras observaciones y se ha establecido que este tipo de
dismorfismo gingival no tiene como fundamento una hiperplasia ni una
hipertrofia celular pura. La mayoria de investigadores han concluido a
través de estudios de microscopia y técnicas de inmunofluorescencia
que el fundamento patoldgico de esta alteracién de la encia estd
esencialmente establecido en la matriz extracelular por incremento
de las fibras coldgenas y sustancia fundamental amorfa -
glicosaminoglicanos- dependientes en su homeostasis de los
fibroblastos -Lucas y cols.1985, Bonnaure-Mallet y cols.1995, Sakamoto y cols.2002-.
Por este motivo parece mds apropiado catalogarlo con la denominacién
clinica de "Agrandamiento Gingival".

Se realizard una revisién de las caracteristicas generales de este
proceso de sobrecrecimiento gingival que aparece con una alta
prevalencia en la poblacién que estd sometida a la administracion de
estos fdrmacos.

Se establecerd una metodologia de trabajo para estudiar 7/ vitro el
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comportamiento de un cultivo primario de fibroblastos sometidos a la
accion de los fdrmacos inductores -fenitoina, nifedipina y
ciclosporina- y observar sus efectos. Los fibroblastos proceden de
una encia agrandada de un paciente tratado con ciclosporina, y otro
origen es el de una encia normal correspondiente a un paciente sin
antecedentes de haber sido tratado con ningin agente conocido capaz
de provocar Agrandamiento gingival.

Al valorar los resultados se discutirdn con los obtenidos por otros
autores y se aportaradn las conclusiones del estudio 7 vitro.

El desarrollo de la tesis se centrard en el Agrandamiento gingival
inducido por fdrmacos a partir de:

1. Una observacion y examen a microscopia optica de las
caracteristicas estructurales histopatoldgicas y diferenciales de
ambas muestras de encia.

2. Se estudiarda la capacidad proliferativa de los fibroblastos,
procedentes de los 2 tipos de encias, en cultivos primarios bajo la
accion de los 3 fdrmacos inductores por separado a distintas
condiciones. Se comprobarad si los fibroblastos procedentes de las
muestras de encia aumentan su nimero -hiperplasia de la poblacién
celular- o modifican su forma -hipertrofia de los fibroblastos-
como posibles causas del agrandamiento gingival farmacolégico-.

3. Se realizara un estudio de transcripcién génica por el método de la
“reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real” del RNA de las
proteinas mds influyentes en la patogenia del agrandamiento
gingival como son el coldgeno, el factor de crecimiento
transformador p y la colagenasa.

4. Se observara la traduccion proteica del coldgeno como proteina mas
representativa de la matriz extracelular.

La motivacion de esta tesis experimental estd en determinar la
patogenia del agrandamiento gingival farmacoldégico en unas
condiciones /n vitroy confrontar los hallazgos con los observados en
publicaciones y revisiones cientificas de otros autores. También se
observardn las caracteristicas microscopicas de la morfologia tisular
de las muestras y comprobar su semejanza con el patrén descriptivo
histopatoldgico del Agrandamiento gingival.
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Las condiciones metodoldgicas en laboratorio tienen sus limitaciones
extrapolables al ser vivo -ver Discusién- y ante los resultados que se
obtengan conviene ser prudente en las conclusiones.

-Abreviaturas-

La lista de abreviaturas que se expone corresponde a los conceptos mds importantes
y empleados con mayor frecuencia en el estudio. Hay otros que no estdn en esta
lista pero aparecen en el texto con su equivalencia en abreviatura a continuacién, a
pie de figura o de pdgina. Estas abreviaturas son las observadas en la mayoria de
articulos de la literatura revisados aunque no son invariables y para el lenguaje y
comprension de la tesis me han parecido aceptables.

AG: agrandamiento gingival
AGIF: agrandamiento gingival inducido por fdarmacos
Cs: ciclosporina

DNA:  dcido desoxiribonucleico

EGF: factor de crecimiento epidermoide

GAG:  glicosaminoglicanos

MMP:  enzima metaloproteinasa de la matriz

mRNA: dcido ribonucleico mensajero

Nf: nifedipina

PHT: fenitoina

PMN:  leucocitos polimorfonucleares

RT-PCR:...reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real
TGFp:  factor de crecimiento transformadorp

-Sindnimos
Agrandamiento gingival ~ Sobrecrecimiento g. ~Lesion exuberante g.
Bloqueadores de los canales del calcio~Calcio-antagonistas
Fibroblastos “responder” ~ F reactivos ~ F de alta actividad
" "non responder” ~Fno * ~ Fdebaja "
Glicosaminoglicanos ~ Proteoglicanos ~ Mucopolisacaridos
Interdigitaciones epiteliales ~ Rete pegs
MMP-1~ colagenasa 1, MMP-3~ estromelysina



ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

B-ESTADO DE LA CUESTION






ESTADO DE LA CUESTION

1-ANATOMIA DEL PERIODONTO

El periodonto es el conjunto de estructuras tisulares que protegen y
soportan los dientes por lo que también se conoce como aparato de
insercion. Esta formado por la encia, el cemento radicular, el hueso alveolar
y el ligamento periodontal -Lindhe y cols.2005- -figura 1,1-.

El periodonto de proteccién/insercion forma una unidad funcional y
evolutiva durante las diferentes etapas de la vida. Su formacién se produce
simultdneamente a la formacion de los dientes a partir de las células
mesenquimatosas del primer arco branquial procedentes de la cresta neural
-Lindhe y cols.2005-.

espacio

i interdentario
\! coroha dentaria
el papila gingival

— epitelio de unién

y < /! 7 \ l"-.\ iy | L. .
- —— L %\ margen gingival libre

il.l A
A linea mucogingival
L. 3 mucosa alveolar
K
1 ' 5 .

b, — cemento radicular

i
.q ligamento periodontal
[ 5

.-"' - &— cortical externa
Z 2

— encia insertada

hueso alveolar

esponjosa

-figura 1,1: Seccién de periodonto y sus elementos constitutivos. Modificado de
Rateitschak y Wolf1991-
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1.1-La encia. Morfologia

Es la mucosa bucal que protege y cubre por continuidad los procesos
alveolares donde estdn insertados los dientes. Su disposiciéon firme y
festoneada alrededor de las coronas dentarias es consecuencia del soporte
fibroso conectivo y por el hueso que la compone.

Se pueden distinguir 3 partes -figuras 1,1y 1,2-:

} mucosa alveolar

—— argen gingival

encia adherida
o insertada

-figura 1,2: Partes de la encia y mucosa alveolar-

A. Margen gingival o Encia libre marginal. Es la porcion de encia mds
coronal separada del diente por el surco gingival y el epitelio de
unién. Cubre o solapa las caras libres de los dientes: bucal, lingual
o palatina.

El surco gingival es el espacio que hay alrededor de la corona del
diente, limitado por el esmalte de la corona y por el epitelio del
surco y de base el epitelio de unién o adherencia epitelial. La
profundidad de este surco es un pardmetro importante para el
diagndstico de la enfermedad periodontal si supera su sondaje los
2-3 mm que mide en estado de salud. Durante la exploracion la
sonda periodontal penetra el epitelio de unién hasta llegar a la
insercién conectiva.

B. Encia adherida o insertada. Corresponde a la franja de encia mads
apical, desde la base del margen gingival -donde se corresponde
con el punto de la insercion conectiva del diente- hasta el limite
con la mucosa alveolar -linea

10
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mucogingival-. La anchura puede variar segtn la zona de la boca.

C. Encia interdental. Es la que se sitla en los espacios interdentarios
o interproximales adaptdndose a la forma y dimensiones que
tienen. Se distingue la papila gingival que es la encia triangular que
ocupa todo el espacio de separacion entre 2 dientes contiguos por
debajo del punto de contacto y es la primera en afectarse por
sobrecrecimiento -ver 3-El Agrandamiento gingival-. En molares 'y
premolares la anchura de las coronas permite unas superficies de
contacto dentario que provoca el desdoblamiento de la papila
gingival en lingual y bucal separadas por una depresién denominada
col -figura 1,3-.

-figura 1,3: Encia interdental en aspecto interproximal en incisivo -I-, premolar -P-y
molar -M-. Modificada de Rateitschak y Wolf 1991-

La funcién de la encia es de proteccion estructural -frente a traumatismos
de la masticacion- y defensiva -por la accion que realiza la saliva en la
superficie al actuar como lubricante con la descamacion de las células
epiteliales. El flujo crevicular y el epitelio de unién aportan inmunoglobulinas
y células inflamatorias frente a los microorganismos presentes en el surco
gingival.

11
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1.1.1-Vascularizacion e inervacion de la encia.

La vascularizacién corre a cargo de vasos sanguineos supraperiésticos que
son ramas terminales de diversas arterias (a) de la zona:
Encia inferior:
e Zona posterior---bucal: a bucal -rama de la a maxilar interna-
ramas perforantes de la a dentaria inferior
e Zona anterior---bucal: a mentoniana
ramas perforantes de la a incisiva

encia lingual: a lingual -rama de la a carétida externa-
ramas perforantes de la a dentaria inferior

-Berkovitz y cols.1977-

Encia superior:
e Zona posterior---bucal: a bucal
ramas gingival y perforante de la a alveolar
posterior superior
e Zona anterior---bucal: ramas labiales de a infraorbitaria
ramas perforantes de a alveolar anterior superior

encia palatina: ramas de a palatina mayor
-Berkovitz y cols.1977-

La inervacion de la encia varia también si se considera la arcada superior o
inferior y la vertiente bucal, lingual y palatina -tabla Ty II-:

e Maxilar:
zona anterior zona posterior
encia palatina -n nasopalatino -n palatino mayor
-n infraorbitario | -n alveolar supero-
encia bucal posterior
-n. bucal

-tabla I: Inervacién de la encia del maxilar superior, n:nervio -Berkovitz y cols.1977-

12
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4
e Mandibula:
zona anterior zona posterior
-n lingual -n lingual
encia lingual -ramas perforantes n | -ramas perforantes n
dentario inferior dentario inferior
-n mentoniano -n bucal
encia bucal -ramas perforantes n
dentario inferior

-tabla IT: Inervacién de la encia de la mandibula, n:nervio. -Berkovitz y cols.1977-

Estos nervios proceden de los froncos correspondientes a la segunda y
tercera rama del trigémino.

La encia interdentaria estd inervada por prolongaciones de plexos nerviosos
que proceden del ligamento periodontal y ramificaciones supracrestales.

1.1.2-Histologia de la encia.

Se compone de un epitelio, con diferentes caracteristicas segin la zona
anatomica, y de un tejido conectivo. Se distinguen -figura 1,4-:

1. -epitelio gingival que se continta con el epitelio oral -bucal-.
2. -epitelio del surco gingival.
3. -epitelio de union o adherencia epitelial. -Lindhe y cols.2005-

1. El epitelio gingival cubre la superficie del margen gingival desde la cresta
hasta la linea mucogingival, limite de la encia insertada. Es escamoso,
estratificado y queratinizado. Su composicion es en capas celulares
evolutivas de maduracién desde la membrana o Idmina basal -limite con el
tejido conectivo- hasta la superficie cornea desde la que se descaman las
células y se sustituyen por las inmediatas inferiores -granulosas-. La
queratinizacion es un proceso de diferenciacién para la funcién y no de
degeneracion. El limite con el tejido conectivo es festoneado y se prolonga
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en su interior formando crestas epiteliales.

-figura 1,4: Se observan los diferentes tipos de epitelio: 1-Epitelio gingival, 2-Epitelio del
surco, 3-Epitelio de unidn. TC: tejido conectivo, HA: hueso alveolar. Modificado de
Rateitschak y Wolf 1991 -

-estrato corneo

-estrato granuloso

-estrato espinoso

-estrato basal o germinativo

maduracion

La diferencia de este epitelio con el de la piel estd en la carencia del
estrato ldcido que se sitla entre el granuloso y el cérneo. La distincidn
entre epitelios estratificados se centra en la morfologia celular de la capa
mds superficial: el estrato cérneo -Berkovitz y cols.1977, Gartner y Hiatt 1997-. Si
permanecen los nicleos celulares en el estrato cérneo el epitelio puede no
estar queratinizado o bien estar paraqueratinizado y los grdnulos de
queratohialina no aparecen en el estrato granuloso en ninguno de los dos
€asos.

14
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El epitelio gingival en los espacios interdentarios posteriores también esta
libre de queratinizacidn en la zona correspondiente al col.

-figura 1,5: Imagen de la composicién de la membrana basal y las estructuras de unién y
anclaje. A-Aspecto original a microscopia éptica de una zona de la membrana basal a
unos 600 aumentos. B-Imagen al microscopio electrdnico, se aprecia la unidn de la
membrana basal -MB- a las estructuras contiguas: a la superficie radicular mediante
hemidesmosomas -HD- y a las células del epitelio de unién. Obsérvese la distincién de
las 2 capas de la MB: las ldminas llcida y densa. Las flechas largas muestran los espacios
intercelulares epiteliales. B, modificada de Rateitschak y Wolf 1991-

La membrana basal presenta a su vez 2 capas: una en contacto con las
células basales -ldmina licida- permeable a los electrones a diferencia de la
otra que es la Idmina densa adyacente al tejido conectivo. La caracteristica
principal es la observacion de zonas de union electrodensas entre las células
epiteliales basales y la ldmina ldcida llamadas hemidesmosomas. A estas
estructuras convergen los tonofilamentos citoplasmadticos de estas células
para fijarse a la membrana basal. Interesa citar ofras estructuras de
anclaje observadas también a microscopia electrénica que son fibras
conectivas que emergen de la ldmina densa -Lindhe y cols.2005- -figura 1,5 B-.

2. El epitelio del surco gingival tapiza el surco gingival desde el punto mds
coronal del epitelio de union hasta la cresta. Es escamoso estratificado no
queratinizado. No presenta crestas epiteliales profundas.

3. El epitelio de unién es también un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado. Junto con el sulcular tienen un recambio mds rdpido que el
resto de los epitelios -unos 5 dias-. Adherido al esmalte por una Idmina
basal en la que su zona electrodensa estd en contacto con el esmalte y la
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zona electrolicida presenta los hemidesmosomas -figura 15 B-. Adyacente a la
linea amelocementaria, en la superficie radicular, se une también al
cemento. El refuerzo de union de la encia al diente estd en las fibras
gingivales que proceden del margen gingival -unién dento-gingival-. Las
células que estdn mds cercanas al esmalte -suprabasales- no estdn unidas
directamente a su superficie y presentan una estructura de interfase muy
similar a la membrana basal: zona electrolicida, electrodensa vy
hemidesmosomas hacia el esmalte -figura 1,6-.

|

Dentina Esmalte

ldmina basal int

fibras coldgenas
dentogingivales

LAC,

limite apical
del epitelio de
unién

-figura 1,6: Esquema de la morfologia del epitelio de unién con el esmalte.
Obsérvense las 2 capas de la membrana basal. LAC: linea amelo-cementaria.
Modificado de Rateitschak y Wolf 1991-

Las células del epitelio son:

e Queratinocitos. De la capa basal a la granular aumentan los
tonofilamentos y los desmosomas y disminuyen las organelas.

e No queratinociticas -células claras- hasta un 10% de las células del
epitelio oral. Se mencionan:
-células de Langerhans -presentadoras de antigenos, para la
respuesta inmunitaria tfemprana-.
-receptores tdctiles de Merkel. Presentan desmosomas en sus
uniones-.
-melanocitos. Sintetizan el pigmento melanina.
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El tejido conectivo de la encia adherido al epitelio por la ldmina basal se
conoce con el nombre de ldmina propia. Por debajo de ésta se sitla un
conectivo mds laxo donde aparecen depdsitos de lipidos, gldndulas, vasos y
nervios. Es dificil distinguir el limite entre ambos segmentos conectivos.

Se distinguen 2 capas en la Idmina propia: una mds superficial o papilar que
se presenta como proyecciones conectivas -papilas conectivas- entre las
crestas epiteliales que se interdigitan con ellas, las fibras coldgenas son
finas con acumulos de poca densidad. La capa profunda o reticular es rica en
haces de fibras coldgenas mds gruesos y organizados.

ePItelio ... o s e

capa papilar mucosa

conectivo adyacente -lamina propia- .
n yacen mina prop capa reticular

conectivo profundo ... ... .. .. o o et vt e s e+ e .. SUbMUCOSQ

Las fibras coldgenas en su funcion de adosar y mantener firme la encia
alrededor del diente y del hueso alveolar proporcionan una resistencia y
defensa de las fuerzas masticatorias y se conocen como fibras gingivales.
Los principales grupos se disponen formando distintas direcciones -figura 1,7-:

--dentogingivales. Por encima de la cresta alveolar, desde el cemento
radicular hacia el conectivo de la encia -1-.

--alveologingivales. Unen la cresta alveolar con la lamina propia de la
encia -2-.

--interdentales o interpapilares. Conectan las papilas bucal y lingual -
3-.

--longitudinales -intery transgingivales-. De larga longitud dispuestas
en la encia marginal -4-.

--circulares. Rodean los dientes en la encia marginal y por el espacio
interdental, coronales a las fibras transeptales -5-.
--dentoperiostales. De la superficie radicular al periostio -6-.

-- franseptales. Son horizontales y unen dientes vecinos por encima de
la cresta -7-.

--periostiogingivales. Del periostio a la encia -8-.
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-figura 1,7: Disposicién de los principales grupos de fibras gingivales alrededor de los
dientes. Modificado de Rateitschak y Wolf 1991-

1.1.2.1-La Sustancia fundamental y sus componentes.

La matriz extracelular conectiva es rica en sustancia amorfa fundamental -
sustancia basal- y presenta condensaciones de dcido hialurénico,
mucopolisacaridos y glicosaminoglicanos (6AG). En su interior aparecen las
fibras proteicas como un elemento constitutivo importante sintetizadas
esencialmente por los fibroblastos que son las células tipicas conectivas -
Berkovitz y cols.1977-. Su capa pericelular proxima a la superficie es muy diversa
en sus caracteristicas segun la funcién a realizar, en general es la zona de
matriz intersticial mds fibrosa. Las macromoléculas de GAG y las proteinas
estructurales forman una sustancia basal gelificada al incorporar agua en su
constitucion. Esta incorporacion acuosa se debe a la carga negativa de estos
mucopolisacdridos por la presencia en su composicion de grupos carboxilo y
sulfato. Los GAG estdn unidos a proteinas ya desde su sintesis con enlaces
covalentes a diferencia del dcido hialurdnico. Este tiene otras
caracteristicas particulares que lo diferencian del resto de GAG:

e Sintesis directa desde la membrana plasmdtica y no en el aparato de
Golgi,
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e -no estd sulfatado,
e -es un mucopolisacdrido libre y si se une a proteinas no es con enlace
covalente, constituyendo agregados de proteoglicanos.

Los GAG inician su composicion en el reticulo endoplasmadtico rugoso a partir
de la sintesis de la proteina de base. La sulfatacion y otros cambios
moleculares se producen en el complejo de Golgi. Se citan como
importantes:

-dermatdn sulfato, -heparina, -heparina-sulfato, -queratano-sulfato, -
condroitin 4-sulfato, -condroitin 6-sulfato.

La asociacion de GAG con dcido hialurénico requiere la presencia de
proteinas de union para estabilizar la macromolécula de proteoglicano.

1.1.2.2-Proteinas fibrosas.

El coldgeno y elastina forman una red de fibras diseminada en la sustancia
basal en relacidon con GAG y los elementos celulares.

El primero es una proteina hidrofdobica del que se conocen unos once tipos
distintos pero en la encia aparecen el I, IIT, IV y V -tabla III-.

Su molécula se compone de tres cadenas polipeptidicas con secuencias mds
repetidas de 3 aminodcidos: glicina, prolina y tirosina -Ver mds detalles en D-Disefio
del estudio-.

Coldgeno I +comln encias, tendones, huesos, lig periodontal
Coldgeno ITT | participan las fibras reticulares, lig periodontal
Coldgeno IV integra la membrana basal

Coldgeno V relacidn con tipo I,

-tabla III: Tipos de coldgeno en la encia-

La elastina es otra proteina fibrosa fundamental que concede al tejido la
propiedad de la flexibilidad y elasticidad. En su composicién predominan,
como en el coldgeno, los aminodcidos tirosina, glicina y prolina, pero no la
forma hidroxilada de estos dltimos. El entrecruzamiento molecular de los
monomeros -tropoelastina- se produce en el exterior celular. Es hidrofébica
por el predominio de grupos no polares. Las fibras eldsticas suelen asociarse
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a la red vascular y aparecen en el conectivo de la mucosa alveolar. Se ha
comprobado que la ldmina propia rica en fibras eldsticas induce a la
formacién superficial de epitelio no queratinizado en cambio la que no
presenta estas fibras -encia- favorece la expresion genética de epitelio
queratinizado -Lindhe y cols.2005-.

1.1.2.3-Proteinas estructurales.

Se conocen también como moléculas de adhesion por su interaccién entre la
matriz y las superficies celulares mediante la unién a otros componentes
matriciales -Ver 2-Inflamacién-. Las mds importantes son la fibronectina y la
laminina.

La primera es una glicoproteina de elevado peso molecular con tres tipos de
secuencias de aminodcidos repetidas, con 2 cadenas polipeptidicas unidas
covalentemente por puentes disulfuro cerca del extremo carboxilo. Su
depdsito en la matriz es como fibrillas largas e insolubles. Se sintetiza
también por células animales en cultivo y puede actuar como proteina de
adhesion entre células y sustratos por eso se han objetivado dominios
especificos de unién con la secuencia de aminodcidos: arginina-glicina-acido
aspdrtico (RGD)". Por esta capacidad de adhesién puede inducir la migracién
de muchos tipos celulares y participar en la reparacién y cicatrizacién de
heridas, con la organizacion del depdsito de la matriz -smith y Wood 1997-.

La laminina es la proteina no colagénica principal de las membranas basales.
Presenta 2 tipos de subunidades unidas mediante puentes disulfuro. Al
microscopio electrdnico se observa una estructura en forma de cruz por la
disposicion cruzada de sus cadenas. Su funcién especifica estd en promover
la adhesidn e interaccién de las células epiteliales a componentes de la
membrana basal -otras proteinas- o al mismo coldgeno IV de la Idmina densa.
La unidon a GAG es variable segln la clase: la unién mds fuerte se produce
con heparina y la mds débil con dcido hialurénico y condroitin-4-sulfato.

La adhesion focal -placas de adhesién o contactos focales- asi como la
agregacién y la extension de las células en cultivo promovida por las
macromoléculas de la matriz, se pone en evidencia al microscopio
electrénico por dreas engrosadas de la superficie celular. Son centros de
unién similares a uniones celulares adherentes con la caracteristica de

' RGD: R=Arg=arginina, 6=Gly=glicina, D=Asp=dcido aspdrtico
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haber microfilamentos en forma de haces -fibras de tension- que se
extienden hasta el nicleo y estdn formados por actina y constituir una
manifestacién del citoesqueleto celular.

Otras proteinas estructurales que se conocen son la tromboespondina, el
factor de von Willlebrand y la condronectina. La primera es una
glicoproteina sintetizada y secretada por los fibroblastos especialmente, se
incorpora a la matriz extracelular. Es capaz de unirse al fibrinégeno, a la
laminina, a la heparina, a la fibronectina y al coldgeno tipo V. Posee tres
cadenas polipeptidicas unidas transversalmente por puentes disulfuro. Las
regiones terminales participan en la agregacion plaquetaria. La adhesion
celular se establece por secuencias de aminodcidos RGD con receptores
especificos de la membrana celular.

Una de las familias de receptores de membrana es la integrina formada en
general por 2 cadenas de polipéptidos: a -grande- y p -mds pequeiia-. Es
capaz de unirse a proteinas estructurales en centros de adhesion de
fibroblastos y otros tipos celulares.

Se considera que existe una relacién reciproca y dindmica entre el fenotipo
celular y la composicién de la matriz extracelular. Esta es capaz de
controlar la forma celular y su metabolismo a través de los receptores de la
matriz en la membrana con el citoesqueleto por cambios en la expresion
proteica a nivel post-transcripcional y post-traduccional -ver transcripcién génica
y fraduccién proteica en D-Disefio del Estudio-, Yy también esta interaccion del
citoesqueleto con los receptores de membrana son necesarios para el
depdsito y las caracteristicas de la matriz extracelular -smith y Wood 1997-. Se
ha comprobado que la duracion y el nivel de estrés sometido al tejido en las
fibras coldgenas y los GAG es percibido por el fibroblasto en su superficie
citoesquelética que regulard la produccién de estos componentes de la
matriz para adaptarse a la funcidn tanto en las proporciones como en el tipo
de coldgeno -Nimni y Harkness 1988-.

La fibronectina y otras proteinas estructurales de la matriz -condronectina
y laminina-, son capaces de participar en la quimiotaxis del fibroblasto al
penetrar en el interior celular ya que esta propiedad depende de Ila
organizacion del citoesqueleto y estd asociada a la presencia de esta
proteina en interaccion con la actina -Miller 1988, Nimni y Harkness 1988-.
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-figura 1,8: Imagen a microscopia electrénica de la
morfologia de un fibroblasto. Tomada de Lindhe y
cols.2005-

1.1.2.4-Elementos celulares de la encia.

Se distinguen las células fijas de las transitorias. Las primeras son las
representativas y predominantes del tejido: los fibroblastos. Son células
fusiformes, alargadas con prolongaciones citoplasmdticas que les dan un
aspecto estrellado. Presentan un nicleo ovoide de color oscuro de gran
tamafio, granuloso y un nucleolo muy definido -figura 18-. Estdn distribuidos
por el tejido conectivo entre los haces de fibras y en la matriz extracelular
que sintetizan y secretan en la mayoria de sus componentes. Se pueden
distinguir fibroblastos jovenes -que son mds activos en sus procesos de
sintesis y degradacién- con gran desarrollo de su reticulo endopldasmico
rugoso y de su aparato de Golgi y los elementos maduros que se denominan
fibrocitos -figura 1,9-.

Los miofibroblastos son fibroblastos con caracteristicas de células del
musculo liso. A la microscopia éptica no se distinguen las diferencias pero en
la observacién a ultraestructura los miofibroblastos poseen filamentos de
actina y cuerpos densos semejantes a los de las células del musculo liso -
Gartner y Hiatt 1997- -ver 4.5-Histopatologia-.
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-figura 1,9: Imagen original de
fibroblastos de encia humana
en cultivo primario,
correspondiente al
experimento de la fesis -

Las células transitorias corresponden a células inflamatorias o inmunes y su
presencia y proporcién varian segln la patologia y estado tisular. En los
tejidos periodontales se encuentran: mastocitos, linfocitos y células
plasmdticas.

1.2-Ligamento periodontal

Estd formado por fibras conectivas que unen la raiz dentaria al hueso
alveolar para fijar el diente al hueso y amortiguar las fuerzas que actdan
sobre la corona. En la proximidad del hueso alveolar y del cemento radicular
se denominan fibras de Sharpey que se entrecruzan en el centro del espacio
periodontal. Se distinguen diferentes grupos:

Hay unas principales de coldgeno -figura 1,10-

e crestales o supracrestales. unen el cemento a la cresta alveolar
y se sitlian por debajo del epitelio de unién -1-.

e horizontales. se extienden desde el hueso alveolar hasta el
cemento -2-.

o oblicuas. las mds numerosas, unen fambién el hueso alveolar y el
cemento radicular -3-.

e apicales: desde el cemento al fondo del alveolo -4-.

Las secundarias agrupan fibras de coldgeno que completan los haces
fibrosos, fibras de elastina y de oxitaldn. Estas ltimas se distribuyen
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paralelas al eje axial del diente.

-figura 1,10: Esquema de la disposicién de las fibras
conectivas del ligamento periodontal. -7- Corresponde a las
fibras transeptales segtin figura 1,7. Modificado de
Rateitschak y Wolf 1991-

Todo este conjunto fibroso deja una malla densa de coldgeno con unas
funciones especificas:

1. Mecdnicas: -union del diente al hueso.
-transmision de las fuerzas de oclusion al hueso.
-amortiguacion y resistencia de estas fuerzas.
-proteccion de las estructuras vdsculo-nerviosas.

2. Formativas: -permite la posicion funcional del diente mediante la

erupcién, sostén y movimiento. Existe una remodelacion
continua entre procesos de resorcion y formacion.
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3. Reparativas: -capacidad de reparacién del hueso alveolar y del cemento.

4. Nutritiva y sensorial: -aporte de nutrientes por la vascularizacién al
hueso alveolar, al cemento y a la encia. La inervacion por los
mecanoreceptores mantiene una sensibilidad propioceptiva y tdctil que
autocontrola la masticacién por un mecanismo neuromuscular.

1.2.1-Vascularizacion e inervacion del ligamento periodontal.

La red vascular procede de las arterias alveolares superior e inferior
correspondientes que forman un plexo vascular. También participan vasos
gingivales a través del periostio que son ramas de las arterias lingual y
palatina. Otra via distinta es a través de las paredes alveolares por arterias
perforantes de los septos alveolares.

Las venas no acompafian a las arterias. Perforan las paredes alveolares
formando una red intraalveolar con anastémosis de venas gingivales -Berkovitz
y co0ls.1977-.

La inervacidn es rica en fibras nerviosas sensitivas que transmiten estimulos
de presidn, tacto y dolor. Estas aferencias se conducen por ramificaciones
periodontales hacia el nervio dentario asi como ramificaciones laterales por
la pared ésea al nervio intraalveolar. El tronco nervioso es el trigeminal que
transfiere las sensaciones hacia centros neuroldgicos superiores.

1.2.2-Matriz extracelular del ligamento periodontal.

Su composicion es similar a la correspondiente de la encia, con una cantidad
importante cercana a un 60% en los haces de fibras de coldgeno. Las
funciones también son comunes: control de la sintesis y orientacion de las
fibras de coldgeno y captacién e intercambio de agua e iones; pero la
diferencia estd en su participacién en el mecanismo de erupcién del diente.
Al parecer la presién del liquido intercelular -unos 10 mmHg mayor que la
presion atmosférica- actuaria como presién hidrostdtica de Ia
vascularizacién para la fuerza eruptiva del diente y en su capacidad de
sostén. Segun la funcion que realice o las circunstancias ambientales la
composicién de proteoglicanos puede variar -en la erupcién del diente
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aumenta de forma significativa el nivel de un proteoglicano hibrido formado
por condroitin sulfato y dermatdn sulfato-. Todos los componentes de la
sustancia amorfa también son secretados en su mayoria por los fibroblastos
residentes -Berkovitz y cols.1977-.

1.2.3-Elementos celulares del ligamento periodontal.

Las células representativas son los fibroblastos. Estos al igual que los que
se localizan en la encia tienen una alta capacidad de sintesis y metabolismo
proteico, con una diferencia en su estructura y relacion: la presencia de
cilios que al parecer intervienen en el control del ciclo celular y contactos
intercelulares del tipo de desmosoma simple -Berkovitz y cols.1977-.

También forman esta poblacién celular los elementos celulares que se hallan
en las superficies del cemento y del hueso: cementoblastos, cementoclastos,
osteoblastos y osteoclastos. Todas ellas procedentes de un tronco celular
comun aunque con funciones distintas de sintesis y degradacién. También se
pueden observar acimulos de células epiteliales que corresponden a los
restos epiteliales de Malassez, vestigios de la vaina radicular de Hertwig
durante el desarrollo del diente. Los fibroblastos del ligamento periodontal
presentan algunas diferencias con respecto a los cementoblastos: un
reticulo endopldsmico y aparato de Golgi mds desarrollados con mayor
capacidad para sintetizar coldgeno, en cambio presentan menor densidad y
volumen de particulas de glucégeno en su citoplasma -Yamasaki y cols.1987b-.

Se pueden observar también células transitorias: macrofagos, mastocitos,
eosindfilos,...

1.3-Cemento radicular

Es una capa calcificada que cubre la totalidad de la superficie de la dentina
radicular. Su origen embrioldgico estd en la capa que reviste el foliculo
dental. Por su dureza se parece al hueso pero no contiene vasos sanguineos
ni inervaciéon. Su grosor no es uniforme: a nivel apical o en zonas de
furcaciones es mdximo -50-200pum- y minimo en el drea cervical -10-50pm-.
Su formacion es continua e indefinida con una capa no calcificada o
precemento y unas fibras de Sharpey que se refijan continuamente. Su
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funcion principal es el soporte del diente y la participacion en la reparacién
de lesiones de la raiz con el mantenimiento de su longitud. Sufre
reabsorcion pero con mayor dificultad que con el hueso -Berkovitz y cols.1977-.

Se distinguen 2 tipos de cemento:

e Acelular o primario: formado antes de la erupcion completa del
diente. Se halla en los 2/3 cervicales del diente y no contiene
células.

e Celular o secundario: se forma posteriormente, mds irregular y
se sitda en el drea mds apical del diente. Presenta células en
lagunas -cementocitos- que estdn intercomunicadas.

Las fibras coldgenas que se observan son las de Sharpey -fibras
extrinsecas- que corresponden a la insercion de las fibras del ligamento
periodontal en el cemento y que son sintetizadas por los fibroblastos
periodontales y unas fibras coldgenas intrinsecas en la matriz del cemento y
que a su vez soh sintetizadas por los cementoblastos que también producen
la sustancia fundamental glicoproteica.

1.3.1-Caracteristicas del cemento radicular.

De menor dureza que la dentina y una permeabilidad que disminuye con la
edad. El cemento celular es mds permeable aunque debido al menor grosor
cervical y con la frecuencia de recesién gingival se produce una eliminacion
por la abrasidn al exponerse la raiz al medio oral por lo que es la dentina la
que queda al ambiente directo de la boca.

Existe en su composicién una gran presencia de sustancia inorgdnica en
cuanto a peso y volumen al comparar con la sustancia orgdnica. Hay zonas
calcificadas en forma de hidroxiapatita que varian segin el punto que se
considere. No presenta alternancia de aposicion-reabsorciéon como ocurre
con el hueso.

La sustancia orgdnica presenta un coldgeno tipo I.

El limite del cemento con el esmalte a nivel cervical en la linea amelo-
cementaria estd definido de tres maneras distintas -figura 1,11-:
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--union borde a borde ~ 30% casos

--el cemento cubre al esmalte en una franja ~ 60-65% casos
--separacion entre el esmalte y el cemento con exposicion de dentina
~ B5-10% casos

60% 30% 10%

-figura 1,11: Esquema de los distintos tipos de terminacién
en la relacion entre el esmalte y el cemento. E: Esmalte, D:
Dentina, C: Cemento. Tomado de Berkovitz y cols.1977-

1.4-Hueso alveolar

Se distinguen el hueso alveolar o fasciculado que forma el alveolo y con una
zona de insercién de las fibras coldgenas del ligamento periodontal -fibras
de Sharpey- y el hueso de la apéfisis alveolar que no se considera parte del
aparato de insercién especifico.

Alrededor de las fibras de Sharpey se observa hueso calcificado. Esta
formado por esponjosa o hueso trabeculado y dos corticales o hueso
compacto en su limite periférico: la interna adyacente a las fibras del
ligamento periodontal hacia medial y la externa limitada por el periostio y el
conectivo de la encia, lateralmente. La cortical interna estd perforada por
numerosos conductos de Volkmann que permiten el paso de vasos
sanguineos, linfdticos y fibras nerviosas hacia el ligamento periodontal.

El nivel de la cresta alveolar con respecto al diente se sittia a 1 mm apical a
la linea amelocementaria.
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El hueso de soporte alveolar es denso laminar con sistemas de Havers. La
esponjosa es rica en células -osteoblastos y osteoclastos- procedentes del
endostio con capacidad de formacién y resorcién indicativas de actividad
osea.

La aportaciéon sanguinea depende de vasos procedentes de arterias
alveolares superior e inferior. Se sitlan a través del septo interdentario
acompafiadas de venas, linfdticos y nervios. Hay anastomosis con ramas que
atraviesan la ldmina cribiforme que proceden desde el ligamento periodontal
a través de las arteriolas dentarias que son derivaciones de las arterias
alveolares.

1.5-Sistema linfdtico periodontal

Los capilares linfdticos se distribuyen en forma de red por todo el tejido
conectivo. La linfa se absorbe en el estroma tisular y circula desde los
capilares a los vasos linfdticos de mayor calibre. Llega a los ganglios
linfaticos donde se filtra y afluyen linfocitos antes de entrar en la
circulacién sanguinea -tabla Iv-.

6L 6L 6L 6L
SUBMENTONIANOS | SUBMANDIBULARES | CERVICALES YUGULO
PROFUNDOS DIGASTRICO

-Encia bucal-lingual de
incisivos inf

-Encia bucal max sup
-Encia bucal-lingual de

-Encia palatina

prem-mol inf
-Periodontos -Periodontos -Periodontos
incisivos inf restantes 3° molares

-tabla IV: Distribucién de drenaje linfdtico en las distintas zonas gingivales y periodontos
-Lindhe y cols.2005-

1.6-Salud clinica

Antes de exponer la patologia del periodonto es importante establecer el
criterio de salud periodontal. Conviene admitir que el limite entre encia sana
y patoldgica es dificil de precisar y con rigor habria que aceptar una
ausencia total de inflamacion a un nivel de microscopia éptica -encia tedrica
sana-. Aunque en la prdctica si se pueden aceptar unas condiciones de

29



ESTADO DE LA CUESTION

salud con algun elemento inflamatorio y se puedan distinguir con claridad de
signos patoldgicos y servir como criterio de definicion de salud clinica del
periodonto.

A la inspeccion clinica hay que observar un color de encia rosa pdlido que
destaca con respecto al rojo intenso de la mucosa alveolar. Puede haber
variabilidad si hay pigmentacién meldnica por influencia racial o geogrdfica o
por la circulacién sanguinea gingival.

La forma y el tamafio han de estar reflejados en el perfil festoneado
constante de la encia marginal en contacto con el diente, con la papila
gingival triangular bien delimitada en el espacio interdentario. El vértice de
la papila es un punto gingival y el mds coronal de toda la encia. El punto mds
apical de la encia marginal estd situado en la cara libre del diente a nivel de
la linea amelocementaria. Este margen gingival ha de ser fino y acabado en
filo de cuchillo contra el diente.

Con la exploracién se podrad apreciar la inmovilidad de la encia al movilizar la
mucosa alveolar, los labios o las mejillas. Se aprecia que la encia estd
adherida y de aspecto queratinizado. Se comprueba a la palpacién con un
instrumento que la consistencia es fuerte y bien adaptada a los tejidos
duros subyacentes y es resistente al intentar separar el margen gingival del
diente.

Mediante el sondaje se comprueba que el surco gingival estd libre en la
entrada sin existir restos alimentarios, cdlculo ni placa bacteriana. Hay
cierta resistencia al sondar con una profundidad de sondaje inferior a 3
milimetros y sin sangrado hi supuracion -Lée y cols.1993-.

30



ESTADO DE LA CUESTION

2-INFLAMACION GINGIVAL Y RESPUESTA ADAPTATIVA
INMUNITARIA

El agrandamiento gingival inducido por fdrmacos, como otros tipos de
agrandamientos gingivales, es un sobrecrecimiento que va asociado a algin
proceso inflamatorio que perpetua el dismorfismo y en ocasiones lo agudiza.
Aunque se describe la defensa innata y la adaptativa o especifica por
separado, sus mecanismos estdn interrelacionados con la participacién de los
microorganismos de la cavidad oral y sus foxinas que condicionan en muchos
casos las diferentes respuestas defensivas.

2.1-Defensa inespecifica

La inflamacidn es el proceso bdsico de defensa del organismo ante una
agresion. Se caracteriza por ser innata. En esta resistencia inespecifica se
asocian distintos factores que actian de forma simultdnea: moleculares,
estructurales, procesos funcionales, ambientales y de predisposicion
genética. Todos en conjunto formarian las primeras lineas de defensa y se
citan a continuacién en sus caracteristicas mds importantes -Casal y Liébana
1995-: poblacién microbiolégica propia, barreras fisicas de la mucosa y
adherencia epitelial, caracteristicas del proceso inflamatorio.

2.1.1-Microbiota autdctona.

Los microorganismos de la flora habitual de la mucosa oral son capaces de
secretar sustancias protectoras -citocinas- frente a patégenos potenciales.
Al ocupar los receptores celulares evitan la accion de los patégenos. Alteran
las condiciones fisico-quimicas del medio ya sea en el interior de los tejidos
o en el surco gingival y estimulan factores inmunitarios.

2.1.2-Barrera mucosa y epitelio de unidn.

La mucosa de revestimiento de la cavidad oral en su integridad asegura una
primera resistencia al agente agresor. Sus células epiteliales se descaman
regularmente. Ademds la superficie estd reforzada por la accién de la saliva
en sus propiedades protectoras y lubrificantes. Existe un flujo salival
continuo que permite una accion mecdnica de limpieza -tabla V-. Con la
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masticaciéon y la deglucion se favorece el arrastre y el flujo de los
microorganismos.

El epitelio de unién proporciona un sellado alrededor de la superficie
dentaria en su adherencia mediante hemidesmosomas y cubriendo la
insercion conectiva del diente al hueso alveolar. En su composicion se
encuentran las células de Langerhans, presentadoras de antigenos, junto con
los macréfagos en el estroma conectivo -ver 1-Anatomia-. El surco gingival
constituye la primera linea de defensa donde siempre aparecen leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y el flujo crevicular que permite la eliminacién de
patégenos y sus productos. Al ser un liquido que procede de la circulacion,
después de atravesar el tejido gingival, aporta muchos componentes -
albimina, glucoproteinas, inmunoglobulinas, complemento, iones, citocinas y
marcadores patogénicos-.

-sistema tampon: bicarbonato-dcido carbénico
-factores de coagulacion: VIIT, IX, X, XIT
-lisozima

-lactoferrina

-lactoperoxidasa

-glucoproteinas

-calcio y fosfato

-Inmunoglobulinas: IgA, Ig6, IgM
-Complemento

-tabla V: Composicién de la saliva-

2.1.3-Inflamacidn.
Es un proceso de reaccion complejo que puede presentar en algunas
circunstancias una respuesta mds intensa en relacion con la causa producida
y tener una repercusion negativa. Se distingue aguda y crénica segun la

rapidez de la respuesta y el fiempo que se mantiene frente a la noxa.

Se establecen 2 fases de defensa -Del-Nero y cols.1998-:
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e Vascular. Es exudativa y el objetivo estd en acercarse, identificar
y destruir al agente agresor que en la mayoria de ocasiones es un
microorganismo y en eliminar también los restos bioldgicos no
viables consecuencia de la invasion y de la defensa.

e Reconstructiva. La finalidad estd en la reparacion y restauracion
de la lesion producida.

Esta respuesta estd condicionada por 2 factores:
e Naturaleza del agente agresor: quimico
fisico
biolégico -microorganismos-

e Capacidad y calidad de defensa del hospedador

Las causas agresoras que provocan la inflamacién del tejido gingival se
distinguen en las categorias ya mencionadas con especial incidencia de las
bioldgicas, por los microorganismos de la placa bacteriana. Su presencia en
el surco gingival facilita la formacién de nichos ecolégicos con riqueza y
variedad de colonias. Segun las caracteristicas fisico-quimicas del surco y el
grado de oxigenacion se establecen diferentes biofilms con respuestas
inflamatorias tisulares por la presencia e invasion inter e intracelular de
algunos microorganismos patdgenos.

Se inician cambios en el plexo vascular con dilatacion de los capilares en la
red terminal. La presidn hidrostatica aumentada permite una permeabilidad
microvascular mds acentuada con extravasacién de células -leucocitos-,
liquido plasmdtico y proteinas -de defensa, como anticuerpos, complemento-.
En estos cambios producidos en arteriolas, capilares y vénulas intervienen
también la histamina, prostaglandinas (PGs) -figura 21-, factor activador
plaquetario (FAP), cininas, etc -tabla VI-.

En esta fase los PMN neutréfilos y los monocitos se acercan a las paredes
del vaso -marginacién- y se adhieren al endotelio por union de receptores
entre las superficies -celular y endotelial-.

La adherencia a la pared del vaso permite la emigracién y quimiotaxis al
espacio extravascular hacia el foco por accién de factores bacterianos
solubles, leucotrienos (LT) -figura 2,1-, complemento, citocinas -interleucina 1
(IL1), factor necrosis tumoral (TNF)-, y adhesinas -entre ellas interesa
citar las moléculas de adhesién intercelular y de adhesion leucocitaria
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endotelial-. Su funcién estaria en facilitar la extravasacién de los leucocitos
y la defensa contra los microorganismos en el epitelio de unidn
conjuntamente con factores quimiotdcticos -kinane y cols.2005-. La fibronectina,
como proteina de adhesion, atrae las adhesinas bacterianas o enmascara
receptores especificos para evitar la colonizacién tisular -ver 1-Anatomia-.

En el foco de agresion, los PMN se concentran y tienen propiedades de
desplazamiento en los tejidos -diapédesis-. Se activan con capacidad de
fagocitosis para la eliminacion de la noxa y de los detritus tisulares en el
proceso de defensa que requiere un reconocimiento del patégeno facilitado
por las opsoninas -anticuerpos, complemento- con adhesion a diferentes
estructuras, ingestién y digestion.

Los monocitos tienen una gran capacidad de fagocitosis y se transforman en
macréfagos en cuanto maduran y proceden de la circulacion vascular. Se
activan por los productos resultantes de la fagocitosis de los PMN
neutréfilos, citocinas, productos bacterianos,.. Si se integran en el tejido
se conocen como histiocitos. También secretan enzimas, citocinas -IL1-,
mediadores de la inflamacidn -PGs, LT....- -tabla VI-.

Mastocitos y leucocitos baséfilos. Moléculas de fase aguda.
Liberan los mediadores inflamatorios | Complemento,  proteina €  reactiva,

vasoactivos -histamina, heparina, PG, LTy haptoglobina, ceruloplasmina, fibrinégeno,
tromboxanos-. albdmina, transferrina, a-antitripsina, a-

macroglobulina, proteina amiloide A sérica.

Plaguetas, en la coagulacidn.
Sistema de las cininas. La lesién focal

Leucocitos. Con defensa innata, no | con el calcio idnico activan el FXII de la
especifica y linfocitos con defensa | coagulacion —y  éste  en  cascada:

adquirida, especifica y con memoria. precalicreina, calicreina, bradicininégeno y
bradicinina, que provoca dolor y atraccién

Células _presentadoras de antigenos: | de leucocitos.
Langerhans, dendriticas y macréfagos.

Presentan los antigenos a los linfocitos para Proceso de coagulacion. Se inicia con el
identificarlos. sistema de cininas mediante calcio y FXIT

con participacién de las plaquetas.

Citocinas
Sistema fibrinolitico. La calicreina
Constituyentes de los lisosomas vy | activa la plasmina para disgregar la fibrina

radicales derivados del oxigeno. del codgulo e iniciar la reparacién del
tejido.

E4P

-tabla VI: Mediadores de la inflamacién y células inflamatorias-
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La inflamacién aguda evoluciona hacia la curacion en cuanto se elimina la
causa y se inicia el proceso de cicatrizaciéon o regeneraciéon. En caso
contrario se puede producir un absceso por persistencia o virulencia de la
noxa o bien el establecimiento de una inflamacién crénica. En esta situacion
predominan los macrofagos en el infiltrado inflamatorio a diferencia de la
fase aguda donde los PMN neutrofilos son mds abundantes.

Los macréfagos activados tienen la capacidad de modificar el fenotipo
segln sefiales inductoras y sintetizar diversos factores de crecimiento vy
citocinas, con secrecion de hidrolasas dcidas, peroxidasas, lisozimas y
mediadores de la inflamacidn. Este fenotipo variante de macréfago seria
determinante del establecimiento en la encia de un proceso inflamatorio
destructivo o proliferativo -Tacopino y cols.1997-ver 4.4,6-Factores de crecimiento-.

Las células que se comportan como intermediarias hacia la defensa
especifica son las que sensibilizan a los linfocitos al presentarles a los
antigenos para reconocerlos especificamente. Son las células presentadoras
de antigenos: las estrelladas de Langerhans, las dendriticas y los
macréfagos que aparecen en tejidos linfoides -tablaVI: figura 2,2-.

2.1.3.1-Sustancias humorales inespecificas.

Son moléculas que participan también con efectos de resistencia al
patégeno -lactoferrina, lisozima, hidrolasas, transferrina, citocinas,
properdina -y globulina con accion antibacteriana y antivirica-, leucinas y
plaquinas -polipéptidos secretados por PMN neutréfilos y plaquetas-, p-
lisina -proteina activa sobre la pared de bacterias grampositivas-. La
elastasa y la lactoferrina son componentes granulares de los PMN y su
distinta liberacién en cantidad indicaria diferente fase de enfermedad
periodontal -Kinane y cols.2005-.

2.1.3.2-Enzimas matriciales y de los patégenos.

Entre las enzimas de la matriz conocidas como metaloproteinasas interesa
destacar la colagenasa secretada por los fibroblastos y los PMN con una
funcién degradativa del coldgeno en fases inflamatorias gingivales
establecidas y avanzadas -ver 2.6-Secuencia de la lesién gingival inflamatoria-. Esta
reduccién de coldgeno evolutiva se compensa por la infiltracién inflamatoria
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creciente -Kinane y cols.2005-. También puede secretarse colagenasa como
factor virulento por algunos microorganismos agresivos: AA®, PG* para
avanzar a través del estroma conectivo. Otras moléculas enzimdticas
virulentas tendrian acciones similares desintegradoras: leucocidinas,
necrolisinas, hemolisinas, hialuronidasas, fibrinolisinas.. Hay enzimas,
propias de los patdégenos y del hospedador, que hidrolizan y dividen
proteinas -proteinasas- con inhibidores de las enzimas contrarias homdélogas
-inhibidores de las proteinasas: a2macroglobulina y alantitripsina -tabla VI-.

Fosfolipidos de
membrana

l' =~ fosfolipasa

.

Acido
araquidénico

ciclooxigenasa --- 1
12,15-lipoxigenasa » 5-lipo-oxigenasa
endoperéxidos

ciclicos
4
12-HETE Lipoxinas isomerasa LT 5-HPETE
AyB

prostaciclin tromboxano
sintetasa sintetasa

PGI PGE PGD TxA;

PGF PGA, TxB,

-figura 2,1: Metabolismo del dcido araquidénico y sus productos entre los que conviene mencionar
las prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (Tx) y los leucotrienos (LT)-

2 AA: Actinobacillus actinomycetemcomitans
3 PG: Porphyromonas gingivalis
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2.1.3.3-Prostaglandinas.

Los metabolitos del dcido araquidonico ya citados como mediadores tienen
una especial importancia en la patogenia de la inflamacién por sus
propiedades y relaciones con otras moléculas y elementos bioldgicos en
procesos de gingivitis y con reabsorcion del hueso alveolar en periodontitis.
Estudios /n vitro han puesto en evidencia esta participacion activa de PGs,
LT y dcidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE) en periodontitis crénica en
las que se produce mayor sintesis y secrecion de metabolitos por la via de la
lipooxigenasa al comparar con la sintesis de productos de la via
prostaglandinsintetasa -Mendieta y cols.1985-. Los HETE -figura 2,1- son
quimiotdcticos para los PMN neutrdfilos como el tromboxano (Tx)B2 aunque
no lo es la prostaciclina (PGI) que sintetizada en las células endoteliales
actla en cambio en el aumento de la permeabilidad vascular y la potencia
con otros mediadores, modulando la fagocitosis leucocitaria -Mendieta 1988-.

Sobre la agregacion plaquetaria el TxA; secretado desde ellas, ejerce una
accién positiva e intensa a diferencia de la que produce la PGI y su
metabolito 6-keto-PGFa. Segln la concentracién de dcido araquiddnico se
formard mayor cantidad de uno o de otro metabolito antagénico en las
plaguetas y en el endotelio y su efecto prevalecerd sobre el otro:
concentraciones bajas -fisiolégicas- de sustrato favorecerian 6-keto-PGFa
sobre TxA; -Mendieta 1989-.

En la reabsorcién ésea que se produce en la enfermedad periodontal crénica
estarian implicados PGE; sintetizada y secretada por macréfagosy TxA:. La
primera

e regula directamente la produccion del Factor Activador de
los Osteoclastos:;

e induce un incremento en el tamafio y en el nimero de los
osteoclastos potenciando sus propiedades y

e estimula la secrecidon de enzimas lisosomales y colagenasa
por los macréfagos.

Su mecanismo de accién -PGE;- estaria a través del sistema de la adenil-
ciclasa. En cultivos de células éseas se produce un primer periodo de
inhibicion de la movilizacién mineral y de la degradacion del coldgeno y
posteriormente, a las 24 horas un efecto de estimulacion de estas acciones,
contrario al inicial. Al parecer dependeria de los niveles intray
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-figura 2,2: Relaciones entre los macréfagos y las células inmunes a partir de la presencia del antigeno, con activacién de los linfocitos para su
proliferacién y diferenciacién. Esta maduracion promueve la secrecion y funcién de citocinas. Ag: Antigeno, IL1: Interleucina 1p, IL2: Interleucina 2.
HLA: Sistema de histocompatibilidad, Acs: Anticuerpos. Esquema adaptado de Genco y co0ls.1992, Lozano y cols.1995-
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extracelulares del adenosin monofosfato ciclico (AMPc). PGE. tendria
también un efecto inhibidor de la respuesta inmunitaria celular. Al parecer
los linfocitos de pacientes con periodontitis agresivas tfienen menor
sensibilidad a la inhibicion que provoca PGE.. El TxA, produciria
indirectamente reabsorcion ésea -Mendieta 1989-.

2.1.3.4-Citocinas.

Son moléculas proteicas que actlian como reguladores del crecimiento y
diferenciacion celular. Son mensajeras para la transmision de sefiales a
otras células y participan en la iniciaciéon y el mantenimiento de las
respuestas inflamatoria e inmunitaria. Por eso participan de la defensa
inespecifica y de la adquirida. Se distinguen por su funcion en:
proinflamatorias, quimiotdcticas, sefialadoras linfocitarias, y factores de
crecimiento. Entre las que participan en la defensa innata se citan las
interleucinas (IL) -1, 6, 8,-, el intérferon tipo I (IFN1), y el factor necrosis
tumoral (TNF). Algunas de ellas -IL5, IL10, IL12, TFNy-

+ INFLAMACION - INFLAMACION
- SALUD + SALUD
Mediadores proinflamatorios Mediadores antiinflamatorios
periodontales periodontales
IL1p TGFp
TNFa IL1 Receptora
IFNy IL10
PGE; IL4
MMP1 TIMMP

-figura 2,3: Relacién de citocinas y factores de crecimiento en estado de salud y de
inflamacién. IL: Interleucina, TNF: Factor necrosis tumoral, IFN: Interferon, PG:
Prostaglandina, MMP1: Metaloproteinasa matricial, colagenasa, TGF: Factor de
crecimiento transformador, TIMMP: Inhibidor tisular de la metaloproteinasa de la
matriz -Page 1998, FDI Barcelona-
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-figura 2,4: Diferentes relaciones entre los elementos moleculares y celulares de la inflamacién y de la inmunidad. LPS:
Lipopolisacdridos, MMP: Métaloproteinasa de la matriz -colagenasa-, TIMMP: Inhibidor de la MMP Adaptado de Page 1992
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regulan la inflamacién de origen inmunitario por estar secretadas por
linfocitos T y activar funciones de células efectoras inespecificas -Abbas y
Lichtman 2004, figuras 2,3y 2,4-.

IL8 es una citocina quimiotdctica para los PMN neutréfilos, linfocitos y
macréfagos. Es capaz de concentrar estas células en los focos estratégicos
y mediar en la respuesta inmunitaria celular.

En la inmunidad especifica destacan las interleucinas IL2, IL4, y factor de
crecimiento transformante p (TGFP). Se caracterizan por la activacion,
proliferacion y diferenciacién linfocitaria y provocar reabsorcion dsea por
inhibicion de la sintesis.

Las citocinas sefialadoras de linfocitos T Helper o cooperadores (LTH)
refuerzan ambas respuestas inmunitarias especificas, con predominio de la
humoral. Se distinguen: IL2, IL4, IL5. Se ha observado mayor presencia de
células plasmadticas en muchas enfermedades periodontales -figura 2 5-.

La encia estaria en un equilibrio constante entre destruccion inflamatoria -
presencia de factores proinflamatorios -reabsorcién dsea- y reparacién -
factores de crecimiento- que permiten la proliferacién, crecimiento y
desarrollo de todas las estructuras del estroma- -figuras 2,3y 2,5-.

2.2-Defensa especifica

Consiste en una respuesta inmunitaria de adaptacién o aprendida por la
exposicion previa al agente agresor. Depende de los linfocitos de las
poblaciones B y T responsables de la inmunidad humoral y celular
respectivamente capaces de reconocer y actuar especificamente contra
fracciones o sustancias antigénicas de la noxa. Este comportamiento
requiere una memoria inmunolégica del agente extrafio con especificidad de
respuestay que puede ser eficaz o excesiva -reaccién de hipersensibilidad-.

Inmunidad humoral. Su vinculacion con la defensa a nivel molecular estriba
en la formacién de anticuerpos (Ac) especificos a los antigenos (Ag) del
agente agresor. La naturaleza del Ag es proteica y de alto peso molecular.
Cuando se produce la presentacion del Ag a los linfocitos B éstos inician un
proceso de crecimiento y diferenciacion a Células Plasmdticas que son las
que producen directamente las inmunoglobulinas. Una porcion de linfocitos B
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queda de reserva y memoria frente al Ag especifico. Esto explica el
diferente tipo de respuesta reactiva entre la 1% exposicién o contacto con
el Ag -respuesta lenta y débil- a las siguientes exposiciones -respuesta
rdpida e intensa-.

Los Acs también son macromoléculas proteicas y especificas en la unién y
reaccién con el Ag para su eliminacion. Se distinguen diferentes formas de
reaccion:

R INMUN CELULAR R INMUN HUMORAL
Linfos T Linfos B
TK TS TH X Plasmocitos
TH;
/ | \ ------------ Clase y
IL2 TFN TNF subtipo Ig

-figura 2,5: Mediacién de los linfocitos TH -cooperadores- en las 2
respuestas inmunitarias a través de las citocinas -sefialadoras
linfocitarias-. TK -linfocitos citotéxicos-, TS -linfocitos supresores-, IFN:
Interferon, IL: Interleucina, TNF: Factor necrosis tumoral, Ig:
Inmunoglobulinas. Se produce un refuerzo en ambas vias inmunitarias,
especialmente en la humoral para las gingivitis y periodontitis-

1. Directa:
a. Precipitacion -insolubilidad-.
b. Aglutinacion -unidn-.
c. Neutralizacion -inactivacion-.
d. Lisis -disolucion-.
2. Indirecta:
a. Activacion del complemento. Se producen las reacciones
anteriores a través de la cadena enzimdtica del
complemento; hay que afiadir la opsonizacion.
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b. Activacion de la reaccion de anafilaxia. La reaccién Ag-Ac
provoca la balonizacién y destruccién de la célula efectora
con liberacion de histamina, y ofras sustancias
quimiotdcticas.

La inmunidad humoral se produce en casos de infecciones bacterianas
agudas y aparecen en periodos cortos: dias/semanas.

La secrecion de Ig establece unas diferencias segin el subtipo
predominante con respecto al prondstico y a la susceptibilidad del proceso
periodontal y se ha comprobado que IgM provocan mds bacteriolisis que
opsonizacién, frecuente en Ig6. La subclase IgG: presenta mds avidez para
la union con carbohidratos bacterianos como lipopolisacdridos (LPS) a
diferencia de las otras subclases de IgG cuya union es con proteinas -Kinane y
cols.2005-,

Inmunidad celular. Corresponde a los linfocitos T este tipo de defensa. Los
que son sensibilizados crecen y proliferan para obtener mds linfocitos
sensibilizados para un Ag especifico. Una subpoblacidn ird directa al foco de
agresioén y otra permanecerd en el tejido linfoide como linfocitos T memoria
siendo una reserva a futuros ataques del Ag especifico. Por este motivo las
reacciones posteriores serdn también mds enérgicas que la primera.

Los mecanismos de defensa son:

1. Directo. A tfravés de linfocitos T citotéxicos o destructores
(LTK). Se hincha el linfocito y libera linfotoxinas que lisan al
agente agresor.

2. Indirecto:

a. Por amplificacion. Por linfocitos T cooperadores (LTH). Son
capaces de activar linfocitos B a través de factores
quimiotdcticos, de transferencia y citocinas que sensibilizan
mds linfocitos y atraen macréfagos -figura 2 5-.

b. Por regulacion. Por linfocitos T supresores (LTS) que
modulan la respuesta inmune por retroalimentacion.
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2.3-Caracteristicas fisico-quimicas de los ecosistemas orales

Los ecosistemas orales primarios son nichos ecoldgicos en los que estdn
establecidas colonias de microorganismos residentes -microbiota autoctona
o propia- y microorganismos transitorios. Se consideran ecosistemas
primarios la mucosa oral, la lengua, las superficies dentales y el surco
gingival -valle y cols.1995-.

Los microorganismos que ocupan estos ecosistemas se encuentran en unas
condiciones 6ptimas o como minimo tolerantes para su supervivencia y
desarrollo incluso en relacién con otras especies microbianas distintas con
las que estdn en equilibrio. Estos factores a tener en cuenta son:

-Humedad. Necesaria por su alto contenido acuoso. A través de ella se
producen los intercambios de nutrientes y productos de desecho. La
disponibilidad es elevada por la saliva que fluye y cubre la mayoria de
las superficies.

-pH. El valor habitual estd alrededor de 7, aunque se producen
variaciones segtn los productos disueltos en la saliva que por el sistema
de amortiguacion del bicarbonato se compensan.

-Potencial de oxido-reduccién. Este potencial condiciona el grado de
aerobiosis de los distintos microorganismos: desde un ambiente
estricto y exclusivo en relacion con el oxigeno -aerobios y anaerobios
estrictos- a una situacion tolerante -facultativos-. En zonas muy
aerobias, expuestas o superficiales, los potenciales REDOX son muy
altos, lo contrario en nichos ecoldgicos profundos como una bolsa
periodontal donde los potenciales son muy reducidos.

-Temperatura. Los microorganismos autéctonos han de ser capaces de
resistir un margen de femperatura muy amplio en pocos segundos
desde los 37 °C habituales, debido a la fluctuacion importante que se
produce con los alimentos -Liébana y cols.1995-.
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2.4-Flora habitual autéctona

La microbiota residente aporta en general beneficios al hospedador, como
una simbiosis, en los aspectos nutricionales pero también proporciona una
proteccion frente a una posible infeccién. Esta se establece en cuanto hay
un desequilibrio microbioldgico entre colonias con un resultado de aparicién
de factores virulentos para el hospedador. Esta alteracién puede producirse
también por factores externos relacionados con la dieta, hdbitos téxicos
del paciente, quimioterdpicos administrados que alteran la flora intestinal,
enfermedades sistémicas -inmunodeficiencias- o susceptibilidades
genéticas marcadas por polimorfismos génicos.

Las bacteriocinas que sintetiza la flora habitual, y los productos finales del
metabolismo actian como toxinas frente a los patégenos, alterando las
condiciones ambientales y creando barreras a nivel local y en colaboracién
con los mediadores de la defensa del hospedador: aumento de la fagocitosis,
incremento en la sintesis de Ig, IFN... En ocasiones se sospecha de una
competencia en los receptores celulares o por induccién cruzada de Acs, o
bien existen productos de secrecion interbacterianos antagodnicos:
competencia por sustratos nutricionales, H>O,, produccién de dcidos -
butirico, propionico-, relacion con el oxigeno y metabolitos terminales -NHs,
HS- -tabla VII--Liébanay cols.1995-.

Existen mecanismos de adhesién, y agregacion entre las superficies
bacterianas y las del hospedador para la colonizacién y el establecimiento
de poblaciones bacterianas como determinantes ecoldgicos en ecosistemas
orales previos a la formacidn de las placas bacterianas. Estas uniones por
adhesién y agregacion -coagregacion- se producen por residuos de
macromoléculas proteicas y de carbohidratos. Las uniones se establecen en
las superficies epiteliales del hospedador, en las aportaciones del desarrollo
de la placa bacteriana, en el cdlculo y en materiales de restauracién
odontoldgicos -Liébanay cols.1995-.

La placa supragingival madura es la fuente principal de la flora del surco
gingival. En su composicion se encuentran microorganismos residentes y
transelntes con una proporcién de un 50% de formas cocoides y un 48% de
bacilos. Les siguen en cantidad decreciente las espiroquetas -1%- y otros
microorganismos -0,05%-Mycoplasmas, Candidas,...-tabla VII-.
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La placa subgingival procede de los microorganismos contiguos de la placa
supragingival pero con unas caracteristicas distintas debido a la
profundidad del surco gingival que puede conferir un microambiente
anaerobio, pH mds alcalino que el de la saliva -8,2-, un potencial REDOX muy
reducido, flujo gingival crevicular rico en nutrientes y grado de afectacion
del periodonto -Liébanay Baca 1995-.

Cocos ~ 50% Bacilos ~ 48%
Gram + anaerobios facultativos ~ 36% Gram + anaerobios facultativos ~ 41%
Estreptococcus oralis Actinomyces spp
Staphylococcus spp Lactobacillus spp
Propionibacterium spp
Gram - anaerobios ~ 12% Corinebacterium matruchotii
Veillonella spp
Gram - anaerobios facultativos ~ 3%
Gram - aerobios ~ 1,8% Haemophilus spp
Neisseria spp Campylobacter spp
Capnocytophaga spp
Gram + anaerobios estrictos ~ 0,1% Actinobacillus
Peptostreptococcus spp actinomycetemcomitans
Peptococcus niger Eikenella corrodens

Gram - anaerobios estrictos ~ 3%
Porphyromonas spp

Prevotella spp

Fusobacterium spp

Bacteroides spp

Selenomonas spp

Gram + anaerobios ~ 0,9%
Eubacterium spp
Bifidobacterium spp

Gram + aerobios ~ 0,1%
Rothia dentocariosa

-tabla VITI: Lista parcial de microorganismos de la placa supragingival madura -
Liébanay cols.1995-
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2.5-Factores virulentos bacterianos

La microbiota habitual aunque protege al hospedador en su colaboracién
frente a la prevencién de posibles patdgenos, puede ser reservorio de los
mismos. Si se produce un desequilibrio en las relaciones con el hospedador,
podrian prevalecer colonias de microorganismos resistentes capaces de
promover patogenicidad -infeccion- seglin la virulencia e inducir una
respuesta inflamatoria -resistencia del hospedador-.

Los factores de virulencia a tener en cuenta son: puerta de entrada,
adherencia -entre la bacteria y las células a invadir- y agregacién entre
bacterias para una adherencia especifica, proliferacién local tisular
mediante moléculas que permiten una dificultad para la fagocitosis: -
coagulasa, leucocidinas, necrotoxinas y hemolisinas. Ya se han mencionado
enzimas capaces de contribuir en la agresion: proteinasa e inhibidores,
colagenasa, fibrinolisina y hialuronidasa -Garciay cols.1995-.

Las foxinas son moléculas complejas compuestas por los tres Principios
Inmediatos con capacidad de lesionar las células sobre las que actian. Se
distinguen:

e -exotoxinas, producidas por bacterias Gram +y Gram -. Se pueden
liberar al exterior -las mds comunes- o permanecer en asociacion a la
membrana o al citoplasma y sdlo se liberan después de la lisis. Son de
naturaleza proteica por lo que muestran labilidad con los enzimas
proteoliticos y con el calor sin perder su capacidad antigénica.
Presentan diversidad en su mecanismo de accion.

e -endotoxinas, estructurales en la pared de las bacterias Gram - de
naturaleza lipopolisacdrida. Sus manifestaciones clinicas en los
pacientes se centran en fiebre, hipotension y neutropenia. Son
estables al calor y al formol con bajo poder inmundgeno pero se
destruyen por la opsonizacion de anticuerpos.
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2.6-Secuencia de la lesidon gingival inflamatoria

El proceso de inflamacién gingival puede ser evolutivo si la acumulacién de
placa bacteriana es progresiva por una falta de hdbito higiénico. El limite de
reversibilidad de la lesién estd en la afectacién de la insercion conectiva. La
inflamacién gingival ya se inicia a un nivel molecular en cuanto hay una
acumulacién de placa bacteriana en las primeras 24 horas. Esta seria la
lesion gingival inicial, ya instaurada a los 4 dias a veces con poca
manifestacién clinica sin ser patolégica. Aumenta el flujo gingival crevicular
en el surco donde hay mayor presencia de microorganismos, sustancias
derivadas que pueden ser todavia fdcilmente eliminadas desde el surco
gingival y leucocitos PMN que han atravesado el epitelio de union. En cambio
los linfocitos permanecen en el interior del tejido con su funcién de relacion
con antigenos, citocinas y moléculas de adhesion. La lesion estad limitada en
el surco -Kinane y cols.2005- -tabla VIII-,

A los 7 dias aproximadamente de la presencia continuada de placa
bacteriana aparece la lesion gingival temprana. Sus caracteristicas
histoldgicas son mds acentuadas que en la lesion inicial con mayor presencia
de linfocitos y PMN neutrdfilos, pero hay pocas células plasmdticas.
Disminuyen los fibroblastos por la infiltracion leucocitaria asi como las
fibras coldgenas. Hacia los 15 dias empiezan a producirse depdsitos
subgingivales. Ya hay manifestacion clinica de la inflamacién. El paso hacia la
lesion establecida es muy variable y depende de la susceptibilidad del
paciente para que se produzca con mayor o menor rapidez.

En la lesién gingival establecida se observan mayor nimero de células
plasmdticas -aunque no es el tipo celular predominante en humanos a
diferencia de lo que se ha observado en animales- y se produce a las 3-4
semanas de acumulacion de placa bacteriana. Sus caracteristicas
moleculares e histoldgicas estdn mds afectadas. Se definen por su evolucidn
2 tipos: uno estable sin progresar en meses o afos y el otro activo. Se ha
comprobado que zonas periodontales agresivas -activas- presentan mayor
poblacidn de células plasmadticas.

Finalmente, si la placa continda acumuldndose se produciria una pérdida de
hueso alveolar, segln la susceptibilidad del paciente; detalle que
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Categorias Encia sana Lesidn Lesidn Lesidn L avanzada
pristina inicial temprana establecida | periodontitis
Tiempo -- 24 h 7d variable variable
Clinica -- -- + ++ Y
Histologia -- PMN +PMN +PMN PMN
macréfagos | macréfagos
+ bacterias | ++ bacterias | ++bacterias | +bacterias
linfosT +linfosT ++linfosT +linfosT
plasmocitos | ++plasmocitos
coldgeno vcol vv col vvv col vvv col
fibroblastos vfib vv fib vvfib vV fib
insercion insercion insercion insercidn insercion
estable estable estable estable apical
h alveolar h alveolar h alveolar h alveolar h alveolar
integro integro integro integro reabsorbido
—> —> =

Gingivitis

Vo

Periodontitis

-tabla VIII: Caracteristicas de las lesiones periodontales y su evolucién, segin la

clasificacién de Page y Schroeder 1976 -Lindhe y cols.2005-

diferenciaria este nivel de lesién gingival -gingival/periodontal avanzado-
con respecto al anterior -establecido-. El epitelio de union ha migrado
apicalmente al destruirse el nivel de insercion conectiva al cemento. El
hueso alveolar también se reabsorbe. La poblacion celular infiltrante que
predomina es de células plasmdticas -kinane y cols.2005-.

-figura 2,6: Aspecto clinico de una inflamacién
gingival -gingivitis crénica- con alteracién del
margen gingival y signos tipicos. Se aprecian

depdsitos de placa bacteriana-
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Estos cambios pueden aumentar la invasion de otras especies bacterianas
mds patdgenas con supervivencia de las mds resistentes. El resultado es una
inflamacidn instaurada de la encia marginal y adherida con diferente grado
de severidad, afectando fambién la papila interdentaria.

Estos mecanismos patogénicos provocan los signos y sintomas tipicos de la

inflamacién con alteracién de la funcidn y del aspecto clinico -ver 4.6-Clinica--
figura 2,6-.
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3-EL AGRANDAMIENTO GINGIVAL

La papila gingival estd sometida a la accién continua de la placa bacteriana
por ocupar el espacio que produce mayor depdsito: la tronera interdentaria.
Ademds esta banda anatémica es una zona critica de dificil autoclisis con un
acceso a la higiene comprometido. Por sus caracteristicas morfoldgicas es la
parte de la encia que presenta mds alteraciones estructurales segin la
patologia existente y sus repercusiones -en la salud periodontal, estética y
funcional- integran la patologia de la papila gingival.

Si la inflamacion afecta la papila se altera su morfologia con un aumento de
volumen sin variar su forma triangular pero con cambio en su consistencia ya
que se torna mds edematosa e hiperémica -figura 3,1 A-. Puede haber a través
del surco sangrado, trasudado o exudado y a veces supuracion purulenta.

Si existe pérdida del nivel de insercion conectivo con reabsorcion ésea
puede ocurrir que la papila no ocupe toda la tronera en su porcién mds
coronal y quede un “agujero negro” por el aspecto estético. Si la pérdida
0sea es mds avanzada como consecuencia de una periodontitis severa, el
perfil del hueso interdentario puede estar aplanado y provocar una silueta
de encia marginal poco festoneada con papila muy baja -figura 3,1 B- y a veces
inexistente -figura 3,1 C-.

-figura 3,1: La papila gingival adquiere distintas conformaciones segtn la patologia. A-
No pierde extensién pero aumenta su volumen por la inflamacién. B- El vértice se
pierde y queda aplanada la papila. C- Pérdida total de la papila -

En situaciones determinadas, provocadas por infecciones gingivales
especificas, se produce una inflamacién papilar con necrosis de la punta.
Esta afectacidn altera también su morfologia y queda el vértice del
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tridngulo papilar decapitado; en este caso el resultado es de un perfil
gingival irregular y asimétrico -figura 3,2-.

-figura 3,2: Imdgenes clinicas de perfiles papilares asimétricos con inflamacidn, necrosis y
aspecto aplanado-

Si la causa de la afectacidn estd en un crecimiento desmesurado de uno de
los componentes tisulares de la papila gingival, suele asociarse un grado
variable de inflamacién con la aparicién clinica de una encia marginal
irregular con papilas gingivales exuberantes que llegan a ocultar
parcialmente las coronas de los dientes -figura 3,3-.

-figura 3,3: Sobrecrecimiento de la papila gingival
compatible con Agrandamiento gingival. Recidivé a los 3-4
meses con un control de placa bacteriana irregular. En la

zona mds superior y apical se observan unas zonas mds
hiperémicas-

3.1-Concepto y sinonimia

En este momento se puede definir la patologia del Agrandamiento gingival
(AG) como un dismorfismo gingival caracterizado por un sobrecrecimiento
de la encia manifestado en su aspecto clinico por un mayor volumen con
alteracién de la morfologia del perfil gingival libre.
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Las caracteristicas histopatoldgicas han permitido substituir nominaciones
inexactas o errdneas -hiperplasia o hipertrofia que todavia aparecen en
algunas revisiones cientificas- y aceptar los nombres clinicos de
agrandamiento o sobrecrecimiento gingival por su aumento en volumen, y de
dismorfismo en cuanto a la alteracion morfoldgica que presenta la encia.

Sus causas son multiples y las de mayor frecuencia se describen en la
clasificacién etioldgica.

3.2-Clasificacion del Agrandamiento gingival

El AG como entidad clinica es consecuencia de miltiples factores etioldgicos
que en la mayoria de casos estdn asociados entre ellos y ademds con distinta
relevancia en la patogénesis -Zerén 2001- -tabla IX-.

AG INFLAMATORIO
AG NO INFLAMATORIO
idiopdtico
farmacoldgico
AG COMBINADO
AG CONDICIONADO
hormonal
leucémico
malnutricién (déficit de vitamina C)
inespecifico
AG NEOPLASICO
fibromas
granulomas
quistes
papilomas
carcinomas
melanomas
metdstasis
AG ASOCIADO A ERUPCION DENTARIA

-tabla IX: Clasificacién del AG. Tomado de Miranda 1997-
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3.2.1-Agrandamiento gingival inflamatorio.

Esta clasificacion considera la categoria “inflamatoria” consecuencia o
asociada a placa bacteriana. En este supuesto, el AG inflamatorio puede ser
agudo o crénico. Cuando la causa es la inflamacion prolongada -AG
inflamatorio crénico- la manifestacion clinica es mds lenta y los signos en
color, texturay volumen de la papila interdental no son tan severos. La encia
marginal también puede estar agrandada en una zona localizada o
generalizada en toda la boca. No hay dolor, a diferencia del AG inflamatorio
agudo y en este caso la causa es mds puntual y suele relacionarse con algin
traumatismo o infeccidn aguda en forma de absceso gingival -figura 3,4-.

A B

-figura 3,4: A- AG inflamatorio agudo por placa bacteriana..B- Absceso en encia posterior por
bucal, manifestacion de inflamacion aguda. Obsérvese su aparicién dentro de la banda de
encia queratinizada lo que hace sospechar una implicacién periodontal-

La lesién aguda en su evolucién podria afectar la insercién conectiva y el
hueso alveolar con reabsorcién y formacion de alglin defecto infradseo. El
AG crénico puede formar tumores sesiles o pediculados en zonas de encia
queratinizada -figura 3 5-.

-figura 3,5: Imdgenes de AG inflamatorio crénico. A- Paciente fumador. B- Gingivitis
cronica agudizada. Se aprecia la asimetria del margen gingival con un componente
eritematoso tipico de inflamacion-
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3.2.2-Agrandamiento gingival no inflamatorio.

El AG no inflamatorio distingue la fibromatosis gingival hereditaria o
idiopdtica. En el Workshop de 1999 estd considerado como una enfermedad
gingival inflamatoria no asociada a placa bacteriana de causa genética -ver
figura 3,17B-. Su afectacion incluye toda la encia queratinizada. El aspecto es
duro y grueso, de color rosado con un crecimiento lento pero exuberante en
su aspecto clinico. Se han descrito casos en familias relacionados con
retraso psiquico. La presentacion clinica puede ser un descubrimiento
aislado o bien formando parte de un sindrome. Huang y cols.1986 aportan
dos casos de pacientes con fibromatosis e hipertricosis, sin historia
familiar referida, con analiticas y pruebas complementarias normales y sin
retraso mental. Se concluyé que estos desdrdenes se localizaban en el
periodonto -figura 3 6-.

-figura 3,6: Fibromatosis gingival hereditaria.
Obsérvese el crecimiento de la encia queratinizada que
llega a cubrir totalmente las coronas posteriores.
Imagen tomada de Laskaris 2005 -

En la histopatologia se observa un tejido conectivo fibroso denso con
inflamacién que a veces presenta inclusiones cdlcicas, islas de epitelio
odontogénico y depdsito amiloide -Giinham y cols.1995-.

En este grupo también se clasificarian el AG farmacoldgico, las amiloidosis
primarias, las xantomatosis y las sarcoidosis -Sloan y cols.1983-.
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3.2.2.1-Agrandamiento gingival farmacoldgico.

El AG inducido por fdrmacos se considera como un efecto adverso del
fdrmaco en su accion. Segln la clasificacion del Workshop de 1999 estd
considerado como lesién gingival asociada a placa bacteriana -ver figura 3,17 A-
Se citan los farmacos inductores conocidos de este dismorfismo gingival:

-antiepilépticos, entre ellos el mds prevalente es el producido por la
fenitoina pero también se ha descrito alglin caso con la administracion de
vigabatrina y valproato -Katzy cols.1997, Marshall y Bartold 1998-.

-ciclosporina A, Inmunosupresor para aloinjertos -Wysockiy cols.1983-figura 3,7-.

-antagonistas del calcio, con las dihidropiridinas -nifedipina, nitrendipina,
nicardipina, felodipina, amlodipina-, verapamil, y diltiazem -Lucas y cols.1985,
Seymour 1991, Seymour y cols.1994, Nery y cols.1995-.

-anfetaminas -Hasan y Ciancio 2004-

-anticonceptivos orales. Las mujeres que recibian este tratamiento durante
unos meses manifestaban la clinica del AG que remitia con la retirada de la
terapia -Kaufman 1969-.

-eritromicina. Se ha descrito el caso de un nifio que en una semana de
tratamiento -1500mg/dia- tuvo un AG farmacoldgico que desaparecié al
retirarse el antibidtico -Valsecchiy Cainelli 1992-.

-figura 3,7: AG por ciclosporina A en un paciente
transplantado renal. Obsérvese la anchura vestibulo-lingual
del reborde gingival y el mdrgen gingival lingual
poco adherido a los dientes (flecha) dejando abierta la
pseudobolsa-
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3.2.3-Agrandamiento gingival combinado.

El AG combinado se explica en su proceso de formacion como un AG no
inflamatorio que en una segunda fase se inflama por las condiciones
morfoldgicas de las bolsas gingivales que contornean a los dientes. La encia
sobrecrecida no estd bien adaptada a la superficie dentaria y permite con
facilidad la entrada de microorganismos y la respuesta de defensa
inflamatoria. La eliminacion de la inflamacién facilita la reduccién de
volumen del AG pero persiste el AG no inflamatorio.

Un gran nimero de casos de AG farmacoldgico son combinados por la
afectacion inflamatoria secundaria a la induccién del farmaco. Otro ejemplo
es el producido por iatrogenia en el tratamiento odontoldgico -figura 3,8-

-figura 3,8: AG de paciente sometido a
tratamiento con nifedipina, presentaba unas
coronas protésicas que invadian el espacio
biolégico con un proceso inflamatorio asociado-

3.2.4-Agrandamiento gingival condicionado.

El AG condicionado indica una influencia de patologia sistémica en el
periodonto actuando como una situacion predisponente para que un irritante
local en la encia -desencadenante- provoque una respuesta severa. Se
distinguen diversas entidades sistémicas que facilitan este dismorfismo
gingival: hormonal, leucémico, granuloma piégeno y déficit de vitamina C -
figura 39-. Segln la dltima clasificacion de 1999 formaria parte de una
patologia gingival modificada por factores sistémicos -ver figura 3,17 A-.
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En el AG hormonal se distinguen el que aparece en la etapa puberal y el de la
gestacion. El primero aparece sin preferencia de género y no manifiesta
ninguna diferencia clinica con el AG inflamatorio crénico; la diferencia se
establece en la dependencia con el cambio de los niveles plasmdticos de las
hormonas sexuales y la sensibilidad mds acusada a los irritantes locales en
la encia marginal. Es reversible después del periodo de la pubertad.

El AG gestacional puede ser localizado o generalizado en la encia de ambas
arcadas. En casos severos se puede manifestar como una lesion mds
exuberante -tumor del embarazo- -figura 3.9-. Su aspecto es circunscrito, de
base sesil o pediculada en la encia marginal sin depender del hueso alveolar.

-figura 3,9: “tumor del embarazo”.
Imagen cedida por Mendieta 1995-

A B

-figura 3,10: Granuloma piégeno. Obsérvese el aspecto aframbuesado e hiperémico. A:
Aspecto vestibular. B: Por oclusal se observa la afectacién hasta el vértice de la

papila-
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Al finalizar el embarazo se produce una remision importante del AG aunque
es necesario eliminar cualquier irritante en la encia libre para conseguir la
desaparicion de las lesiones inflamatorias. Se considera similar a un
granuloma pidgeno -figura 3,10-.

Se reconoce el AG hormonal por un exceso de secrecién de la hormona de
crecimiento, en casos referidos de acromegalia. En un estudio clinico
realizado en once pacientes con acromegalia por adenomas en la hipéfisis, se
observé que ocho presentaban AG -Capogluy cols.2002-.

En este apartado se distingue el AG leucémico que presenta una infiltracion
densa de leucocitos inmaduros con capacidad de replicacién aumentada o
bien una lesion tipica neopldsica. El aspecto es de una encia agrandada,
friable con tendencia al sangrado espontdneo que oculta parcialmente las
coronas dentarias.

El granuloma piégeno se caracteriza por un aspecto variable de
sobrecrecimiento gingival con base pediculada o sesil. La causa subyacente
puede estar en un microtraumatismo o la permanencia de un cuerpo extrafio
-figura 3,10-.

El escorbuto aparece con el déficit de vitamina C y es una respuesta
condicionada a la irritacién local. Se produce una hemorragia gingival con
degeneracién del coldgeno y edema del tejido conectivo. Estos cambios
inhiben la reaccion de defensa aunque hay una inflamacion alterada en su
extension. El AG dependeria de la combinacién de los 2 factores.

3.2.5-Agrandamiento gingival neopldsico.

El AG neopldsico agrupa lesiones neoformativas puras y otras cuya base es
inflamatoria. El término épulis no describe la naturaleza de una lesion
proliferativa y simplemente es sinénimo de masa tumoral gingival. Dentro de
esta tipo de AG se menciona:

e El fibroma que en su constitucién presenta un exceso de tejido
fibroso con inclusion de otros tejidos o estructuras: cemento,
hueso, musculo,.... Procedencia del ligamento periodontal.

e Granuloma de células plasmdticas.
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e Granuloma reparativo de células gigantes. Se considera una
respuesta celular inflamatoria a un irritante local con células
fusionadas inflamatorias. Se distingue el periférico si su origen
es en el espacio interdental y en la encia marginal y central si la
lesién se produce en los maxilares. En este caso se produce una
cavitacion intradsea con crecimiento hacia el exterior. La
presentacién clinica es variable: tumor liso exuberante vy
redondeado, o masa de superficie irregular -figura 3 11-.

-figura 3,11: Tumor sesil compatible con granuloma
pidgeno y granuloma reparador periférico de células
gigantes-

e Quistes gingivales -figura 3,12 A-.
e Papiloma. Consistencia dura, y a veces verrucosa -figura 3,12 B-.

-figura 3,12: A- Quiste gingival, B- Papiloma virico. Tomado de Lindhe y cols.2005-

e Hemangioma. Derivado de la trama vascular, localizado con
frecuencia en la papila interdental. Es plano, irregular con
extension a la encia marginal vecina -figura 3,13-.
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-figura 3,13: Hemangioma en encia ~figura 3,14: Sarcoma de Kaposi.

marginal y afectacién de la papila. Tomado de Lindhe y cols.2005-
Tomado de Laskaris 2005-

e Nevus. Puede aparecer en la encia pero es mds frecuente en la
piel. A veces es pigmentado y se presenta como un nédulo o es
sesil.

El diagnéstico diferencial de la mayoria de estas lesiones se realizard por
anamnesis y aspecto clinico. Su pronéstico es benigno.

Entre los malignos se citan:

e Carcinoma. Es caracteristico el de células escamosas por su
mayor frecuencia. La clinica es exofitica-verrucosa o bien erosiva.
Su extensién es por invasion a estructuras vecinas o por
metdstasis a corta distancia en la zona ganglionar supraclavicular
aunque se pueden afectar higado, pulmén y hueso. En principio
pasa desapercibido por ser asintomdtico pero enmascarado por la
reacccion inflamatoria adyacente. Su localizacion mds habitual es
en la zona de molares inferiores.

e Melanoma maligno. No es muy frecuente y se localiza en la
encia de la parte anterior del maxilar superior. De crecimiento
muy rdpido e infiltracion del hueso subyacente, con metdstasis a
los ganglios linfdticos cervicales y axilares.

e Sarcoma. No son muy frecuentes -figura 3,14-.

e Metdstasis gingivales de neoplasias primarias. Son poco
frecuentes pero se han descrito: adenocarcinoma de colon,
carcinoma hepatocelular, hipernefroma, tumor testicular,
carcinoma de células renales.
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3.2.6-Agrandamiento gingival asociado a erupcion dentaria.

El AG asociado a la erupcion dentaria se caracteriza por un
sobrecrecimiento de la encia queratinizada que rodea al diente en erupcion,
debido a un cubrimiento de la encia en el ecuador de la corona anatémica. -
figura 3,15-. Cuando se produce el desplazamiento apical de la encia con
respecto al diente, migra también el epitelio de unién y se adelgaza la encia.
Influye también un grado de inflamacion consecuente con manifestacién
clinica en ocasiones exagerada. Se ha visto que es un proceso critico para el
desencadenamiento del AG en la fibromatosis gingival hereditaria -Giinham y
cols.1995-.

-figura 3,15: La erupcién dentaria del -figura 3,16: Exploracion periodontal en el
incisivo Iafer'al pr‘OVOCG un AG en IO encia surco g|ng|val del incisivo Cen*hﬂa'
perimetral-

La afectacién periodontal en su insercién conectiva se explora con la sonda
periodontal para determinar si hay pérdida en el nivel de insercién -figura
3,16-.

Para todos los casos de AG es conveniente clasificar correctamente la
lesién exuberante mediante el diagndstico, sugerir un prondstico y
establecer un tratamiento. El diagnéstico preciso se obtiene por el estudio
de la histopatologia de la lesién y la consideracién del diagnéstico
diferencial.
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El prondstico dependerd de la naturaleza del AG. Si es una neoformacion
maligna dependerd de su severidad y capacidad de invasion. El tratamiento
serd quirdrgico si los limites en la extension estdn definidos o bien radio y
quimioterapia.

Las distintas categorias de AG que se han descrito -tabla IX- Se consideran
como diferentes tipos etioldgicos de sobrecrecimiento gingival, incluidos en
la patologia gingival de la reunién de la Academia Americana de Periodoncia
(AAP) de 1999 -figuras 3,17 Ay B-.
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Patologia gingival por
placa bacteriana

Gingivitis sélo por placa bacteriana Patologia gingival modificada por Patologia gingival por Patologia
factores sistémicos farmacologia gingival por
malnutricién

Con factores Sin factores Endocri Discrasias AGRANDAMIENTOS Gingivitis por fdrmacos
locales locales ndocrinas i L
ocale sanguineas GINGIVALES
Leucemia
pubertad diabetes

menstruacién  embarazo

-figura 3,17A: Clasificacion de la patologia gingival relacionada con la placa bacteriana. Aparece el AG inducido por fdrmacos (AGIF).
(International Workshop for a classification of Periodontal disease and conditions 1999 of the American Academy of Periodontology)-
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Eritema gingival lineal

Quimicas — Candidiasis
Histoplasmosis
|
o | Reacciones a
Fisicas ———1— ) L traf
Lesiones traumaticas Patologia gingival fingica cuerpo extrano
| |
Térmicas
Patologia gingival no asociada a Manifestaciones gingivales de

Patologia gingival

genética placa bacteriana condiciones sistémicas
Fibromatosis gingival hereditaria Patologia gingival por Patologia gingival Liquen plano Reacciones
bacterias especificas: viral Penfigoide alérgicas
Neisseria g, Pénfigo vulgar
Treponema p.... Eritema
multiforme Ha. Ni
Infecciones Lupus Agrl'fliclo
herpéticas eritematoso
Induccién Dentifricos
farmacoldgica Colutorios
Alimentos y
aditivos

-figura 3,17B: Clasificacion de la patologia gingival no relacionada con la placa bacteriana. Se distingue un AG genético familiar
hereditario. (International Workshop for a classification of Periodontal disease and conditions 1999 of the American Academy of

Periodontology)-
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4- EL AGRANDAMIENTO GINGIVAL FARMACOLOGICO

Esta nominacion corresponde al agrandamiento gingival provocado por la
administracién de fdrmacos inductores de sobrecrecimiento gingival (AGIF)
como efecto adverso. En el apartado 3.2.2.1 se indican, por grupos
terapéuticos, algunos de los compuestos que hasta el momento han tenido
mayor incidencia y prevalencia de AGIF. A continuacién se procede al
estudio de sus caracteristicas.

4 1-Historia del Agrandamiento gingival farmacoldgico

El AGIF estd documentado desde 1939 cuando Kimball observé cambios
gingivales en pacientes epilépticos sometidos a terapia con 5.5
difenilhidantoina sédica -fenitoina-. Desde entonces se han iniciado
estudios de AG por administracion de fenitoina y se han comunicado mds
casos incluso con otros fdrmacos antiepilépticos: -fenobarbital -Panuska y
cols.1960, 1961-, primidona -Gizgis y cols.1980-, vigabatrin -Katz y cols.1997-.

Otros clinicos e investigadores observaron el mismo efecto en las papilas
gingivales con la administracion terapéutica de otros fdrmacos:
Rateitschak-Pliss y Woysocki en 1983 con ciclosporina-A -fdrmaco
inmunosupresor descubierto por Borel en 1972- -Wysocki y cols.1983, Rostock y
cols.1986-.

Lederman y Ramon de forma independiente en 1984 observaron en
pacientes tratados con un fdrmaco antianginoso e hipotensor -nifedipina- un
aumento de volumen de la encia con inflamacion y mayor tendencia al
sangrado. Los primeros estudios histopatoldgicos de los casos los
presentaron Lucas y cols. en 1985 y Barak y cols. en 1987 con amplia
descripcion ante la profusiéon de pacientes sometidos a esta terapia
cardiovascular -Fujii y cols. 1994, Seymour y cols. 1996-.

Se han implicado con el AG otros fdrmacos antagonistas del calcio en menor
incidencia y prevalencia que nifedipina:

o diltiazem -Las primeras aportaciones de afectacién por este

fdrmaco aparecen en 1986-1987 con Colvard y Giustiniani. Este
describe el caso de un paciente que recibié verapamil y a los 15 dias
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desarrollé AG. Se substituyé por diltiazem y se produjo una remision,
pero el AG reaparecié a las 3 semanas -Miranda 1997-. Bowman y
cols.1988 refieren un caso de un paciente de 72 afios bajo terapia con
este fdrmaco que fue tratado con excisién quirdrgica del tejido
agrandado en un par de ocasiones y con recidiva a los meses. El
estudio histoldgico fue caracteristico de AG.

nitrendipina -Heiji y Sundin en 1988 experimentaron su accién en
perros y observaron un AG a las 10 semanas de recibir una dosis alta
y mantenerse el sobrecrecimiento después de prolongar la
administracién del fdrmaco 2-3 meses mds. Brown en 1990 describio
el primer caso como fdrmaco experimental en un paciente adulto
diabético con hipertensiéon arterial (HTA). A las 2 semanas de
tratamiento se le indicé una gingivectomia por AGIF al comprobar
que con un control de placa bacteriana y raspados no se reducia el
AG.

verapamil -Las primeras referencias de AG por este fdrmaco
corresponden a Cucchi y cols. y a Smith y Glenert hacia el afio 1985 -
Marshall y Bartold 1998-. Pernu y cols. en 1989 realizaron un estudio
exhaustivo sobre un caso aportado. En 1992 Miller y Damm
estudiaron la incidencia del AG provocado en una poblacién de 5000
pacientes dentales visitados en 3 afios, de los que 24 recibian este
farmaco por indicacion médica. De ellos sélo 1 manifesté AG clinico -
ver 4.3-Epidemiologia-.

felodipina -En 1991 Lombardi y cols. presentaron un caso clinico de
un adulto joven con HTA controlada con este fdrmaco. Después de
unas semanas de tratamiento refirié dolor gingival y sangrado. Se
realizaron unas sesiones de higiene oral y excision del tejido
exuberante del que se analizaron sus caracteristicas
histopatoldgicas.

amlodipina -El grupo de Seymour en 1994 estudiaron 3 casos de
pacientes adultos sometidos a este fdrmaco con afectacion de AG a
los 3 meses del inicio del tratamiento. Se describe un caso de AG
por este fdrmaco -10mg/dia- a los 11 meses de terapia combinada
con captopril. Al cesar la administracion disminuyé la severidad de la
clinica sin necesidad de intervencidn quirdrgica y con instrucciones
de higiene oral -Juncadella y cols.1994-.

nicardipina -Se describe un caso de un nifio de 8 afios con una
afectacion vascular cerebral tratada con este fdrmaco durante 5
afos sin efectos secundarios. Al aumentar la dosis -de 40 a
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50mg/dia- se pr‘odujo la manifestacién de AG -Pascual-Castroviejo y
Pascual 1997-.

e oxodipina -Su efecto de AG se experimentd con perros a las 7
semanas de tratamiento a unas dosis mucho mds altas que las
humanas, aunque nunca se relacioné el AG claramente con las dosis
del farmaco. En la analitica se observé un incremento de los niveles
de fosfatasa alcalina y un descenso de la alanin aminotransferasa.
También el mismo grupo de investigacion comprobo en ratas el
sobrecrecimiento gingival por este fdrmaco sin el uso de ligaduras.
La imagen histoldgica presentaba el patrén tipico de AG sin
infiltrado inflamatorio -Waner y cols.1988, Nyska y cols.1990-.

4.2-Estudio de los farmacos inductores de Agrandamiento gingival

El conocimiento de los mecanismos de accion de los fdarmacos inductores
permite determinar su actividad terapéutica asi como los efectos
secundarios de su uso. En la literatura se encuentran los avances técnicos
que han permitido estudiar con exactitud el mecanismo de su accion
molecular.

4.2 .1-Fenitoina.

Es un agente antiepiléptico -5,5-difenilhidantoina- de la 1® generacion. Sus
caracteristicas farmacoldgicas en cuanto a tolerabilidad y con un margen
terapéutico limitado facilitaron el estudio de otros compuestos de eficacia
similar, con una farmacocinética mds cémoda y efectos adversos menores -
antiepilépticos de 2° generacidn -figura 4,1-.

El mecanismo de accidn estd en un efecto estabilizador de la membrana por
inhibicion de los canales de sodio -excitadores- y efecto regulador de la
actividad de la bomba Na'/K’, de este modo consigue compensar el
desequilibrio idnico que se produce por un exceso de despolarizacién de la
membrana neuronal. En concentraciones altas inhibe la entrada de calcio en
la despolarizacion a través de los canales dependientes de voltaje por lo que
se inhibe la liberacién de los neurotransmisores inhibidores y excitadores
en la terminal presindptica. También se bloquea la entrada de calcio y su
movilizacién intracelular en la neurona postsindptica por lo que interfiere
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con la calmodulina y los sistemas dependientes -Guytony Hall 1996, Armijo y Herranz
2003-. La carbamazepina actuaria de forma similar.

El dcido valproico tiene una accién especifica en la estimulacion de la
sintesis de dcido y-amino butirico (GABA) y en la reduccién de su
degradacién a nivel de la terminal presindptica. Esta molécula es un
neurotransmisor inhibidor en la sinapsis neuronal. Otros antiepilépticos -
lamotrigina, topiramato- que también inhiben los canales del sodio y
bloquean en la presinapsis la entrada de calcio, reducen la liberacién de
glutamato -excitador-, 6xido nitrico y recaptacion de serotonina todos ellos
neurotransmisores. La oxcarbazepina tiene una accion similar y también
activaria los canales de potasio dependientes de voltaje que son inhibidores
de la despolarizacion.

1% generacion: fenitoina 2 generacién: carbamazepina

dcido valproico
fenobarbital

- CHs =CHa ~CHa
etosuximida |
CH-COOH
|
- CHy ~CHa ~CH,
primidona

benzodiazepinas

3? generacién: fosfenitoina, gabapentina, lamotrigina, tiagabina, oxcarbazepina,
levetiracetam, fopiramato

Antiepilépticos de uso restringido: felbamato, vigabatrina

Farmacos con accién antiepiléptica: ACTH y corticoides

-figura 4,1: Clasificacién de los antiepilépticos y estructura molecular, adaptada de Armijo y
Herranz 2003. Sobre el mecanismo de ACTH -hormona adrenocorticotropa- en su posible
implicacidn en el AG ver 4.4-Patogenia-
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Las indicaciones estdn en el control de las epilepsias generalizadas ténico-
clénicas, epilepsias focales, ausencias y convulsiones clénicas atonicas.
También se administran para la prevencién de las depresiones en la
afectacion bipolar, en las convulsiones febriles de la infancia y como
analgésico de dolor neuropdtico -carbamazepina- -tabla X-. El fratamiento de
los pacientes a veces es combinado entre distintos antiepilépticos y se
individualiza segln el cuadro clinico y la respuesta que se produce. Para
fenitoina hay que modificar y ajustar las dosis y la pauta de administracion
por su importante variacion interindividual y su margen estrecho de
tolerabilidad.

En ocasiones se asocian a fdrmacos de otros grupos terapéuticos para
tratamientos complejos en

e psiquiatria -benzodiazepinas y antipsicéticos-.

o enfermedades  neurolégicas  -como  demencias:  Valproato,
carbamazepina, benzodiazepinas asociados a antipsicéticos, neuralgias
postherpéticas: Carbamazepina, gabapentina y en profilaxis de crisis
migrafiosas: Valproato en combinacion con antagonistas del calcio, p-
bloqueantes adrenérgicos, y antagonistas de la serotonina-.

e oncologia -para el dolor: Carbamazepina asociada a opidceos-.

En la mayoria de casos asociados también con antidepresivos -Académia Ciéncies
Médiques (ACM) 2000-.

PHT Cbz '
convulsiones ténico-
clénicas + + +
generalizadas
crisis parciales + + +
analgesia - + +
mania - + +
convulsiones febriles - - +
mioclonias - - +
ausencias - - +

-tabla X: Indicaciones de los antiepilépticos mds representativos de
1% y 2% generacién. En las convulsiones ténico-clénicas también estdn
indicados el fenobarbital, la primidona y clonazepam. Si son
ausencias también estd indicada la etosuximida. PHT:Fenitoina, Cbz:
Carbamazepina, V:Valproato. Tomado de Armijo y Herranz 2003-
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La farmacocinética se caracteriza de forma especifica para cada fdrmaco
representativo. Fenitoina es absorbida en el intestino de forma completa
como valproato pero lenta, y aumentada por la presencia de alimentos. Se
une a la albdmina en un 90%, el resto en forma libre y su concentracién
cerebral es entre 5 y 10 veces mayor -Marshall y Bartold 1998-. Una reduccion en
el porcentaje de unidn proteica favorece su distribucion a los tejidos diana
con mejoria de su eficacia pero con riesgo de mayor toxicidad -Majola y
cols.2000, Bafios y Farré 2002-. Metabolismo por hidroxilacion en el microsoma del
hepatocito con reacciones que se saturan a partir de concentraciones
séricas determinadas -cinética dependiente de la dosis de tipo creciente-.
Presenta un metabolito activo -5-parahidroxifenil-5-fenilhidantoina (P-
HPPH)- y autoinduccion enzimatica. La hemodidlisis no aumenta su
eliminacién al igual que ocurre con valproato. Junto con carbamazepina,
fenobarbital y primidona se comporta como inductor enzimdtico de otras
isoformas del citocromo p-450 para el metabolismo de otros fdrmacos. Los
nitroimidazoles inhiben su metabolismo y aumenta su nivel sérico -tabla XI-.

Carbamazepina tiene una absorcién oral lenta e incompleta -a diferencia de
valproato- por lo que para evitar dosis altas y repetidas se han buscado
formulaciones de liberacion sostenida. La union a albdimina es de un 75% con
una concentracion cerebral similar a la plasmdtica e inferior en saliva -20-
30%- como ocurre con fenitoina. Su asociacién con otros antiepilépticos
inductores permite una concentracion eficaz mds elevada, si se produce la
combinacion con litio hay que disminuir las dosis de carbamazepina porque
aumenta la eficacia y la foxicidad.

Valproato presenta una unién a albdmina del 95% y saturable -cinética
dependiente de la dosis y decreciente-. Su concentracién plasmdtica es
mayor que la cerebral. Eliminacién rdpida por metabolismo hepdtico con
glucuronizacidn, p-oxidacion -tabla XI-.

Entre los efectos indeseables de fenitoina, aparte del dismorfismo gingival,
podria aparecer toxicidad por la variabilidad en la absorcién y en el
metabolismo. Se citan efectos derivados del sistema nervioso central -
ataxia, nistagmos, temblores, diplopia y sintfomas psiquidtricos-;
alteraciones gastrointestinales -nauseas, vémitos, constipacién, dolor
abdominal-; problemas dermatoldgicos -hirsutismo- y complicaciones
hematopoyéticas -Marshall y Bartold 1998-.
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Se han descrito hasta el momento pocos casos de AG por valproato a pesar
de no estar reconocida por otros autores ninguna aportacion de dismorfismo
gingival, podria tratarse de casos de hipersensibilidad individual o
idiosincrasia -Seymour y cols.1985, Marshall y Bartold 1998-. Se considera una terapia
alternativa a fenitoina en la prevencion del AG asi como también la
carbamazepina.

Las benzodiazepinas presentan la limitacion de la tolerancia si la
prescripcién es de forma crénica, con efectos adversos del tipo de letargia,
somnolencia, incoordinacién muscular, hipotonia, ataxia y disartria. En nifos
aparecen alteraciones cognitivas que dificultan su desarrollo psicomotor y
su aprendizaje -Armijo y Herranz 2003-. La interrupcién del tratamiento puede
provocar un fendmeno de rebote en las benzodiazepinas de accion corta con
sintomatologia parecida a la del inicio del cuadro. La dependencia fisica que
se crea es consecuencia de un sindrome de abstinencia con sintomas
distintos a los anteriores y su intensidad se relaciona con los parametros
farmacocinéticos. Para reducir estos efectos, la interrupcion de la dosis ha
de ser suave y progresiva -ACM 2000-.

Dosis Tiempo niveles
plasmdticos estables.
PHT 100-700mg/12h 1sem
v 400-3000mg/12-24h 12-15 dias
Cbz 400-2000mg/8h 3-6 dias

-tabla XTI: Posologia de los farmacos neuroldgicos
PHT:Fenitoina, V:Valproato, Cbz:Carbamazepina. ACM 2000-

4.2 .2- Antaqgonistas del calcio.

Los bloqueadores de los canales del calcio comprenden un grupo muy amplio
de fdrmacos de diferentes caracteristicas farmacoldgicas pero con una
accion similar en el manejo y control de los trastornos cardiovasculares,
especialmente indicados en la insuficiencia coronaria aguda y crénica -por
espasmos o por arteriosclerosis-, la HTA y las arritmias cardiacas. Su
denominacién obedece al bloqueo molecular de los canales del calcio (Ca) en
las membranas celulares de las células miocdrdicas y en la células del
musculo liso arterial -coronaria, cerebral y periférica-. A nivel cardiaco se
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consigue una accién terapéutica de reduccién del consumo de oxigeno con un
efecto espasmolitico en la arteria coronaria.

4.2.2.1- Canales del calcio.

El calcio idnico -Ca™- es un mensajero fundamental en numerosas funciones
celulares. Su concentracién estd mds elevada en el espacio extracelular a
razon de unas diez mil veces mds con respecto al citosol intracelular. Este
gradiente quimico unido a una atraccién eléctrica hacia el interior celular -
que es electronegativo- permitiria el paso masivo de Ca™ en un sentido
intracelular si no fuera por la membrana bilipidica que dificulta el paso a
moléculas e iones eléctricamente cargados -difusion pasiva eléctrica-. El
traspaso eficaz de iones a través de la membrana celular se produce por los
canales dependientes de voltaje, que son vias proteicas en la misma
membrana que en un momento de excitacion eléctrica -milisequndos-, se
produce un flujo intenso de Ca™ hacia el citosol intracelular donde es
secuestrado por proteinas y orgdnulos citoplasmdticos para la participacién
en distintos sistemas y reacciones celulares.

Hasta el momento presente se conocen 6 subtipos de canales de Ca™: N, P,
T,R, Qy L. Sus diferencias se manifiestan en el umbral de despolarizacion,
la cinética de inactivacidn, su distinta sensibilidad a los fdrmacos y toxinas -
los T se bloquean por flunarizina, mibefradilo y amilorida; los L por los
calcio-antagonistas que constituyen su sitio diana- y por su localizacién: el N
y el P sélo aparecen en las neuronas, el T y el L aparecen ademds en las
células cardiacas, endocrinas, musculares lisas vasculares y no vasculares.

Las proteinas de los canales L estdn formadas por distintas subunidades -aj,
dz, P, v, 8-. Los antagonistas del Ca se unirian en sitios de la subunidad a;. El
bloqueo que realizan en los canales presenta una dependencia de uso -
verapamil y diltiazem aumentan el bloqueo a frecuencias mds rdpidas y en
cuanto mds se abren los canales- y una dependencia de voltaje -estos
fdrmacos tienen mds afinidad para bloquear los canales L a potenciales mds
despolarizados: células nodales de los sinus auricular y auriculoventricular,
miocardio isquémico y musculo liso vascular normal-. Esta caracteristica
explica que a concentraciones terapéuticas se produce vasodilatacion sin
modificarse apenas la contractilidad miocdrdica, la frecuencia sinusal o la
conduccion auriculoventricular -Garcia y cols.2003-.
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El mecanismo de accién de este grupo terapéutico se produce por la union a
receptores de los canales L. Esta union provoca el cierre de los canales y la
disminucién del Ca™ citosdlico con relajacion de la musculatura lisa. Aunque
es comln para todos los de la familia, la potencia es distinta. En la
vasodilatacion vascular la nifedipina es el mds potente y para evitar los
cambios hemodindmicos bruscos se han estudiado formulaciones que
permiten una modulacién de estas acciones con liberacién mds lenta del
principio activo. Todos los fdrmacos son antihipertensivos y aumentan el
flujo coronario. Su efecto natriurético, aunque leve, evita la retencién de
fluidos asociada al uso de medicaciones vasodilatadores. En la trama venosa
la vasodilatacion es minima.

Por su naturaleza quimica se clasifican como -figura 4 ,2-:

--Dihidropiridinas. Nifedipina, nicardipina, isradipina, amlodipina,
nitrendipina, felodipina, nimodipina, lacidipina,
nisoldipina.

nifedipina verapamil

diltiazem

-figura 4,2: Estructura quimica de los antagonistas del calcio mds
representativos. Tomado de Garcia y cols.2003-
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--Derivados de la fenilalquilamina. Verapamil.

--Derivados de las benzodiazepinas. Diltiazem.

Por sus efectos farmacoldgicos se clasifican en:

I Efecto inotrépico negativo con depresién de la conduccion
nodal y el ritmo cardiaco. Accién periférica menor. Verapamil.

IT. Se deprime poco la contractilidad y la conductividad.
Vasodilatacion periférica intensa y menor accion cardiaca.
Dihidropiridinas.

IITI. Efecto inotrdpico negativo suave sobre el musculo cardiaco.
Diltiazem. Sus propiedades son intermedias entre los grupos
anteriores -Seymour 1991, Consejo General Farmaceuticos (C6F)1994-.

Puede haber diferente afinidad en la red vascular periférica, aunque a
efectos prdcticos no son muy evidentes salvo la accién de nimodipina en la
circulacion cerebral en la que su efecto vasodilatador es mds potente que el
resto de dihidropiridinas -aumenta el flujo cerebral y disminuye la tension
arterial sistémica por consiguiente minimiza las secuelas neuroldgicas
secundarias a un ictus hemorrdgico- -CGF 1994, Garcia y cols.2003-.

Los fdrmacos citados presentan una inhibicién alta de la entrada del Ca en
las células -alrededor de 90-100%- y su accidn es exclusiva sobre el canal £
del Ca. Existen otros antagonistas del calcio cuyo bloqueo es menor -50-
70%- con la caracteristica de no tener ninguna accion sobre la conduccion
cardiaca ni /n vivo ni in vitro. Se citan cinarizina, flunarizina, bepridilo y
prenilamina -c6F 1994-.

Por su mecanismo de accién se deduce un efecto a nivel central -cardiaco- y
y otro a nivel periférico. Por eso en la prdctica el criterio mds importante en
la seleccion del fdrmaco estara en distinguir la indicacion en la accidn
periférica o sobre la conduccion cardiaca y condicionado a una afectacion
existente del ritmo cardiaco, a los efectos secundarios y a una terapia
combinada con p-bloqueantes -c6F 1994-.

Las dihidropiridinas al ser vasodilatadores mds potentes y con menos

acciones cardiacas provocan mds reflejo vasoregulador que las fenil-bencil-
alquilaminas. La nifedipina provoca una discreta taquicardia con un ligero
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incremento de la contractilidad miocdrdica, si hay una disminucién de la
postcarga se producird un aumento del gasto cardiaco y de la demanda de
oxigeno que podra conducir a un cuadro de angina en pacientes con riesgo
coronario.

En general las indicaciones serian: la HTA, angina de pecho, arritmias
supraventriculares -verapamil y diltiazem-, hemorragia cerebral, migrafas,
enfermedad de Raynaud y aterosclerosis.

Enftre las reacciones adversas se citan como consecuencia de la
vasodilatacion en un 10% de pacientes cefalea, rubor facial, mareo, edemas
periféricos, taquicardia refleja -por nifedipina-. Puede haber a nivel
digestivo reflujos gastroesofdgicos, estrefiimiento -especialmente por
verapamil-. Relacionado con la actividad cardiaca se menciona una
bradicardia de verapamil y diltiazem por su accidn en el nodo sinusal; si se
da una asociacion con p-bloqueantes podria instaurarse una parada del nodo.
También pueden aparecer otros efectos: infarto de miocardio,
palpitaciones, alteraciones del suefio, depresion -Garcia y cols.2003- y AG. La
incidencia de éste varia segln el fdrmaco siendo mds prevalente con la
administracién de nifedipina -ver 4.3-Epidemiologia-.

Las caracteristicas de los pardmetros farmacocinéticos se reflejan en la
tabla XTIT:

Los 3 farmacos son metabolizados por isoformas del citocromo P-450 y son
capaces de inhibicidén enzimdtica de otras con interaccion en el metabolismo
de otros fdrmacos:

e La administracion de verapamil puede aumentar los niveles de
digoxina hasta un 70%. Por consiguiente en ancianos se reducirad la
dosis digitdlica a la mitad al igual que en pacientes con
insuficiencia renal. Verapamil también incrementa los niveles
séricos de teofilina, carbamazepina, atropina y ciclosporina.
Presenta otras interacciones: su toxicidad puede ser potenciada
por cimetidina, sales de litio y reducida su eficacia terapéutica
por rifampicina, diclofenaco, sales de calcio.

e Verapamil y diltiazem producen interaccion al combinar con
propranolol: reduccion de su paso hepdtico y competencia entre
ellos al unirse con las proteinas plasmdticas. Ambos antagonistas
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del calcio potencian el inotropismo negativo de los p-bloqueantes y
quinidina y la depresion de la conduccién atrio-ventricular de los
p-bloqueantes y digitdlicos. En cambio las dihidropiridinas mds
vasoselectivas no precipitan el riesgo cardiaco.

e Nifedipina es capaz de incrementar los niveles de quinidina y

fenitoina.
armaces Nf Vrl Dtz
propiedades
Oral: 20%
biodisponibilidad Oral: 50% Lingual: Oral: 44%
35%
union pr"o'femas 96% 90% 80%
plasmaticas.
semivida 3h 4-Sh 4-7h
metabolismo hepdtico hepdtico hepdtico 35%
renal
crecié | renal: 80% renal: 35%
excrecion rena heces: 20% heces: 65%
intervalo
I 6-8h 8h 6-8h
dosificacion
dosis 10mg/8h 80m/8h 60mg/8h
20mg/8h 160mg/8h 120mg/8h

-tabla XII: Constantes cinéticas de los fdrmacos representativos de los antagonistas del
calcio. Nf: nifedipina, Vrl: verapamil Dtz: diltiazem. La amlodipina se distingue de las otras
dihidropiridinas por su vida media mds larga -entre 35 y 50h-. Tomado de Marshall y
Bartold 1998, Garcia y cols.2003, CGF 1994 y adaptado-

4.2 3-Ciclosporina A

Este fdrmaco es un polipéptido ciclico hidrofébico obtenido de la
fermentacion de Trichoderma polysporumy Cylindrocarpon lucidum con una
actividad inmunosupresiva potente, sin ser mielotdxico, y clasificado como
no esteroideo con diferentes acciones selectivas centradas en la respuesta
de la poblacién linfocitaria T -inhibe su proliferacién en la fase de ciclo
celular Goa 6G1- con nula o minima accién sobre los linfocitos B:
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Su mecanismo de accion se produce por la union a una proteina citosélica
ubicua -ciclofilina, receptor intracelular- que es una inmunofilina -Colombani y
cols1985-. Este complejo se fija a calcineurina -activada por
calcio/calmodulina- y

o Inhibe su actividad enzimdtica -fosfatasa- para la translocacion de
un factor de transcripcién NF-AT* necesario para la expresién de
citocinas -IL2, IL4, TNF..- y se bloquea el crecimiento y la
diferenciacion de los linfocitos T por inhibicion de las sefiales calcio-
dependientes que intervienen en su activacion -Abbas y Lichtman 2004-

o Bloguea la disociacion de NF-kB’+IkB en el citoplasma del linfocito T
en reposo, por inhibicién de las cinasas que activan la disociacién.
Cuando el linfocito T se activa NF-kB se fosforila y se disocia de su
inhibidor lo que permite la translocacion hacia el nicleo y activar la
transcripcién de citocinas: IL2, IL3, IL4, IL5, INFy, TNFa, factor
estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos.

e Aumenta la sintesis de TGFp en linfocitos T y en células renales y
endoteliales.

e Inhibe la activacion de los macrofagos

En consecuencia, su accién es directa a los componentes citoplasmdticos con
independencia de los niveles de concentracion de Adenosin monofosfato
ciclico (AMPC) -Metzler y cols.1989-.

La ciclosporina se indica en la prevenciéon del rechazo de injertos en
procedimientos de fransplantes de organos y en la prevencién de la
enfermedad /njerto versus hospedador que se acompafia en el transplante
de médula ésea. También se emplea en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes -diabetes mellitus insulinodependiente, cirrosis biliar primaria,
psoriasis, artritis reumatoidea, colitis ulcerosa, enfermedad de Créhn,
liquen plano rojo-.

Su via de administracion es oral, inframuscular o endovenosa. La absorcién
intestinal es irregular por su marcada variabilidad interindividual. La mdxima
concentracién plasmdtica se alcanza a las 3-4 horas de la administracién con

* NF-AT: Factor de transcripcién nuclear de los linfocitos T activados.
® NF-kB: Factor de transcripcién nuclear que se activa en respuesta a sefiales transmitidas por
receptores. Unido a IkB en el linfocito en reposo.
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una semivida sérica de entre 17 y 40 horas. Se une en un alto porcentaje a
eritrocitos y lipoproteinas y, en cambio sélo un 5% circula libre en plasma.
Es metabolizada especialmente en el higado por el sistema enzimdtico del
citocromo P450 -isoenzima  CYP3A4- mediante las reacciones de
hidroxilacién, ciclizacién y demetilacion, aunque también se produce
biotransformacion en intestino delgado y rifion. La mayoria de los
metabolitos son excretados por la bilis a las 6h a través de las heces y sdlo
un 10% por el rifion -Bafios y Farré 2002-figura 4,3-.

El rango terapéutico de dosificacion para la inmunosupresion oscila entre
10-20 mg/kg/dia para obtener unos niveles séricos de 100-400 ng/ml. Se
inicia unas horas antes del transplante hasta unas semanas después.
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A partir de entonces se va reduciendo la dosis mensualmente hasta
conseguir unas dosis de mantenimiento de 6-8 mg/kg/dia. La presentacion
por via oral es en cdpsulas de 25 mg, 50 mg y 100 mg, y en solucion (100
mg/ml). Conviene tomarla antes de las comidas -30 mi-. En muchas ocasiones
su administracion se asocia a prednisona que también previene y controla los
problemas de rechazo.

Entre los efectos adversos de ésta se citan la retencién de liquidos y de
iones, diabetes, debilidad muscular, descalcificaciones, hepatotoxicidad,
afectacidn neuroldgica -temblor, insomnio-, cefaleas, HTA. Para controlar la
HTA secundaria a su administracion se asocia hifedipina que también reduce
su nefrotoxicidad. Serd importante controlar con periodicidad la tensidn
arterial y los niveles séricos de creatinina -no deben superar 2 mg/100ml-,
dcido drico y potasio. Otros efectos secundarios que se han observado son:
predisposicion a linfomas e hirsutismo -c6F 1994-. Segln un estudio con
transplantados renales que recibian ciclosporina un porcentaje muy alto
presentaban candidiasis detectada en la saliva y algunos casos de herpes
simple y carcinoma oral escamoso. En comparacién, los pacientes sometidos
a tacrolimus sélo presentaban una menor prevalencia de candidiasis salival -
Spolidorio y cols.2006-.

Tacrolimus -también inmunosupresor micotico- actia de forma similar con
union a otra proteina distinta a la ciclofilina -figura 4,3-. Se administra en
pacientes receptores de transplantes hepdticos y como segunda eleccion en
casos tratados con ciclosporina no bien controlados -Abbas y Litchman 2004-. Se
presenta en cdpsulas de 0,5 mg, 1 mg y de 5 mg con un intervalo de 12h y se
ingiere 1 hora antes de las comidas. Enfre sus efectos adversos conviene
citar caida del cabello, diabetes, insomnio, diarreas y temblor.

Al presentar ciclosporina un indice terapéutico estrecho puede ser objeto
de una interaccién farmacoldgica:

e Reducen sus niveles séricos: Fenitoina, fenobarbital, isoniazida,
rifampicina.

e Aumentan sus niveles séricos: Anfotericina B, eritromicinag,
cimetidina, ketoconazol, metilprednisolona.

e Se potencia su nefrotoxicidad al asociarse con fdrmacos que son
nefrotéxicos: aminoglucésidos,  sulfamidas, tetraciclinas,
antiinflamatorios no esteroideos. Actualmente se tiende a
substituir por otros inmunosupresores con menos efectos
adversos -tacrolimus, rapamune-.
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4.3-Epidemiologia: Incidencia y Prevalencia del Agrandamiento gingival
farmacoldgico. Factores de riesqgo

Los datos en la incidencia y prevalencia del AGIF son muy variables segtn el
fdrmaco a considerar y los estudios presentados por distintos autores. Es
posible que las diferencias en los valores obtenidos sean atribuidas al indice
de agrandamiento gingival utilizado, tipo de estudio y caracteristicas de la
muestra -variabilidad en el tamafio, edad de los pacientes estudiados,
enfermedad que se trata y medicamentos adicionales-, posologia en la
administracién -dosis de los fdrmacos, tiempo de exposicion al producto
activo- y a la ausencia de criterios objetivos para consensuar y cuantificar
el grado de sobrecrecimiento gingival.

Se presentan las caracteristicas de algunos estudios y los resultados
observados en la prevalencia de AG de los tres farmacos.

e Fenitoina. Las muestras de los pacientes estudiados se caracterizan por
ser la mayoria adultos con distincion entre los que son controlados de
forma ambulatoria y los ingresados en centros hospitalarios. La
prevalencia de AG varia también con un amplio margen: entre un 10%
hasta un 84% entre los autores consultados. Fenitoina es el farmaco
neuroldgico que reporta mayor AG -Brunet y cols.2001- -tabla XIII-.

e Antagonistas del Calcio. Los valores de prevalencia del AG aportados
por los diferentes estudios revisados varian seqgtn los diversos farmacos
de este grupo terapéutico: para nifedipina oscilaria desde un 7% hasta
un 43.6%, isradipine no se asociaba con sobrecrecimiento y se prescribia
como terapia substitutiva. Verapamil y diltiazem presentaban menor
pr'evalencia de AG -Pernuy cols.1989, Cebeci y cols.1996ab- -tabla XIV-.

e Ciclosporina A. Sus aplicaciones terapéuticas estdn en transplantes de
distintos érganos en los que predominan los renales, hepdticos, cardiacos
y pulmonares en muestras de pacientes en edad infantil y enfermedades
autoinmunes -diabetes mellitus, lupus eritematoso, esclerosis mdltiple-.
El margen de variabilidad observado de AG oscila entre un 8% hasta un
85%. Si se produce la asociacién con antagonistas del calcio la
prevalencia aumenta -Slavin y Taylor 1987, Pernu y cols.1993b-. Con otros
inmunosupresores no se obtienen datos de incidencia en la aparicion de
AGIF -tabla XV-.
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autor farmaco muestra prevalencia | patologia
Angelopoulos-Goaz PHT 173 53% epilepsia
1972 hospitalizados esquizofrenia
Pefiarrocha -cols.198%a PHT...... . 104 epilépticos epilepsia
PHT+PHB .. 1 espasmofacial 422 %
PHT+Cbz . ... ..1 neuralgia de neuralgia de
trigémino trigémino
PHT+fdrmacos
Pefiarrocha-cols.1990
PHT 60 epilépticos 50% epilepsia
Thomason-cols.1992 ambulatorios
PHT 23 con 13% epilepsia
23 cas
Ball-cols.1996 36 adultos:
PHT 17 PHT
PHT+Cbz 8 PHT+Cbz 47.2% epilepsia
PHT+V 7 PHT+V
PHT+fdrmacos 4PHT+fdrmacos
Majola-cols2000 PHT 134 pacientes 62% epilepsia
Brunet-cols.2001 PHT 37 cas 73% epilepsia
#anticonvulsivantes 22 cas 31.8%
98 con

-tabla-XIII: Estudios de prevalencia de AG por PHT -fenitoina-. PHB:Fenobarbital
Cbz:Carbamazepina, V:Valproato, #:otros anticonvulsivantes, cas: Caso, con: Control-
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autor farmaco muestra prevalencia | patologia
Barclay-cols.1992 Nf 19 Nf 22% cardiovascular-
9 atenolol HTA
19 con
Miller-Damm 1992 Vrl 24 total 4.1% cardiovascular-
1 cas HTA
Pernu-cols.1993b Cs+Dhp 14 Dhp+Cs 35% transplante
Dhp 14 Dhp 21% renal
uremia
Lowry - cols.1995 Nf+Cs 19 nifos 52% transplante
cardiaco
Nery-cols.1995 Nf 181 cas 43.6% cardiovascular
71 con HTA
Westbrook-cols.1997 Nf 14 adultos 66% HTA
isradipina
Miranda 1997 Dhp 118 cas 33.3% cardiovascular
Dtz 31.3%
Vrl 147 con 21.4%
Jorgensen 1997 Aml 150 3.3% ns cardiaca
Ellis - cols.1999 Nf 442 6.3% cardio-vascular
Aml 181 ns
Dtz 186 ns
102 con
James-cols.2000a Nf+Cs 89 Nf+Cs 53% transplante
Aml+Cs 46 Aml+Cs 72% renal
Miranda-cols.2001 Nf 65 cas 33.8% cardiovascular
147 con 4.1%
Miranda-cols.2005 Dtz 46 cas 31% cardiovascular
Vrl 49 con 21%

-tabla-XIV: Estudios de prevalencia de AG por antagonistas del Ca. Nf:Nifedipina,
Cs:Ciclosporina, Dhp:Dihidropiridinas, Vrl:Verapamil, Dtz:Diltiazem, Aml:Amlodipina,
HTA:Hipertensién arterial, cas: Caso, con: Control, ns: No significativo-
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autor farmaco muestra prevalencia patologia
Daley - cols.1986 Cs 100 adultos >70% DM, LE, EM
transplantado
Slavin - Taylor Cs+Nf 55 Cs+Nf 51% transplantado
1987 Cs 40 Cs 8%
Stone - cols.1989 Cs 40 cas 58% EM
50 con 36%

Seibel - c0ls.1989b Cs 12 perros 42% experimental

beagle

Pernu - cols.1993b Cs 21 Cs 24% renal

Cs+Dhp 14 Cs+Dhp 35% renal
Dhp 14 Dhp 21% uremia
14 con
Thomason- Cs+Nf 23 Cs+Nf 47.8% renal
cols.1993 Cs 32 Cs 37.5%

Wondimu-cols.1993 Cs 32 nifios 13% renal
Allman - cols.1994 Cs 26 nifios 84.6% renal, hepdtico
Hefti - cols.1994 Cs 40 cas 35% EM

50 con 14%

Somacarrera 1994b Cs 100 adultos 43% cardiaco,renal,

hepdtico

Cebeci - cols.1996b Cs 22 cas 40.91% renal

Cs +Vrl 29 cas 51.72% ns

Karpinia - cols.1996 Cs 49 nifios 77.5% renal
Margiotta- Cs 61Cs 33.7%
cols.1996 Cs+Nf 28 Cs+Nf ’ renal

Azt 24 Azt con

Kilpatric - Cs 31 nifios 13-19% cardiaco,
cols.1997 pulmonar
Wondimu - Cs+ Nf 68 nifios 19% renal
cols.1997

Wilson - cols.1998 Cs en 145 adultos 48% renal

politerapia 60 jovenes 30%
Spratt - cols.1999 Cs 84 cas 49% renal
36 con
Montebugnoli-2000 Cs 21 adultos 33% cardiaco
Sheehy - cols.2000 Cs +- Nf nifios 41% hepdtico
27 cas monoterapia
27 con y combinacién
Thomas - cols.2001 Cs 45 48% renal
Cs + Nf 191
Khoori- cols.2003 Cs 98 Cs 6% renal
Cs+Nf 21 Cs+Nf 52%

-tabla-XV: Estudios sobre la prevalencia de AG por Cs -ciclosporina A-. Nf: Nifedipina, DM:
Diabetes Mellitus, LE: Lupus eritematoso, EM: Esclerosis mdltiple, Dhp: Dihidropiridina, Vrl:
Verapamil, Azt: Azatioprina, cas: Caso, con: Control, ns: No significativo-
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4 3.1-Factores de riesgo del Agrandamiento gingival farmacoldqico.

Se observan unos indicadores epidemioldgicos que influyen en la prevalencia
y en la severidad del AG y su accion se interrelaciona potenciando este
efecto o favoreciendo su permanencia. Se citan: posologia -dosis y tiempo
de exposicién al fdrmaco-, concentracion de los farmacos -sérica, en saliva 'y
en flujo gingival-, politerapia, edad, sexo, higiene oral y grado de
inflamacidn gingival.

4.3.1.1-Presentacion del farmaco y dosificacion. Presencia en los fluidos.

La dispensaciéon del fdrmaco -ciclosporina- en solucion aumenta la
prevalencia y la severidad del AG en comparacion con la presentacién en
cdpsulas por la exposicion directa del principio activo en encias y mucosas -
Wondimu y cols.1996- En la saliva se observaron diferencias altamente
significativas en la presencia del fdrmaco segtn la dispensacién en cdpsulas
o en liquido: 5,4//2867 ng/ml respectivamente -Modéer y cols.1992a-. También la
presencia de ciclosporina en saliva esta significativamente relacionada con
el grado de AG y con el indice de placa bacteriana -Mc6aw y cols.1987-.

Son muchas las aportaciones en la literatura referentes a la posible relacion
que puede existir entre las dosis terapéuticas de los farmacos inductores y
la aparicion de AG asi como de sus niveles plasmdticos o el de sus
metabolitos y su presencia en los fluidos de la cavidad oral; las conclusiones
son variadas y contradictorias.

Algunos autores han observado una relacion directa proporcional entre
dosis de administraciéon del fdrmaco y AG, con implicacion de la
farmacocinética en algunos estudios y de la relacion de la concentracidn
plasmdtica del fdrmaco con el AG. Hay acuerdo en que existe un umbral de
concentracién sérica por encima del cual se produce el AG sin
incrementarse la severidad que dependeria de otros factores -Daley y cols.1986,
Brown y cols.1991a-:

» Little y cols.1975 observaron cambios en el aspecto clinico del AG

provocado por fenitoina segln un mdrgen de variabilidad de dosis de
administracién del farmaco y de sus niveles séricos.
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* Addy y cols.1983 confirmaron una correlacion positiva entre dosis
diaria de fenitoina y dosis fenitoina/peso con severidad del AG. Del
mismo modo un incremento de los niveles séricos aumentaba la
gravedad del AG. Los niveles de folatos fueron bajos en el margen de
normalidad y no tuvieron ninguna relacion con el AG.

= Seymour y cols.1987 observaron que en 24 adultos transplantados
renales, hubo correlacién significativa entre las concentraciones
séricas de ciclosporinay AG en 6 meses de investigacion.

» Seibel y cols.1989b realizaron un estudio con 12 perros beagle y
comprobaron un nivel plasmdtico mds elevado a las 3, 6 y 10 semanas en
perros con fibroblastos reactivos -fibroblastos responder-.

» Hefti y cols.1994 en una muestra de pacientes con esclerosis multiple
observaron que si los niveles séricos igualaban o superaban 400 ng/ml
habia una incidencia significativa de AG; de un 17% de prevalencia de
AG por ciclosporina se obtenia un 59%.

» Somacarreray cols.1994b en su estudio concluyeron que el nivel sérico
de ciclosporina es un predictor importante del AG en su severidad.

» Thomason y cols.1997 observaron una relacion directa entre la
concentracién sérica de nifedipina -factor de riesgo- y el grado de
severidad de AG en pacientes transplantados y con independencia de la
concentracién en flujo crevicular.

» Wondimu y cols.1997 comprobaron que la presentacion de AG por
ciclosporina en un grupo de 68 nifios transplantados renales tenia una
relacién positiva con la dosis oral diaria, con la concentraciéon media
plasmdtica de ciclosporina y con la administracién concomitante con
nifedipina. También se observé que los nifios con AG presentaban mayor
fraccion de filtracion renal que los nifios sin AG mientras que el flujo
plasmdtico renal era similar en ambos grupos.

= Thomas y cols.2001 en una muestra de 236 pacientes sometidos a
transplante renal y que recibieron ciclosporina se observé una
correlacidn significativa entre la dosificacion y los niveles séricos a los
3, 6 y 12 meses post-transplante con respecto a la extension y
severidad del AG (p<0.0001). No se observd ninguna relacién con la tasa
de filtracion glomerular.

* Yamada Yy cols.2001 observaron una relacion estadisticamente
significativa entre dosis altas de fenitoina y AG (p<0.05) al comparar
con las dosis de los pacientes sin AG. Ademds los niveles séricos de
fenitoina eran también significativos (p<0.01) en los pacientes con AG.
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= Thomason y cols.2005 en un estudio con 100 pacientes transplantados
que recibian ciclosporina en régimen de monoterapia se observé que la
dosificacién era un factor de riesgo del AG.

Se han presentado estudios con ratas donde también se aporta una relacion
directa entre dosis y AG:

» Tshida y cols.1995 observaron una relacidn directa y positiva entre la
cantidad de nifedipina en la dieta y su concentracién sérica con el AG
provocado, al administrar una dosis distinta para cada grupo de ratas.
La duracion del tratamiento también mantuvo una correlacion positiva
con el AG hasta el dia 20 a partir del cual ya no hubo mds
sobrecrecimiento gingival.

» Nishikawa y cols.1996 comprobaron que a partir de un umbral
plasmdtico por aumento progresivo de la dosis la incidencia es mdxima y
la severidad dependiente.

En cultivos de fibroblastos la dosis del fdrmaco afectaba de forma inversa
su proliferacién:

» Sobhani y cols.1989 en un estudio /n vitro, 9 cepas de fibroblastos
alteraron sus componentes: todas sufrieron inhibicion de la
proliferacion con dependencia de la dosis de ciclosporina; 3 de ellas a
100 ng/ml elevaron la sintesis de proteinas de la matriz. A 400ng/ml se
afectaron 5y a 1000 ng/ml 8 se afectaron positivamente.

La dosificacién del fdrmaco por si mismo es un mal predictor de su
concentracién sérica porque influyen otras variables: el peso corporal, la
absorcidn, la alteracién del metabolismo y la excrecion si hay disfuncién
renal -Chabria y cols.2003-. Pareceria mds logica una relacién del AG con la
biodisponibilidad, grado de unién a proteinas, volumen de distribucién y
concentracién del farmaco/tiempo -Seymour y cols.2000-.

Se presentan otros estudios que verifican una falta de correlacién entre

dosis del farmaco inductor, niveles séricos y desarrollo del AG, asi se
pueden citar:

87



ESTADO DE LA CUESTION

Angelopoulos y Goaz 1972, no observaron ninguna asociacion en su
estudio sobre la incidencia del AG por fenitoina en 173 pacientes
epilépticos hospitalizados.

Wysocki y cols.1983, en un estudio clinico e histopatoldgico de 6 casos
en el que no apreciaron diferencias significativas en dosificacién ni en
niveles plasmadticos de ciclosporina entre pacientes cony sin AG.

Hassell y cols.1984, en una poblacion de 77 pacientes epilépticos y
discapacitados hospitalizados, no se observaron correlaciones
significativas entre el AG y dosificacion diaria de fenitoina y sus niveles
plasmdticos.

Dahlloff y Modéer 1986, realizaron un control preventivo de placa
bacteriana durante 2 afios en un grupo de 16 nifios epilépticos y no se
observé ninguna relacion entre dosis de fenitoina y sobrecrecimiento
gingival.

Daley y cols.1986, en la muestra de 100 pacientes no hubo ninguna
correlacion con el grado de AG en el rango de dosis ni en los niveles
plasmadticos.

McGaw y cols.1987 examinaron 30 pacientes transplantados renales y
no observaron correlacion entre el AG por ciclosporina y el nivel sérico
del fdarmaco aunque si hubo entre éste y concentracion de ciclosporina
en saliva parétida y mandibular. Al comparar entre pacientes con
fibroblastos respondery non responder no se apreciaron diferencias
significativas en los niveles plasmdticos ni en saliva.

Slavin y Taylor 1987 no apreciaron correlacion de AG con los niveles
séricos de fdrmaco en pacientes sometidos a monoterapia con
ciclosporina y a politerapia de nifedipina-ciclosporina y en comparacion
con los que no presentaban AG.

Pefiarrocha y cols.1989a, 1990 en los 2 estudios con 106 y 60 pacientes
epilépticos respectivamente, no se observé ninguna correlacion clinica
significativa de AG con niveles séricos ni con dosis diaria de fenitoina.
Schulz y cols.1990 en su estudio clinico de 80 pacientes transplantados
renales, no observaron correlacion con la dosis ni con los niveles séricos
de ciclosporina.

Seymour y Smith 1991 estudiaron clinicamente a 27 pacientes
sometidos a transplante renal y no observaron relacion a los 6 meses de
fase higiénica entre los 2 grupos randomizados en cuanto a posologia y
concentracion sérica de ciclosporina y pardmetros periodontales.
Barclay y cols.1992 no pudieron establecer una correlacién entre el AG
y la dosis diaria de nifedipina durante un periodo de 6 meses en una
muestra de 19 pacientes con patologia cardiovascular.
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= Pernu y cols.1992 los pacientes fransplantados renales responder no
presentaban diferencias en las concentraciones hemdticas de
ciclosporina con respecto a los non responder.

» Ellis y cols.1993b no observaron diferencias significativas entre los
grupos de pacientes con fibroblastos responder y los non responder
sometidos a terapia con nifedipina en los pardmetros periodontales y las
variables farmacocinéticas.

= King y cols.1993 comprobaron que en 66 pacientes transplantados
renales el AG no se relacioné de forma significativa con la dosificacién
de ciclosporina ni con sus niveles séricos en el grupo de monoterapia hi
en los otros dos de terapia combinada con calcio-antagonistas.

* Pernu y cols.1993b en monoterapia de nifedipina o combinacién con
ciclosporina no se observo relacién de dosis con la aparicion de AG.

= Thomason y cols.1993 no apreciaron en su estudio ninguna relacién con
las dosis de ciclosporina en el grupo que recibié monoterapia ni en el de
terapia combinada con nifedipina.

= Wondimu y cols.1993 realizaron un seguimiento de un grupo de 32 nifios
transplantados renales con tratamiento inmunosupresor y observaron
que ni las dosis diarias ni los niveles de ciclosporina séricos tuvieron
diferencias significativas en los nifios con AG al comparar con los que no
lo presentaban, pero si que se observé una correlacion directa a los 6
meses post-transplante entre dosis total y AG y también entre dosis
media diariay AG.

» Allman y cols.1994 no observaron relacién del AG con los niveles séricos
de ciclosporina en un grupo de 26 nifios transplantados.

» Hosey y cols.1995 en 55 nifios con transplante hepdtico no se observo
ninguna relacion entre concentracion sérica de Cs y severidad del AG.

* Lowry y cols.1995 en 19 nifios transplantados cardiacos sometidos a
terapia con ciclosporina y nifedipina no encontraron diferencias
significativas en los pardmetros de dosis de los fdrmacos y niveles
séricos al comparar entre los grupos con AG significativo y moderado.

» Nery y cols.1995 en los 181 pacientes estudiados no se observé ninguna
relacidn significativa entre dosis de nifedipinay AG.

* Ball y cols.1996 en un estudio de 36 pacientes epilépticos no se
observaron diferencias significativas en los niveles séricos de fenitoina
y su metabolito entre pacientes con AG y los que no presentaban
sobrecrecimiento gingival.

» Cebeci y cols.1996ab no observaron diferencias significativas entre los
grupos de tratamiento -ciclosporina y ciclosporina con verapamil- y los
controles en las variables periodontales y farmacoldgicas estudiadas.
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= Karpinia y cols.1996 observaron que la posologia de ciclosporina/dia no
fue diferente entre los nifios que presentaban AG al comparar con los
que no lo manifestaban.

» Margiotta y cols.1996 los pacientes responder no presentaban una
correlacion significativa entre el AG y las variables farmacoldgicas.

» Montebugnoli y cols.1996 estudiaron en 39 pacientes transplantados
renales la relacion entre pardmetros periodontales y variables
farmacoldgicas de ciclosporina y no encontraron ninguna relacion entre
ellas, ni con las dosis.

» Thomason y cols.1996a en una cohorte de 172 pacientes transplantados
en la que se relacionaron diversos pardmetros periodontales,
farmacolégicos y genéticos en el fenotipo HLA. No se observé en el
andlisis de regresion mdltiple ninguna implicacion de riesgo en las
variables  farmacocinéticas de ciclosporina con respecto al
sobrecrecimiento gingival. Si que hubo correlacidn con el nivel sérico de
creatinina.

= Kilpatrick y cols.1997 comprobaron que la dosis diaria de ciclosporina
ajustada al peso no se relacionaba con la severidad del AG.

* Nakou y cols.1998 comprobaron que las dosis de nifedipina no fueron
predictores significativos del AG en un estudio de 35 pacientes con
enfermedades cardiovasculares.

* Vargay cols.1998 comprobaron que los niveles séricos de ciclosporina no
mostraban diferencias entre los grupos de pacientes clasificados segtn
el grado de severidad del AG en el periodo post-transplante. Tenian mds
implicacion los parametros periodontales que los farmacoldgicos.

* Majola y cols.2000 no observaron ninguna relacién entre niveles séricos
totales de fenitoina y AG aunque si habia correlacion entre
concentracién plasmdtica de fenitoina libre y AG en andlisis
multifactorial, tampoco con la concentracion sérica de folato y AG ya
que se ha comprobado que fenitoina interfiere la absorcion de dcido
folico con decrecimiento de los niveles séricos de folatos.

= Montebugnoli y cols.2000 en un grupo de transplantados cardiacos no se
encontraron diferencias significativas entre pacientes respondery non
responder en los niveles séricos de ciclosporina y en el andlisis
estadistico tampoco se correlaciond el indice de placa con el valor de
ciclosporina plasmatica.

"Hosey y cols.2002 en una poblacién de estudio de 34 nifios
transplantados hepdticos no se obtuvo correlacién entre los niveles
séricos de ciclosporina y la severidad del AG.
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» Khoori y cols.2003 en su estudio no observaron diferencias
significativas al comparar dosis de ciclosporina, de nifedipina, ni
concentracidn sérica de ciclosporina entre el grupo que recibia terapia
combinada -21 pacientes- y el que recibia sdlo ciclosporina -98
pacientes-.

* Romito y cols.2003, 2004 en un grupo de pacientes transplantados
cardiacos bajo terapia con ciclosporina no se encontraron diferencias
significativas entre aquéllos que presentaban AG y los que ho
presentaban sobrecrecimiento gingival en cuanto a las dosis del farmaco
y otros pardmetros clinicos periodontales.

4.3.1.1.1-Relacidn del fdrmaco en el flujo gingival crevicular.

En pacientes con AG por nifedipina y por amlodipina si que se observaron
secuestros significativos en el flujo gingival crevicular con unas
concentraciones locales mds altas que con respecto a niveles de nifedipina y
amlodipina plasmé‘ricos -Ellis y cols.1992,1993b, Seymour y cols.1994, Thomason y cols.1995-.
La presencia de nifedipina se observé incluso en pacientes non responder -
Ellis y cols1993a-. Al parecer las concentraciones locales de nifedipina
aumentan en presencia de inflamacion gingival y depdsito de placa
bacteriana sin depender de la profundidad de sondaje del AG ni de la
concentracién plasmdtica, aunque ésta ha sido considerada como un factor
de riesgo para la severidad del AG -Ellis y cols.1995, Thomason y cols.1995,1997-.
Estos niveles elevados de nifedipina en el flujo crevicular podrian explicar la
predisposicion al crecimiento de la papila.

Para fenitoina si se observé una correlacion entre los niveles en el flujo
crevicular y la concentracion plasmdtica de fenitoina, pero tampoco se podia
relacionar la concentracion de fenitoina en el flujo crevicular con el grado
clinico del AG, ni la inflamacién aumentaba la concentracion local de
fenitoina -Mc Laughlin y cols.1995-.

No se ha podido comprobar el secuestro de ciclosporina disuelta en el
liquido crevicular pero si que se han observado concentraciones de reserva
en la placa bacteriana -McGaw y cols.1987- y también para fenitoina -Brown y
cols.1991a-.
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4.3.1.1.2-Relacion del fdrmaco en la saliva.

Hay autores que creen que la concentracion de ciclosporina en saliva tiene
relacion con el AG. En el estudio de Modéer y cols.1992a se observa un nivel
alto de ciclosporina en saliva completa después de haber ingerido el
fdrmaco, especialmente en forma de solucién. En pacientes susceptibles a
tener AG -por fibroblastos responder- habria una concentracion de
ciclosporina en saliva muy alta -Phillips y cols.1986, McGaw y cols.1987, King y cols.1993,
Hefti y cols.1994- Se cree que pueda influir ciclosporina de forma directa en el
conectivo gingival a través del epitelio por su naturaleza lipofilica.

Con referencia a la concentracion de fenitoina en saliva también puede
haber relacién directa con AG seglin Conrad y cols.1974 —citado en Brown y
cols.1991a-. Se ha comprobado que habria una correlacién positiva directa
entre diferentes pardmetros farmacoldgicos y la concentracion en saliva al
comparar con dosis diaria de fenitoina y sus valores séricos, segin un
estudio realizado en 62 pacientes discapacitados en centro hospitalario y
con régimen de politerapia asociada a fenitoina -Hassell y cols.1983-. Aunque hay
autores que no lo consideran asi y no observan ninguna correlacién entre
niveles de fenitoina y su metabolito en saliva con relacion a la extension del
AG -Hassell y cols.1984-, Thomason y cols.1992, Ball y cols.1996-.

4.3.1.2-Tiempo de exposicion al tratamiento.

La aparicién del AG con la administracién del fdrmaco inductor es
presumible que dependa, como se ha expuesto, de la influencia de una
concentracién minima hemdtica y de su presencia en la saliva y en el flujo
gingival crevicular. La variable que se considera ahora en la posologia -
exposicion temporal al fdrmaco-, al igual que para la dosificacién en la que
se han aportado opiniones contrarias por distintos autores, también permite
unas conclusiones diversas segln los estudios presentados.

Segln Little 1975, si hay relacion entre AG por fenitoina y duracién del

tratamiento recibido aunque no parece haber una relacién lineal -majola y
cols.2000-,
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La misma relacion positiva entre exposicion a ciclosporina y AG -Daley y
cols.1986, Thomason y cols.1995, 1996a, Sheehy y cols.2000-. También lo confirman
Karpinia y cols.1996: Consideran en su estudio que la duracién del
tratamiento con ciclosporina fue un factor critico para el desarrollo del AG
al observar que los nifios fransplantados sin AG tuvieron un promedio de
exposicion al farmaco de 1.3 meses frente a los que manifestaron AG que
fue de 3.5 afios. Khoori y cols.2003 observan una clara relacion entre el AG
por terapia combinada ciclosporina-nifedipina y la duracién en la
administracién de la terapia. Miranda 1997 observa que entre las 2
variables -dosis nifedipina/tiempo de tratamiento-, hay correlacion positiva
con AG pero ho es estadisticamente significativa.

Esta correlacién no se ha visto siempre directa segin la premisa: "a mayor
duracion de la terapia, mayor AG" como han aportado en general los
estudios citados, también se ha comprobado una correlacién inversa:
autolimitacion del sobrecrecimiento gingival con el tiempo, en ocasiones con
interaccion de otros factores afadidos: Grado de dependencia total o
parcial a la placa bacteriana, ajuste de las dosis -Daly 1992-, sensibilidad a los
efectos de la ciclosporina, érgano transplantado, concomitancia con otros
fdrmacos en régimen de politerapia y substitucién por un farmaco del mismo
grupo terapéutico.

Wilson y cols.1998 comprobaron que el tiempo transcurrido desde el
transplante con la accion del inmunodepresor es inversamente proporcional
al grado de AG. Montebugnoli y cols.1996 refieren en su estudio cruzado con
39 pacientes cardiacos transplantados una correlacion inversa
estadisticamente significativa entre los pardmetros periodontales y la
duracién del tratamiento con ciclosporina, al final de la terapia el fdrmaco
actuaria con minimo efecto adverso y la severidad del AG podria reducirse
progresivamente. A la misma conclusién han llegado los estudios de Hosey y
c0ls.1995,2002 entre la severidad del AG y el tiempo de exposicién a
ciclosporina en una poblacién de nifios transplantados de higado: se
establecia una relacion inversa.

Otros estudios aportan que la regresién del AG provocado por ciclosporina

se produce con el tiempo de exposicion al farmaco -Montebugnoli y cols.2000- 0 la
regresion espontdnea después de finalizar el tratamiento -Daley y cols.1986-.
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En el estudio de Montebugnoli y cols.2000 con pacientes sometidos a
transplante cardiaco el decrecimiento del volumen gingival fue significativo
a los 36 meses del transplante mientras que el indice gingival ya descendié a
los 12 meses influido por las sesiones de higiene oral realizadas 3 meses
antes. El nimero de pacientes responder descendié progresivamente en las
sucesivas visitas hasta los 36 meses pasando de 7 a 2.

Otros estudios aportan una independencia entre exposicion temporal al
farmaco y AG:

e Angelopoulos y Goaz 1972, Dahllof y Modéer 1986, Pefiarrocha y
cols.1990: Estudios de pacientes con tratamiento de fenitoina y
prevencién de la aparicion del AG por control de placa bacteriana.

e McGaw y cols.1987, Pernu y cols.1992, Romito y cols.2003, 2004: No
encontraron relacion entre tiempo de exposicidn a ciclosporinay AG.

e Sin correlacion entre duraciéon del tratamiento con administracién de
antagonistas del calcio, con ciclosporina y en combinacion de ambos
grupos de farmacos -Pernu y cols.1993b, King y cols.1993, Allman y cols.1994, Lowry y
c0ls.1995, Nery y cols.1995, Cebeci y cols.1996ab, Nakou y cols.1998, Thomas y cols.2001-.

4 3.1.3-Terapia combinada y substituciones.

La terapia combinada de 2 fdrmacos inductores de AG no siempre
incrementa la prevalencia de la condicién de forma ostensible pero es un

factor de riesgo para la progresion y la recurrencia del AG -Thomason y
€015.1993,1995,1996q, Pernu y cols.1993a, Wondimu y cols.1996, 1997, Spratt y cols.1999, Pernu y

Knuuttila 2001-.

Los efectos adversos de la administracion crénica de ciclosporina -HTA y
nefrotoxicidad- se controlan con la asociacion de nifedipina -seymour 1991,
Bokenkamp y cols.1994, Wilson y cols.1998- por lo que esta combinacion es muy
frecuente en casos de tratamiento con este inmunosupresor.

Margiotta y cols.1996 comprobaron que el 60% de los pacientes responder

recibian terapia combinada de ciclosporina y nifedipina. Khoori y cols.2003
aportan un aumento de la prevalencia del AGIF con la asociacion de
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nifedipina y ciclosporina -de 6% con ciclosporina a 52% con la combinacidn-
y fambién habria aumento de la severidad.

En un estudio de Slavin y Taylor 1987, la prevalencia de AG fue mayor en el
grupo de pacientes que recibian terapia combinada -ciclosporina+nifedipina:
51%- al comparar con el que sdlo recibia ciclosporina -8%- y la cirugia de
reseccion se realizé sélo en esos pacientes -13%-. Segun Spolidorio y
cols.2006 también aumento la prevalencia del AG en aquellos pacientes que
recibieron la combinacién de los fdrmacos ciclosporina y nifedipina con
respecto a los que sdlo recibian ciclosporina.

Segln King y cols.1993 aunque hay sinergia entre ambos tipos de fdrmacos
no se produjo un efecto aditivo del AG al combinar ciclosporina y nifedipina
o ciclosporina y diltiazem con respecto a ciclosporina en monoterapia, y la
incidencia oscilaba alrededor del 49%. Cebeci y cols.1996b consideran que,
en una combinacion de ciclosporina y verapamil, la prevalencia y severidad
del AG son mayores pero los cambios no son significativos con respecto a la
administracién monoterdpica. En otro estudio de los mismos autores no se
observan efectos aditivos en el sobrecrecimiento al asociar ciclosporina a
otros calcio-antagonistas -Cebeci y cols.1996a-. En pacientes pedidtricos
transplantados no se ha observado una diferencia significativa en el grado
de AG con la combinacién de ciclosporina-nifedipina al comparar con los
nifios que sdlo recibian ciclosporina -Allman y cols.1994, Hosey y cols.1995-. La
conclusion de estas aportaciones es que habria un mismo efecto terapéutico
sin adicién.

Pernu y cols.1993b citan un 35% de prevalencia de AG en la asociacién
ciclosporina y dihidropiridinas sin ser significativo con respecto a
monoterapias de ciclosporina o dihidropiridinas, aunque la severidad
aumento en los pacientes susceptibles -potenciacion-. Esta conclusién la
comparten otros autores -Thomason y cols.1993, 1995-.

La asociacion de ciclosporina con amlodipina produjo mayor prevalencia de
AG que la combinacién ciclosporina-nifedipina en un grupo de pacientes
transplantados renales -James y cols.2000a-, @ pesar de que amlodipina presenta
menor prevalencia que nifedipina en régimen de monoterapia -ver tabla XIV-.

En un estudio clinico con ratas se observé que la combinacion terapéutica de

ciclosporina y nifedipina no produjo en el andlisis histométrico un aumento
de los pardmetros clinicos relacionados con AG, al comparar con los
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resultados obtenidos con la accion de los fdrmacos individualmente por lo
que no hubo aumento de severidad -Chiu y cols.2001-.

En pacientes transplantados, la combinacién de prednisolona y azatioprina
también permite una inmunosupresion eficaz y disminuye la reaccion local
inflamatoria -Hassell y Hefti 1991, Somacarrera y cols.1994b, Wilson y cols.1998, Vieira y
cols.2002-. En estudios comparativos de prevalencia de AG por los
inmunosupresores ciclosporina y azatioprina se ha comprobado que los
grupos de pacientes que recibia ciclosporina mostraban una alta prevalencia
con respecto a los que recibian azatioprina que fue casi nula -Friskopp y
Klintmalm 1986, Seymour y cols.1987, Pernu y cols.1992, Vieira y cols.2002-. En un pacienTe
transplantado cardiaco sometido a fratamiento inmunosupresor con
ciclosporina y prednisona se realizd un seguimiento con examen oral
completo y cortes histoldgicos puntuales durante 18 meses. Al producirse
toxicidad renal al 10° mes se cambié ciclosporina por azatioprina y se
produjo una reduccién del AG del 26,8% y en el infiltrado inflamatorio. En el
grupo control formado por 13 pacientes con las mismas caracteristicas pero
sin discontinuidad en el tratamiento de ciclosporina, 7 desarrollaron AG en
el noveno mes y el promedio del grupo experimentd un aumento de severidad
del 2% -Somacarrera y cols.1996-.

Tacrolimus es una molécula macrélida de mayor potencia que ciclosporina y
la substitucién en la terapia inmunosupresora baja la prevalencia y la
severidad del AG de forma significativa en la mayoria de estudios -James y
cols. 2000b, Sheehy y cols.2000, de Oliveira Costa y cols.2006-. Wondimu Y cols.2001
comprobaron que ningldn paciente que recibié tacrolimus durante 1 afio
mostré AG, a diferencia del grupo al que se le administré ciclosporina que
presenté un 35% de sobrecrecimiento. Ellis y cols.2004a compararon 2
grupos de pacientes transplantados y sometidos a uno de los
inmunosupresores: tacrolimus o ciclosporina. El 15 % del grupo tacrolimus
presentaba AG significativo frente a un 30 % del grupo ciclosporina el cual
tenia también mayor severidad.

Pacientes bajo tratamiento con tacrolimus y nifedipina presentaron menor
prevalencia y severidad de AG que aquéllos que recibieron ciclosporina y
nifedipina -Mc Kaig y cols.2002-. Se podrian considerar variables de riesgo las
dosis de azatioprina y de calcio-antagonistas concomitantes a la
administracién de ciclosporina o de tacrolimus para la severidad del AG
segln el estudio realizado en una muestra de 585 pacientes transplantados -
de Oliveira Costa y cols.2006-.
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Herndndez y cols.2000 describen un caso de una paciente sometida a una
terapia combinada de fenitoina y ciclosporina. Durante la administracion del
primero como Unico fdrmaco no se manifesté AG, pero después la asociacién
de ambos provocé la aparicion del sobrecrecimiento gingival. La substitucion
de ciclosporina por tacrolimus disminuy6 la prevalencia y la severidad del AG
y a los 6 meses del cambio se consiguid la regresion.

La politerapia anticonvulsivante aumenta la prevalencia del AG por mediacion
de fenitoina. Se produce una induccion del enzima P450 a nivel hepdtico -
Pefiarrocha y cols.1990, Majola y cols.2000-. En un estudio de Seymour y cols.1985 con
30 pacientes epilépticos fenitoina provocé mayor AG que en los pacientes
que recibian valproato los cuales no mostraban diferencias significativas con
respecto al grupo control. En otro estudio similar realizado con 79
pacientes y distribuidos en 6 grupos segln la combinacidn terapéutica de
farmacos neuroldgicos -fenitoina, carbamazepina, primidona, fenobarbital y
dcido valproico- se observé que la incidencia de AG no era significativa en
los grupos en los que el tratamiento era fenitoina en monoterapia o
combinada entre fenitoina y dcido valproico, en cambio en el resto de los
grupos que recibian otras combinaciones con fenitoina si habia una
significacion estadistica de AG -Maguire y cols.1986-. Seglin otros autores no se
observé un aumento de la prevalencia ni de la severidad de AG en un grupo
de pacientes epilépticos sometidos a fenitoina y a una terapia combinada de
anticonvulsivantes. No hubo diferencias significativas con respecto al grado
de AG entre ambos grupos de terapia ni se modificaron de forma
significativa los niveles del metabolito mds importante de fenitoina en
plasma y saliva -Kamali y cols.1999-.

En el estudio de Brunet y cols.2001 realizado con un grupo de pacientes
neuroldgicos que recibian fenitoina se comparé con otro bajo terapia con
distintos anticonvulsivantes y se comprobd que el primero mostraba mayor
prevalencia y severidad de AG y ambos mayor que el grupo control.

Se cita un caso de AG por vigabatrina, anticonvulsivante de uso restringido
con poca experiencia en sus efectos terapelticos -Katzy cols.1997-.

Se podrian administrar otros antagonistas del calcio para disminuir la
incidencia del AG por substitucion de nifedipina: Verapamil también induce
AG -Pernuy cols.1989- aunque coh una incidencia menor -4.1%- -Miller y Damm 1992- -
ver tabla XIV-. Segln un estudio de Jorgensen 1997 realizado en una muestra
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de 150 pacientes cardiacos que recibieron amlodipina, sélo se observo AG en
5 con sobrecrecimiento moderado y se podria administrar en terapia
substitutiva. Isradipine no provocé sobrecrecimiento gingival y fue eficaz al
substituir a nifedipina -Westbrook y cols.1997- -ver tabla XIV-. También diltiazem
reporta casos de AG -Bowmany cols.1988- en general con prevalencias muy bajas.
De felodipina, nicardipina, nisoldipina se conocen casos aislados y no constan
incidencias significativas.

4.3.1.4-Variables demogradficas: edad, sexo, raza, peso.

Segln los estudios revisados, los nifios, adolescentes y mujeres tienen mds

susceptibilidad al AG por ciclosporina que los adultos varones -wysocki y
cols.1983, Tyldesley y Rotter 1984, Daley y cols.1986, Schulz y cols.1990, Karpinia y cols.1996,

Kilpatrick y cols.1997-. El Grupo de Estudio sobre la Esclerosis Mdltiple -1990-
presenté mayor diversidad de edades y observé de forma significativa que
pacientes con AG eran mds jovenes que aquéllos sin sobrecrecimiento
gingival -Marshall y Bartold 1998-. Spratt y cols.1999 confirman esta relacién
aunque observan que hay mayor prevalencia de AG por ciclosporina en el
género masculino. También los estudios de Thomason y cols.1995,1996a
sobre AG por ciclosporina observan mayor predisposicion en los varones,
aunque no hay diferencias significativas en todos los casos. En edades
avanzadas AG estaba reducido en el grupo bajo terapia con ciclosporina-
nifedipina -James y cols.2000a-.

En un estudio de Somacarrera y cols.1994b, los pacientes transplantados
mds jovenes presentaban mayor severidad de AG por ciclosporina que
pacientes de mds edad, y la incidencia era mds alta en la 2% y 3% década de
la vida. No obstante la prevalencia de AG por este inmunosupresor se
incrementa con la edad -Seymour y cols.1987, Wilson y cols.1998-.

Aunque hay estudios que no encontraron relacion entre edad y AG inducido
por ciclosporina -McGaw y cols.1987, Pernu y cols.1992, King y cols.1993, Montebugnoli y
cols.1996,2000-. En el estudio /n vitro de Sobhani y cols.1989, los fibroblastos
de pacientes de diversas edades no mostraron diferencias en los efectos
provocados por ciclosporina. También en terapia combinada de ciclosporina-
nifedipina, Cebeci y cols.1996a, Thomas y cols.2001 y Khoori y cols.2003 no
observaron ninguna relacion de AG con la edad.

Los estudios epidemioldgicos de pacientes con AG por fenitoina confirman
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que en edades tempranas hay mayor probabilidad en la incidencia del
sobrecrecimiento gingival en comparacién con la madurez -Addy y cols.1983,
Dahllsf y Modéer 1986, Thomason y cols.1992, Sasaki y Maita 1998, Majola y cols.2000-. Aunque
hay estudios de terapia con fenitoina para pacientes epilépticos en que no
se correlaciond la edad con AG -Hassell y cols.1984, Pefiarrocha y cols.1989a,1990-, pero
los pacientes con mayor severidad de AG tenian una media de edad mds
baja. En estudios /n vitro se ha comprobado que la sintesis de proteina y
coldgeno de fibroblastos procedentes de AG por fenitoina disminuia al
aumentar la edad del donante, pero era significativamente mayor que la
correspondiente a encia normal. En cambio la degradacién no tenia relacién
con la edad del paciente -Johnson y cols.1990-. No se puede afirmar un
predominio evidente de afectacion para uno de los géneros ya que estdn
implicados otros factores locales. No se ha podido observar una correlacion
entre el tipo de crisis epilépticas y el AG pero si que los pacientes con
retrasos intelectuales mds severos presentaban mayor AG -Pefiarrocha y
cols.1989a-.

Para AG inducido por nifedipina la edad no es un factor de riesgo, a menos
que se asocie en la terapia a ciclosporina -Nery y cols.1995, Miranda 1997, Ellis y
cols.1999-. En estudios con ratas se observé mds severidad de AG en las
jovenes al comparar con las mayores, y las del género masculino eran mds
susceptibles -Ishiday cols.1995, Nishikawa y cols.1996-. La administracion de terapia
combinada de ciclosporina con nifedipina no permitio relacionar el AG con la
edad de la rata -Spolidorio y cols.2003-.

El AG por nifedipina es tres veces mds frecuente en hombres que en
mujeres -Harel-Raviv y cols.1995, Ellis y cols.1999-. El género masculino tendria un
umbral plasmdtico mds bajo a partir del cual se produciria el AG -Chabria y
cols.2003-.

Con respecto a la raza y al sexo hay estudios que no los relacionan con la
presentacion de AG:

e Referidos a AG por fenitoina -Angelopoulos y Goaz 1972, Addy y cols.1983-.

e Referidos a AG por ciclosporina y a AG por calcio-antagonistas -McGaw y
c0ls.1987, Pernu y co0ls.1992, King y cols.1993, Allman y cols.1994, Cebeci y cols.1996ab,

Montebugnoli 'y cols.1996, Sheehy y cols.2000, Thomas y cols.2001-.
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En un estudio de Addy y cols.1983 se observd que el peso era una variable
de riesgo inversamente relacionada de forma significativa con la severidad
del AG provocado por fenitoina.

4.3.15-Placa bacteriana y nivel de inflamacion. Control de higiene oral.

La mayoria de autores coinciden en afirmar que existe una relacion
intrinseca entre placa bacteriana-inflamacién gingival y AG inducido por
fdrmacos (AGIF) para los tres grupos de fdrmacos inductores. Algunos
estudios obtienen resultados parciales estadisticamente significativos en la
correlacién entre pardmetros periodontales y los indices que expresan el
grado de inflamacion, placa bacteriana, y sangrado al sondaje en la clinica
del AG -tabla XVI-.

La placa bacteriana podria favorecer el desarrollo del AG por la aparicién de
la respuesta inflamatoria y participar de forma implicita en el
sobrecrecimiento -Seymour y Smith 1991, Daly 1992-. El estudio de Somacarrera y
cols.1994b puso de manifiesto la prevalencia del AG por ciclosporina y su
correlacion con la placa y la gingivitis, al observar en una muestra de 100
pacientes fransplantados de diversos drganos que a los 6 meses del
transplante el sobrecrecimiento habia aumentado de forma significativa y
se estabilizaba mientras la placa bacteriana y la gingivitis disminuian por un
programa de motivacion y refuerzo en la higiene oral.

Varga y cols.1998 evallan el estado periodontal antes del transplante y su
afectacion después con la inmunosupresion en el desarrollo del AG. Los
pacientes que mostraban gingivitis clinica previa al transplante tenian mds
posibilidades de manifestar AG después del transplante. Por este motivo las
higienes bucales del fratamiento periodontal realizadas antes de la
administracién de ciclosporina fueron beneficiosas en la prevencién de un
AG severo segln la observacion comparativa de wunos pacientes
transplantados. Otros estudios clinicos han observado esta consecuencia
llegando a la misma conclusion -Adams y Davies 1984- también con nifedipina como
fdrmaco inductor -Nishikawa y cols.1991-. Se podria considerar como una cierta
susceptibilidad de los fibroblastos a la placa bacteriana y a ciclosporina
acumulada en su interior -Seymour y cols.2000-.

Al ser farmacos inmunosupresores la fenitoina y la ciclosporina, no se
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consigue fdcilmente una progresion de la enfermedad periodontal como
seria de esperar por los microorganismos de la placa y la inflamacién que se
produce, por eso en los estudios de Seymour y cols.1985,1996 la pérdida de
hueso alveolar fue menor que en el grupo control.

Stone y co0ls.1989: en una poblacién de 90 pacientes con esclerosis mdltiple
observaron mayores indices de placa e inflamacién en el grupo que recibia
ciclosporina aunque el control también presentaba un grado variable de
gingivitis, posiblemente en ambos grupos también influido por la falta de
destreza manual en el cepillado.

Hancock y Swan 1992 observan el efecto de reduccion notable de un AG en
un paciente bajo tratamiento con nifedipina sélo con sesiones de higiene
oral, sin substitucién del farmaco.

En modelo experimental de rata, libre de patdgenos, y bajo la influencia de
nifedipina, se produjo AG sin inflamacion ni placa. En el grupo con dieta de
nifedipina en el que habia ademds infeccion inducida por Streptoccus
mutans, el AG fue mayor en severidad -Morisaki y cols.1993- .

Hay otros estudios por el contrario que no observan ninguna relacién entre
valores de placa bacteriana-grado de inflamacion y AG. Se aporta una
independencia entre ellos -Daley y cols.1986, Seymour y cols.1987, Schulz y cols.1990,
Wondimu y cols.1993, Bskenkamp y cols.1994, Mc Laughlin y cols.1995-. Tampoco en terapia
combinada -ciclosporina y nifedipina- se relacioné el AG con la inflamacion
gingival ni con irritantes locales -Margiotta y cols.1996-. Ademds la distribucién
de la placa bacteriana y la extension de la gingivitis no se observé idéntica a
la del sobrecrecimiento gingival segin Thomason y cols.1996b y habria mads
relacion con algunos condicionantes anatdmicos.

Algunos autores introdujeron en la relacion: cdlculo dental, profundidad de
sondaje y nivel de insercion periodontal y tampoco comprobaron una
correlacion significativa al comparar con grupos control en ninguna de las
variables correspondientes a los depésitos con respecto a los pardmetros
periodontales -Hefti y cols.1994, Romito y cols.2003, 2004-. Yamada y cols.2001 no
encontraron diferencias en el titulo de IgG a 13 bacterias periodontales en
los grupos de pacientes con AG y en los pacientes que también recibian
fenitoina y no presentaban el sobrecrecimiento gingival. La falta de
correlacion que refieren algunos autores la han comprobado con la
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autores

correlacion significativa

Addy y cols.1983

68 pacientes epilépticos. AG y grado HO

Hassell y cols.1984

77 pacientes discapacitados. AG y IP IGPS Cl banda EQ

Seymour y cols.1985

30 pacientes epilépticos. AG y IP IG PS

McGaw y cols.1987

30 transplantados renales. AG y IP IG [Cs] en saliva
completa

Pefiarrocha y cols.1989

106 pacientes epilépticos. AGy IG Cl

Pefarrochay cols.1990

60 pacientes epilépticos. AGy IP IG6 PS Cl

Barclay y cols.1992

19 pacientes cardiovasculares. AG y IG PS

Pernuy cols.1992

32 transplantados renales. AG y IP IG Cl IS

Thomason y cols.1992

46 pacientes epilépticos. AGy IP PS

Thomason y cols.1993

55 transplantados renales. AG y IPEn terapia combinada Cs-
Nf: AGy IS

Allman y cols.1994

26 transplantados renales-hepdticos. Asociacion AG-
depésitos

Somacarrera y cols.1994b

100 transplantado cardiacos, renales, hepdticos.AG y IP IG

Nery y cols.1995

252 pacientes cardiovasculares. AG y HO

Thomason y cols.1995

94 transplantados cardiacos. AG y IP IS. En terapia
combinada Cs-Nf: AGy PS IS

Ball y cols.1996

36 pacientes epilépticos. AGy PS IS

Cebeci y cols.1996a

52 transplantados renales. En terapia combinada Cs-Dhp: AG
y IPIG PS

Cebeciy cols.1996b

51 transplantados renales. En terapia combinada Cs-Vrl: AG
y IG6 PS

Karpinia y cols.1996

49 transplantados renales.AG y I6 PS banda EQ

Montebugnoli y cols.1996

39 transplantados cardiacos. AG y IG

Thomason y cols.1996a

172 transplantados. AG y IS

Miranda 1997

258 pacientes cardiovasculares. AG y I6

Nakou y cols.1998

35 pacientes cardiovasculares. AG y IP IG IS

Ellis y cols.1999

911 pacientes cardiovasculares. AGy IG6 IS

Kantarci y cols.1999

31 transplantados renales. AGy IP IG entre
test y control

Spratt y cols.1999

120 transplantados renales. AG y IP IS PS

Majola y cols.2000

134 pacientes epilépticos. AG y IP

Montebugnoli y cols.2000

AGyIG

Thomas y cols.2001

236 transplantados renales. En terapia combinada Cs -Nf: AG
y IP IG

Afonso y cols.2003

20 transplantados renales y 20 controles negativos. IP, IG

Thomason y cols.2005

100 transplantados. AG y IS

de Oliveira Costa y cols.2006

585 transplantados renales. AG y IS

-tabla XVI: Estudios que aportan una relacion significativa entre el AG farmacolégico y variables
que dependen de la higiene oral. HO: Higiene oral, IP: Indice de placa bacteriana, IG: Indice
gingival, PS: Profundidad de sondaje, Cl: Cdlculo, IS: Indice de sangrado, Dhp: Dihidropiridina, Cs:
Ciclosporina A, Nf: Nifedipina, Vrl: Verapamil, EQ: Encia queratinizada-
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independencia entre la exacerbacién que produce la placa bacteriana y el
inicio de la administracion del farmaco -Seymour y Heasman 1988, Seymour 1991,
Seymour y Jacobs 1992-.

4.3.1.6-Factores genéticos.

Hay una predisposicion genética en el metabolismo de fenitoina, nifedipina y
ciclosporina y desarrollo del AG. Los tres se metabolizan por la familia del
citocromo P450. Este citocromo tiene un polimorfismo genético importante
que permite una variacion interindividual de la actividad enzimdtica. Esta
variacion influye en la respuesta del paciente al farmaco -Seymour y cols.1996-.
También se ha observado un polimorfismo genético para la citocina
interleucina la (ILla) como factor de riesgo en pacientes con terapia de
ciclosporina que presentan AG porque debe predisponer a la induccidn
farmacolégica -Bostanci y cols.2006- -ver 4.4 Patogenia-.

A través de la expresién del sistema antigénico humano linfocitario (HLA)
se ha observado una relacién estrecha entre determinadas secuencias de la
expresion HLA y el desarrollo clinico del AG -Pernu y cols.1994, Cebeci y cols.1996a,
Margiottay cols.1996-.

HLA DRI permite una proteccién contra AG -Cebeci y cols.1996a-. En cambio
HLA DR2 puede incrementar la severidad del AG y se asocia con AG
moderado y severo -Pernuy cols.1994-, aunque sean bajos los niveles plasmaticos
de ciclosporina -Kudlacek y cols.1992-. El alelo HLA A19 manifiesta una tendencia
al AG -Margiotta y cols.1996- y el alelo HLA B37 aumenta mucho el riesgo -
Thomason y cols.1996a, Seymour y cols.2000-. Estos alelos de riesgo sensibilizan a
algunos de los factores de riesgo y pardmetros considerados con gran
implicacién en la aparicion del AG: duracion de la terapia con fdrmacos
inductores, tferapéutica combinada ciclosporina-nifedipina, filtracion
plasmdtica, inflamacidn gingival con sangrado papilar, edad y sexo -Thomason y
cols.1996a-ver 4.4 Patogenia -.
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4.3.1.7-Otras variables: maloclusidn, hdbitos, iatrogenia, infecciones.

Se considera que el AG tiene relacion con la malposicién dentaria y la
incompetencia labial -wilson y cols.1998-. También la respiracion bucal estaria
asociada con el AG debido a la deshidratacién continua con influencia de la
inflamacion gingival que se acompafia en estos casos -Pefiarrocha y cols.1989a-. El
ndmero de dientes también estaria relacionado con mayor predisposicion al
sobrecrecimiento gingival hasta considerar en personas edéntulas una falta
o minima expr'esién del AG en gener'al -Dreyer y Thomas 1978, Nery y cols.1995-.

La dieta blanda permitiria fambién una tendencia al aumento del AG por
fenitoina en poblaciones de pacientes hospitalizados -Hassell y cols.1984,

Pefiarrocha y cols.1989a-.

La aplicacion de aditamentos de ortodoncia, obturaciones y coronas, pueden
irritar los tejidos blandos y dificultar la higiene con un aumento de
acumulacidn de placa bacteriana, potenciando la prevalencia y la severidad
del AG -Seymour y cols.2000--ver 4.6 Clinica-. Esta correlacion de iatrogenia no la
refieren otros autores que en su estudio no reconocen la influencia de la
irritacion, ni la sobreexposicion del tratamiento bucal con el AG -Margiotta y
co0ls.1996, James y cols.2000ab-.

Se ha observado que el tabaquismo y el consumo de alcohol se asociaron con
una disminucién de la prevalencia del AG inducido por fenitoina. Ambos
hdbitos tienen un efecto inmunosupresivo sobre los linfocitos y se reduce la
severidad de la inflamacion en presencia de placa bacteriana -majola y
cols.2000-,

Al parecer el tipo de transplante no se considera un factor de riesgo asi
como para otras pautas terapéuticas de inmunodepresion -Thomason y cols.1996a-

Se ha comprobado una posibilidad de riesgo de replicacion virica del
citomegalovirus humano (CMVH) si se produce la asociacion de periodontitis
y reservorio del virus en la bolsa periodontal con transplante renal: En 38
pacientes transplantados, diagnosticados de periodontitis e infeccion por
CMVH, se registré una prevalencia de un 68% de AG -Nowzari y cols.2003- Yy
asociacion entre AG y CMVH en una persona de 33 afios con
inmunodeficiencia -Kaur y cols.2003-,
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La flora microbiana residente en el surco gingival o la bolsa puede influir en
el desarrollo y crecimiento del AG. En un estudio de Romito y cols.2004 se
detectd una flora de patégenos subgingivales en pacientes transplantados
cardiacos en tratamiento con ciclosporina. Micromonas micros se descubrio
positivamente relacionado con los pacientes que presentaban AG, también
hubo relacién con Prevotella intermedia y Fusobacterium sp -tabla XVII-.

En un estudio de la flora subgingival de 38 transplantados renales
distribuidos en grupos segln periodontitis crénica o con salud periodontal,
se observé una alta prevalencia de microorganismos heterotépicos, normales
en otros drganos de la economia, el resto de las microbiotas encontradas

Actinobacillus actinomycetemcomitans  23%

Porphyromonas gingivalis 36%
*Prevotella intermedia 93%
*Fusobacterium sp. 66%
Campylobacter rectus 30%
*Micromonas micros 66%
Hongos 30%

-tabla XVII: Principales microorganismos patégenos
observados en bolsas gingivales de pacientes
sometidos a ciclosporina y sus prevalencias. Los
marcados con * fueron significativos con AG -Romito
y cols.2004-

era compatible con los estados de salud y enfermedad periodontal -Leung y
cols.2003- por lo que se podria sospechar de alguna alteracion en la
composicion de la flora subgingival en transplantados renales.

Nakou y cols.1998 estudiaron la composicion de la placa subgingival en 140
lesiones de 35 pacientes que recibian nifedipina por trastornos
cardiovasculares y descubrieron en las lesiones de mayor severidad las
especies bacterianas: Campylobacter concisus, Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena, Eubacterium
alactolyticumy Fusobacterium sp.

En un estudio realizado con pacientes bajo tratamiento con fenitoina se
tomaron muestras de las bolsas periodontales para el estudio de la flora
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subgingival y se observé que predominaban los géneros streptococcus -38-
42%- y actinomyces -23-26%- en el total de bacterias recolectadas y
cultivadas. En los pacientes que tenian AG se encontré un aumento
significativo de cocos 6ram - obligados; los cocos Gram -anaerobios negro-
pigmentados se detectaron en un 10,3% del total de bacterias cultivadas y
de ellos el patdgeno mds frecuente en este grupo fue Prevotella intermedia
a diferencia del grupo control en el que destacé Prevotella nigrescens -Takada
y cols.2003-.
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4 4-Patogenia del Agrandamiento gingival farmacoldgico

Se considera que la patogénesis del AGIF es multifactorial y hay estudios
que relacionan AG con la sensibilidad de los individuos al fdrmaco y/o sus
metabolitos -Wysocki y cols.1983, Chabria y cols.2003-. Entre estos factores hay
distintas moléculas y vias que modulan el AG: citocinas, mediadores de la
inflamacidn y respuestas inmunes que se han observado en el flujo gingival
crevicular y en los tejidos periodontales. Se pueden agrupar en 3 causas
principales: genéticas, inflamatorias por depdsito de placa bacteriana y
farmacoldgicas -figura 4,4-.

Los factores genéticos influyen en la heterogeneidad de los fibroblastos, su
entorno extracelular y en el metabolismo del farmaco -Bafios y Farré 2002-.

Los cambios inflamatorios producidos en la encia pueden provocar una
alteracidn en la relacion entre el fibroblasto y el fdrmaco y una actividad
distinta en su comportamiento.

Los fdrmacos pueden afectar la respuesta inflamatoria de los tejidos
gingivales con afectacion del infiltrado celular y todos sus componentes
moleculares y alterar la genética de los fibroblastos -Plemons y cols.1996, Seymour
y co0ls.1996-.

FARMACOS
GENETICA INFLAMACION
— FIBROBLASTO D
MATRIZ EXTRACELULAR
Coldgeno
GAG

Sustancia fundamental

-figura 4,4: Relaciones del tejido conectivo gingival con los factores bdsicos que
influyen en el AGIF-
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En consecuencia las relaciones de los factores considerados tendrian una
implicacion en los fibroblastos y en la matriz intercelular: con alteracién del
ndmero celular, de su morfologia y del equilibrio entre la sintesis y la
degradacidn del coldgeno, de los glicosaminoglicanos (GAG) y de la sustancia
fundamental en general.

4 4 1-Genotipos distintos de la poblacion fibrobldstica.

La aportacion de numerosos estudios de investigacién ha puesto en
evidencia la existencia de una subpoblacién de fibroblastos reactivos que se
conoce como responder por su incremento en la actividad de sintesis
proteica en ambos compartimentos intra-extracelular ante la terapia de
fdarmacos inductores de AG: fenitoina -Hassell y Gilbert 1983, Majola y cols.2000-,
calcioantagonistas -Lucas y cols.1985, Fujii y cols.1994- y ciclosporina -Tipton y Dabbous
1986, Allman y cols.1994- con resultado tisular de AG. Hay otra subpoblacién que
no manifiesta cambios a pesar de la induccion por esos fdrmacos o por otros
factores predisponentes -inflamacién- y se conoce como non responder con
menor sintesis proteica. Esta distincién se traduce en una heterogeneidad
funcional o fenotipo distinto y su proporcién estaria determinada
genéticamente -Teoria de la subpoblacion celular de Hassell y Cooper- Hassell
y Stanek 1983, Coley y cols.1986, Seymour y Heasman 1988, Seymour y cols.1993-. En la
poblacién linfocitaria también habria un fenotipo distinto que implicaria
unas caracteristicas funcionales en la respuesta inmune -Vargay cols.1998-.

Fenitoina o sus metabolitos tendrian efecto sobre la poblacion de
fibroblastos responder -de forma directa o a través de mediadores- y
podrian facilitar un incremento en su proliferacién o una alteracién en su
morfologia, lo que no ocurriria en fibroblastos de baja actividad -seymour y
Heasman 1988-.

Se ha sugerido que hay una sensibilidad individual en la respuesta a la
terapia con ciclosporina marcada por la clase IT del sistema genético HLA-
DR del receptor y con afectacion indirecta en la encia -Ziabinger y cols.1992-.
Este fdrmaco también se ha visto capaz de influir directamente o mediante
intermediarios -su metabolito HidroxiCs (M17), TGFp y otras moléculas
mediadoras- en la proliferacion de fibroblastos y afectar su fenotipo
secretor -Coley y cols.1986, Mariotti y cols.1998, Cotrim y cols.2003-.
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La prueba de esta influencia genética estaria en estudios de fibroblastos en
cultivo procedentes de gemelos sometidos a fenitoina. Los gemelos
monozigdticos presentan una similitud en la sintesis de proteinas que no
ocurre en los gemelos dizigéticos -Cockey y cols.1987-.

Existen otros dismorfismos gingivales con respuesta genética reactiva -no
farmacoldgicos- que también presentarian un incremento en la proporcion de
proliferacion celular y con aspecto de AG -fibromatosis gingival
hereditaria- -Tiptony cols.1997, Colettay cols.1998- ver 3.2.2-A6 no inflamatorio-.

Esta heterogeneidad individual, segin la configuracion genética, se
manifiesta a otros niveles con fenotipo distinto: superficie celular y
afinidad de unién a receptores con sus efectos, sintesis, secrecién y
degradacién de macromoléculas -GAG, coldgeno, colagenasa-, y metabolismo

farmacolégico -Cockey y cols.1986, Tipton y Dabbous 1986, Sooriyamoorthy y cols.1988, Fan y
Scott 1989, Brown y cols.1991a, Tipton y cols.1991, Pernu y Knuuttila 2001, Stabellini y cols.2004,

Griinheid y Zentner 2005-.

Podria haber una accién farmacolégica de ciclosporina a nivel celular
inhibiendo la apoptosis de los fibroblastos programada genéticamente. Al
parecer se ha observado una correlacién positiva entre la concentracion
plasmdtica de ciclosporina y la expresion de la protein bcl-2 que previene o
reduce la muerte celular mediante diferentes estimulos, a diferencia de la
accion que produce la proteina p53 -Bulut y cols.2005-.

4 4 2-Homeostasis del coldgeno.

La fibrosis seria una consecuencia de un fracaso del turnover en el
equilibrio “sintesis-degradacién” de coldgeno con un incremento en la
sintesis y/o una disminucion en la degradacién con resultado de acumulacién
de fibras coldgenas y por consiguiente el aumento en volumen del tejido -
Varga y cols.1998, Kataoka y cols.2001-. En muestras de AG por fenitoina se observo
un aumento de los niveles de proteinas y de produccion de coldgeno al
comparar con fibroblastos non responder sometidos a fenitoina y con
fibroblastos procedentes de personas sanas -controles- -Hassell y cols.1976-.
Por eso se distinguen 2 procesos:

Hay autores que creen que la fibrosis es una consecuencia de:
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e aumento de sintesis del coldgeno:

-Narayanan y cols.1988: El incremento de coldgeno en AG por induccion de
fenitoina estuvo en un aumento del mRNA colagénico que favorecié la
traduccion proteica y no fue por disminucién de la degradacién intracelular
del coldgeno.

-Schincaglia y cols.1992: Ciclosporina estimularia la sintesis de procoldgeno
tipo I en fibroblastos gingivales humanos por incremento de los niveles de
mRNA-procoldgeno.

-Fujii y cols.1994: Estudio con fibroblastos responder sometidos a
antagonistas del Ca y a fenitoina sobre la sintesis de coldgeno y de DNA y
se observd un aumento significativo de estos valores al comparar con
fibroblastos non responder.

Otros investigadores consideran que es una:

o disminucion de la degradacion del coldgeno -ver figura 4 pdgina 175-:
-Hassell 1982: El fibroblasto responder puede sintetizar y secretar
colagenasa inactiva. Fenitoina podria interferir la prolil-hidroxilasa y
disminuir la colagenasa activa. La prolil-hidroxilasa activa la estromelisina la
cual es necesaria para que se produzca el paso de procolagenasa a
colagenasa - figura 4 5-.

-Moy y cols.1985: La actividad de la colagenasa se reduce en cultivos de
fibroblastos de piel humana sometidos a fenitoina por inhibicién de la prolil-
hidroxilasa que también regula la produccion de hidroxiprolina en el proceso
de sintesis de coldgeno -figura 4 5-.

-Fan y Scott 1989: Estudiaron la accién colagenolitica con ciclosporina a un
margen de dosis -200-400ng/ml- observando una disminucién al final del
periodo de incubacion.

-Tipton y cols.1989, Tipton y Dabbous 1989: La ciclosporina seria capaz de
inhibir la estimulacion de la actividad colagenolitica promovida por linfocitos
y monocitos. Esta respuesta colagenolitica seria dosis-dependiente de
ciclosporina: a mayor dosis se producia mds reduccion de la actividad
colagenolitica en cultivos de fibroblastos sometidos a un rango creciente de
dosificacién, de 0,1 a1 yg/ml.

-Tipton y cols.1991 y 1994: En fibroblastos /n vitro sometidos a ciclosporina
y nifedipina respectivamente aportan que se produce mds una reduccién del
metabolismo del coldgeno por disminucion de la actividad de la colagenasa
con poca variacién o disminucién de la proliferacién celular, de los GAG y de
la fibronectina.
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-Thomason y cols.1998: En su estudio inmunocitoquimico de colagenasa y
estromelisina en muestras de encia humana se observé menor tincién de
colagenasa en aquéllas procedentes de AG inducido por ciclosporina por
supuesta carencia en su produccion, en cambio no hubo diferencias para
estromelisina al comparar las muestras de encia sana con las de AG.

En la fibromatosis gingival hereditaria también se ha comprobado un exceso
de acumulacion de coldgeno por disminucion de la colagenasa y de sus
inhibidores -Colettay cols.1999-.

La disminucion de la degradacién del coldgeno podria ser también por una
reduccion de su fagocitosis:

-Kataoka y cols.2001: Nifedipina provocé AG por disminucion de la
fagocitosis del coldgeno I que aumenté su depdsito en fibroblastos
gingivales de rata a partir del 30° dia de dieta con el farmaco inductor.

FENITOINA

prolil-hidroxilasa —» estromelisina

procolagenasa —» COLAGENASA

proteoglicanasa

PROTEOGLICANOS
Matriz Extracelular

-figura 4,5: Participacion de la fenitoina en su accién sobre la
colagenasa-

La fagocitosis del coldgeno fue inhibida por nifedipina y fenitoina a dosis
dependiente en fibroblastos de encia humana sana -Sdito y cols.1996-. La
reduccion de la fagocitosis por nifedipina se comprobé en AG de ratas por
disminucién de los receptores de superficie del coldgeno -integrinas: ai pi
para coldgeno IV y azp: para coldgeno I- -Kataokay cols.2001-. Estos mismos
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autores comprobaron también en modelo de rata un aumento de coldgeno
con la administracion de ciclosporina por reducciéon de su fagocitosis y
aumento de la expresion mRNA colagenasa; aunque con mayor severidad
clinica y de apariciéon mds temprana que en el estudio anterior -Kataoka y
cols.2000-. En otro experimento realizado con ratas /n vivo-in vitro se observé
una reduccion de la actividad fagocitica de los fibroblastos por ciclosporina
sin observarse cambios en la transcripcién del coldgeno ni de la colagenasa y
la administracién de azitromycina compensaba esta reduccién de la
fagocitosis con mejoria clinica del AG -Paik y cols.2004-.

En un estudio de McGaw y Porter 1988 se compararon muestras gingivales
humanas de pacientes sometidos a tratamiento con ciclosporina, muestras-
control inflamadas y muestras-control sanas. Los resultados manifestaron
una clara disminucion de la actividad fagocitica en las muestras
experimentales al comparar con las otras dos, con diferencia significativa al
comparar con las muestras inflamadas que presentaban una fagocitosis
acentuada. Segun Varga y cols.1998, los fibroblastos de AG por fenitoina o
por ciclosporina tienen una actividad fagocitica reducida en tejido inflamado
como resultado de una disminucién de la proporcion de células fagociticas,
en esta situaciéon seria simultdnea la induccion farmacoldgica con la
inflamacién.

En un estudio /n vitro de Kato y cols.2005 fibroblastos gingivales humanos
se sometieron a diferentes dosis de fenitoina y se comprobd por técnicas
de proliferacién celular, transcripcién inversa de la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) y de Western-Blott que se producia una reduccion de
la degradacion del coldgeno en sus 2 vias de metabolismo y ésta podria ser
la patogenia del AGIF: -por afectacidn en la colagenasa y sus inhibidores y
por disminucion de los receptores de superficie azp: para la endocitosis.

Hay aportaciones cientificas en las que se evidencian distintos efectos en la
actividad enzimdtica colagenolitica por la induccién de los fdarmacos: En el
estudio /n wvitro de Zebrowski y cols.1988 esta actividad estuvo
significativamente incrementada por nifedipina, decrecida por fenitoina e
indiferente por ciclosporina y los efectos para fenitoina y nifedipina fueron
dosis-dependiente.

En estudios de distintos autores se ha mostrado fenitoina capaz de inducir:
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e ambos procesos a la vez -aumento de la sintesis de coldgeno y
reduccion de su degradacion-:

-Dabbous y cols.1986: En aumentos de la sintesis proteica y de coldgeno fue

evidente que la actividad colagenolitica estaba disminuida en fibroblastos

sometidos a ciclosporina.

-Vernillo y Schwartz 1987: Aumento de la sintesis de coldgeno y GAG y

reduccion de su degradacién.

Podria existir como colofdn, un crecimiento general, con independencia del
epitelio, de todos los componentes del conectivo: fibrobldstico y matriz
extracelular, debido a una pérdida de control en el turnover sin variar la
proporcion de sus elementos y con aumento de la actividad mitdtica celular,
segln Hassell y cols.1978 en un estudio microscopico de muestras gingivales
humanas sanas y sometidas a la accién de fenitoina -ver en Discusién: Morfologia

tisular en el andlisis microscépico-.

4 4 3-Inflamacion gingival inducida por la placa bacteriana. Respuesta
inmune.

En numerosos estudios se ha comprobado que la profilaxis en higiene dental
para la eliminacion de la placa bacteriana reduce la expresién del AG y
previene su severidad -Dahllsf y Modéer 1986, Brown y cols.1991a-. El AG severo
provocado por ciclosporina en pacientes transplantados resultaria en una
exacerbacion de la respuesta inflamatoria donde actuaria como cofactor
ciclosporina -vargay cols.1998-.

El efecto de nifedipina /n vivo dependeria de la inflamacién local y del
tiempo de exposicion de tal modo que un ambiente de inflamacién local
preexistente seria esencial para el inicio del sobrecrecimiento -Nishikawa y
cols.1991-. Para la induccidn por nitrendipina el AG sélo se produciria en puntos
localizados de inflamacion gingival y no en sanos segun el estudio clinico
realizado en perros -Heiji y Sundin 1988-.

Ciclosporina y fenitoina reducirian el nimero de PMN neutrofilos y de
linfocitos en las fases aguda y cronica de la inflamacién -Dahllsf y cols.1986a,
McGaw y Porter 1988, Bartold y cols.1989¢c-. El aumento de sangrado del AG no sélo
seria consecuencia de la inflamacién sino fambién de la supresién de los
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mediadores de la defensa inmune que suelen inhibir la respuesta vascular en
la inflamacidn crénica -Vargay cols.1998-.

Segln estudios /n wvitro, la ciclosporina disminuiria la accion del
lipopolisacdrido (LPS), procedente de algunos microorganismos, que tiene un
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de fibroblastos gingivales y en la
expresion del mRNA-colagenasa del fibroblasto por lo que reduciria la
degr‘adacién del coldgeno -Bartold 1989, Barber y cols.1992-, Sugano y cols.1998-.
Nifedipina inhibiria, seglin estudios /n vitro, las acciones de LPS que
provocan reduccién celular -Fujimori y cols.2001- -figura 4,6-. Esta participacién
inflamatoria favoreceria el AG al invertir estos farmacos la accién de la LPS
con excepcion de fenitoina -Modéer y cols.1992b.c-. Un estudio /n vitro de Sato y
cols.2005 puso en evidencia la interaccion de nifedipina con la inflamacion al
observar un aumento mdximo de la proliferacién y sintesis de DNA de
fibroblastos cuando habia presencia combinada de nifedipina y interleucina
18 (TL1R).

La ciclosporina también podria influir en la sintesis de prostaglandinas
(PGs): disminuiria de forma significativa la sintesis vascular de PGI; /n vivo-
in vitro. Esta PG tiene una funcion de regulacién de la proliferacién celular y
de la matriz extracelular en la encia, por lo que la influencia de ciclosporina
tendria un efecto de estimulacién de la actividad proliferativa y mitética de
los fibroblastos segln un estudio realizado en tejido gingival de ratas,
conejos y humanos -Nell y cols.1996-. También influiria sobre la sintesis de PGE
de forma indirecta a través de citocinas como tumor necrosis factor o
(TNFa) -Wondimu y Modéer 1997-, células intermediarias y su liberacion /n vitro -
hasta un 77% y un 39,3% de incremento por incubacion de ciclosporina y de
azatioprina respectivamente, al comparar con contfroles- -Roberts y cols.1989,
Pistorius y cols. 2003-. Fenitoina actuaria a través de algunas citocinas como
IL1p o TNFa, aumentando la sintesis de PGE2y de LPS -Modéer y cols.1992b-. En
general la actividad metabdlica es mds alta en tejidos inflamados al
comparar con tejidos sanos.

Los tres fdrmacos inductores de AG reducen la respuesta inmunitaria. Se
ha observado que ciclosporina inhibe especificamente los linfocitos T-
cooperadores, en cambio los linfocitos T-supresores serian los menos
afectados. Se mantendria la respuesta humoral de los linfocitos B con
secrecion de inmunoglobulinas y también inhibiria la activacion de los
macréfagos -Marshall y Bartold 1998-. Las dihidropiridinas tfambién tendrian un
efecto de supresion de la proliferacion de linfocitos T.
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En estudios /n vitro se ha observado que la accion de fenitoina y su
metabolito (HPPH) en cultivos de linfocitos con mitégeno -concanavalina A-
son capaces de potenciar la accion mitogénica en presencia de células
fagociticas mononucleares y favorecer la proliferacién de los linfocitos, lo
que ho sucede si hay ausencia de estos fagocitos -Dahllsf y cols.1986a-.

Los antagonistas del calcio presentan un efecto inmunomodulador dosis-
dependiente y reversible sobre linfocitos /n vitro al inhibir la activacidn
linfocitica después de la estimulacion por mitdgenos, la migracidn linfocitica
inducida por citocinas, su actividad citotoxica y la sintesis proteica
intracelular. La reduccién de la proliferacién de los linfocitos T podria
ocurrir por interferencia con las células fagociticas y con cambios en las
proporciones de linfocitos/macrofagos -Pernu y Knuuttila 2001-.

Habria una alteracién en la concentracién de las inmunoglobulinas (Ig) a
nivel sérico y salival con repercusion en el tejido gingival mediante mayor
inflamacién. Se ha comprobado una disminucion de IgA durante el
tratamiento con fenitoina y otros fdrmacos antiepilépticos -carbamazepina-
-Marshall y Bartold 1998-. Estos cambios provocarian una dificultad para el
reconocimiento am‘igénico -Seymour y Heasman 1988, Brown y cols.1991a-. La
disminucién de los niveles de IgA en el tejido gingival puede favorecer la
accion de la placa bacteriana en su permanencia y desarrollo y aumentar la
respuesta inflamatoria crénica en la encia marginal con resultado de
sobrecrecimiento -Aarli 1976a-. Esta disminucién sérica de IgA se inicié a los
2-3 meses de terapia con fenitoina, fue mds frecuente en pacientes
responder y reversible con el cese del tratamiento anticonvulsivante -Aarli
1976b, Gilhus y Aarli 1981-. En otro estudio -Aarli 1976c-, se realizé un seguimiento
de las fluctuaciones en los niveles séricos de las inmunoglobulinas IgG, IgM,
IgE y IgA en 15 pacientes epilépticos, los descensos de Ig6 y IgM fueron
inconsistentes asi como las oscilaciones de IgE; en cambio la disminucion
observada en IgA fue mds evidente asi como su reversibilidad después de la
terapia. Los niveles séricos de IgG eran mds bajos en los pacientes que
presentaban menor tiempo de exposicion al farmaco que en aquéllos con 10
afios de terapia. Con la disminucién de las respuestas humoral y celular se
produciria una depresién en el comportamiento de los linfocitos T y en la
reaccion de la hipersensibilidad retardada con reduccién de los complejos
Ag-Ac, produccién de citocinas y actividad del complemento. Por
consiguiente su conexién con la actividad osteocldstica quedaria también
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-figura 4,6: Esquema de las acciones de los fdrmacos a nivel tisular gingival con interaccidn de la inflamacién en la patogenia del AG.
PHT:Fenitoina, Nf:Nifedipina, Cs:Ciclosporina, LPS:Lipopolisacdrido, PMN:Leucocitos polimorfonucleares, PGs:Prostaglandinas, EGF:Factor de
crecimiento epidermoide, TGFp: Factor de crecimiento transformante IL1p: Interleucina 1p, GAG:Glicosaminoglicanos, Ig:Inmunoglobulinas-
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reducida y no habria pérdida de hueso alveolar significativa en los pacientes
sometidos a terapia con fenitoina-Thomson y cols.1983, Seymour y Heasman 1988-.

4.4 4-Tnteraccidn con el metabolismo hormonal.

Se ha comprobado que los andrégenos se metabolizan usualmente en la
encia. Sus productos activos -ba-dihydrotestosterona y 4-androstenediona-
promueven una proliferacién de fibroblastos con un efecto estimulador de
su actividad sintética. Este proceso farmacoldgico aumentaria por la
inflamacidn gingival asociada a la placa bacteriana, de forma mds evidente
en la mujer al equiparar esta capacidad metabélica con el hombre. También
se incrementaria por induccién de fenitoina ya que los receptores gingivales
se multiplicarian y los efectos esteroideos en los fibroblastos también
estarian modificados -Southren y cols.1978, Vittek y cols.1979, Sooriyamoorthy y cols.1986,
1988, 1990, Ojanotko-Harri y cols.1992- -figura 4,6-. Por la influencia de las hormonas
sexuales el AG seria mds prevalente en edades mds tempranas -ver en
Epidemiologia 4.3.1.4-Variables demogrdficas.

Las observaciones anteriores se han comprobado /n1 vitro con sustratos de
testosterona y/o de 5a-dihydrotestosterona al aumentar su sintesis en
cultivos de fibroblastos sometidos a fenitoina, IL1p y EGF. Este metabolito
activo participaria en la produccién de matriz extracelular -soory y Kasasa 1997-
-figura 4,7-.

Por el mismo motivo la accién de sustancias antagénicas como algun inhibidor
de la fosfatasa alcalina -levamisole - o un antiandrogeno -finasteride-
podria influir en la reduccién de los niveles de andrégenos en los
fibroblastos estimulados por fenitoina y disminuir el AG -Soory y Suchak 2002-.
Todos los resultados de estas aportaciones experimentales presentan
variaciones inferindividuales debido a la distinta sensibilidad ante la terapia
con fenitoina.

Los andrégenos en un ambiente de inflamacidon gingival podrian influir
también en la fagocitosis de los macréfagos, con accion intermediaria de la
histamina -Soory y Suchak 2001-, y estimular la sintesis de macromoléculas de la
matriz extracelular -ac. hialurdnico y proteoglicanos- -Kasasay Soory 1998, Soory
y Virdy 1998- -figura 4,7-.
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Sooriyamoorthy y cols.1990 comprobaron que en pacientes con encias
inflamadas y sometidos a ferapia combinada de ciclosporina y nifedipina,
presentaban  niveles  significativamente mds elevados de ba-
dihydrotestosterona y de 4-androstenediona que el control, procedente de
encia sana, y eran ligeramente mds elevados que los niveles observados en
las encias de los pacientes monoterdpicos.

Podria haber una competencia de fenitoina con la hormona
adrenocérticotropa (ACTH) y disminucion de la sintesis de glucocorticoides
de la corteza suprarrenal. Tal vez de forma compensatoria aumentaria la
secrecion de hormona de crecimiento que produciria un incremento en la
proliferacion de fibroblastos y en consecuencia la aparicién de AG segun
algunos autores -seymour y Heasman 1988-. Aunque hay que recordar que la
hormona de crecimiento actua sobre la mayoria de las células del organismo
sin un érgano diana especifico

INFLAMACION
3 @i TGFp ... e
i PDGF ? Asintesis matriz extracelular
: IL:Ib PgE 5aDHtestosterona / (6AG)
Andrégenos P
EEE— 22 .
testosterona — yDegradacién matriz
PHT 4 androstenediona extracelular (GAG)
Estimulacién fibroblastos
3
SALUD

-figura 4,7: Acciones de las hormonas sexuales sobre el tejido conectivo gingival. PHT:
Fenitoina, PgE: Prostaglandina E, TGFR: Factor de crecimiento transformador, PDGF:
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas, IL18: Interleucina 18-
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4 4 5-Aumento de los glicosaminoglicanos de la matriz extracelular.

La inflamacién gingival favoreceria una reduccién de la actividad fagocitica
de los fibroblastos en el tejido inducido por ciclosporina o fenitoina, lo que
podria explicar el aumento de volumen por un resultado neto de mds tejido
sintetizado -McGaw y Porter 1988, Varga y cols1998-. El exceso de matriz
extracelular conectiva que se observa podria ser consecuencia de un
incremento en la proliferacion de fibroblastos con mayor capacidad de
sintesis y secrecion o simplemente un exceso de produccion de
glicosaminoglicanos (6AG) -varga y cols1998-. La implicacion podria ser
indirecta a través de la accién tisular de mediadores solubles de la
inflamacién y de la respuesta inmune -factor de crecimiento transformador
B (TGFP1)- -Tames y cols.1995, Cotrim y cols.2002- como se ha comprobado en
fibroblastos cultivados procedentes de pacientes con AG que mostraban un
incremento de GAG infra y extracelular -Kantor y Hassell 1983, Dahllsf y Hjerpe 1987-
figura 4,7-.

En un estudio histopatoldgico se observé que en muestras de AG provocado
por fenitoina, habia un aumento de proteoglicanos en la matriz extracelular
sin un incremento relativo del coldgeno al comparar con explantes de encia
normal -Dahllsf y cols.1986b-. Lucas y cols.1985 observaron la histologia de 4
muestras de encia, las procedentes de AG por fenitoina y por nifedipina
presentaban un aumento de fibroblastos con alta concentracién de
mucopolisacdridos y presencia de grdnulos de secrecion en el citoplasma de
los fibroblastos de AG inducidos por nifedipina.

En un estudio /n vitro sobre poblaciones de fibroblastos procedentes de 2
localizaciones distintas de encia -libre e insertada- se comprobd que
fenitoina era capaz de aumentar los niveles mds bajos de GAG extracelular
en la muestra de encia libre y también la concentracion intracelular de GAG
en los fibroblastos de encia insertada. El dcido hialurénico mantenia una
concentracién complementaria intra-extracelular con los niveles de GAG en
los 2 tipos de encia -Pagliarini y cols.1995-.

Hay estudios de muestras de AG provocadas por ciclosporina o de cultivos
de fibroblastos sometidos a ciclosporina y factores de crecimiento -TGFp-
que comprueban un aumento de la concentracion de GAG y matriz no
colagénica en general al comparar con muestras procedentes de encia sana -
Mariottiy cols.1998, Stabellini y cols.2004-.
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-figura 4,8: Interacciones entre fdrmacos inductores, moléculas mediadoras -citocinas, factores de crecimiento- y elementos estructurales.
Cs:Ciclosporina, Nf:Nifedipina, PHT:Fenitoina LPS:Lipopolisacdrido, COX; ,:Cicloxigenasa 1y 2, IL:Interleucina, PGE;:Prostaglandina E, GF:Factores de
crecimiento, CTGF:Factor de crecimiento del tejido conectivo, TGF:Factor de crecimiento transformador, EGF:Factor de crecimiento epidermoide,
PDGF:Factor de crecimiento derivado de las plaquetas, BFGF:Factor de crecimiento fibrobldstico, TNF:Factor necrosis tumoral,
GAG:Glicosaminoglicanos, COL:Coldgeno, MMP1:Metaloproteinasa matricial 1-colagenasa, TIMP:Inhibidor tisular de la metaloproteinasa.-
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Sobhani y cols.1989 comprueban un incremento en la sintesis de proteinas
de la matriz, proporcional y dependiente de las dosis de ciclosporina que se
administran a nueve cepas de fibroblastos gingivales humanos: a 100ng/ml 3
cepas aumentan la cantidad proteica, a 400ng/ml 5 cepas, a 1000ng/ml ya
son 8 cepas.

En lesiones inflamatorias de rata la induccion de ciclosporina permitiria la
acumulacién de macromoléculas de GAG y un proceso de fibrosis -Bartold y
cols.1989c¢-.

En un estudio /7 vitro de fibroblastos sometidos a la accion de ciclosporina y
nifedipina se comprobé un incremento sustancial de GAG al comparar con las
muestras de fibroblastos de encia sana y fibroblastos non responder
inducidos por ciclosporina. Este aumento de GAG se relacioné con una
alteracién del metabolismo del precursor *H-glucosamina y en nhingtin caso
con aumentos significativos de la proliferacién fibrobldstica ni de coldgeno -
Zebrowski y cols.1994- -figura 4,8-.

Otras células, inflamatorias e inmunitarias, podrian participar en la
produccion de estas macromoléculas de mucopolisacdridos: los PMN serian
capaces de sintetizar y secretar /n vitro proteoglicanos aunque de
caracteristicas moleculares distintas -Bartold y cols.1989a-. También los
linfocitos activados estarian directamente relacionados con la sintesis de
proteoglicanos segln un estudio 7/ vitro realizado con timocitos y linfocitos
de rata, con independencia de la proliferacién celular -Bartold y cols.1989b-.

En un estudio en el que se analizé la expresion génica de esta matriz
extracelular en muestras de AG por ciclosporina, se comprobé por técnicas
de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), un aumento de la
transcripcién de perlecdn al compararla con la de un grupo control de encia
sin AG. La funcidn de esta macromolécula estaria en las interacciones con
otros proteoglicanos mediante la intervencion de factores de crecimiento
con influencia en la sintesis de fibras de coldgeno. Otras macromoléculas de
la matriz -decorin, biglycdn, versicdn- no se alteraron y su funcién estaria
en la modulacion y organizacion de la fibrogénesis del coldgeno pero con
funciones antagdnicas en la regulacién por TGFP -Kahiri y cols.1991, Gnoatto y
cols.2003-. Habria una interaccion entre la formacién de GAG y su implicacién
en la sintesis de fibras coldgenas -Kantor y Hassell 1983-.
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En el desarrollo del AG podrian intervenir proteinas acidicas ricas en
cisteina a nivel de la matriz extracelular, segin se comprobé en un estudio
in vitro con fibroblastos sometidos a la accién de ciclosporina, tacrolimus y
a su vehiculo por la técnica de RTPCR. La presencia de estas glicoproteinas
especificas sdlo se produjo en los cultivos tratados con ciclosporina que
inducen AG, y no en aquéllos sometidos a tacrolimus o a su vehiculo. Se
puede considerar que este fdrmaco inmunosupresor -tacrolimus-
estabilizaria la matriz extracelular sin provocar sobrecrecimiento gingival
por falta de transcripcion de estas proteinas acidicas -Gagliano y cols.2005-.

4 4 6-Factores de crecimiento y citocinas.

Estas proteinas se consideran factores reguladores de la migracidn,
proliferacién, diferenciaciéon y metabolismo celular. En los cultivos de
fibroblastos también se han observado cambios como consecuencia de su
accidn -Zebrowski y Singer 1989-. Se liberan de forma autocrina y paracrina con
acciones diversas y complejas de sintesis, regeneracion y reabsorcién
tisulares -figura 48-. Entre ellas se puede citar el control de la sintesis
transcripcional proteica en el fibroblasto con interés para el coldgeno y la
CO|C19€I"IGSG -Narayanan y cols.1986, Narayanan y Page 1987-.

Su sintesis y secrecién derivadas de los linfocitos T queda alterada por la
accién de los fdrmacos inductores, junto con la de otros mediadores que
influyen en el comportamiento de los macréfagos y en la respuesta
inmunitaria celular, segin se ha observado en estudios /7 vitro -Thomson y
cols.1983-.

Se distinguen principalmente: factor de crecimiento (GF) transformador -
Ver en D-Disefio del Estudio-, GF epidermoide, GF derivado de plaquetas y GF
fibrobldstico. Otros péptidos, por su efecto tisular mds destructivo, se
conocen como citocinas; se consideran importantes: las interleucinas y el
factor tumor-necrosante -Woessner 1991-.

El GF epidermoide (EGF) se ha aislado en boca por su secrecion salival.
Participa en la reparacién y regeneracién de los tejidos con aumento de la
sintesis de DNA y de proteinas. Promueve la produccién de GAG y estimula
el flujo de Ca en cultivos de fibroblastos /n vitro. Sus acciones bioldgicas
dependen de un receptor especifico de membrana (EGF-r) -Huey y cols.1980,
Modéer y Andersson 1990, Modéer y cols.1990-.
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EGF-r se localiza en una cantidad importante en la mucosa bucal y
detectable sélo en encia inflamada, aunque los niveles de EGF permanezcan
en cualquier estado tisular.

La fenitoina regula el metabolismo del EGF-r en la membrana plasmdtica
para que se produzca la estimulacién del fibroblasto en la union con el
ligando. Es capaz de disminuir esta internalizacién y en compensacion
aumentar el ndmero de EGF-r -modéer y Andersson 1990-. Los fibroblastos
responder presentan un comportamiento distinto: segln un estudio de
Modéer y cols.1990 realizado con fibroblastos procedentes de 2 pacientes
sometidos a terapia con PHT, uno con AG y el otro non responder, no
mantuvieron diferencias significativas en la afinidad de EGF a su receptor
durante el tratamiento con fenitoina, pero si que se apreciaron diferencias
en los niveles de mRNA EGF-r siendo bajos en responder -down-regulation-,
con internalizacion del EGF-r mds acentuada -Alberts y cols.1996-.

Bajo tratamiento con ciclosporina se detectaron niveles elevados de EGF en
saliva en pacientes responder al comparar con pacientes control non
responder, su relacion fue inversa al observar las muestras séricas. En flujo
crevicular no se detectaron indicios de EGF -Markopoulos y cols.2001-,

En muestras de AG procedentes de nifedipina y de nicardipina se produjo /n
vitro un aumento en la proliferacién celular con incremento en el nimero de
receptores de EGF al someter los fibroblastos a otros antagonistas del
calcio y a fenitoina y comparar con controles no medicados -Matsumoto y
cols.2001-.

El GF derivado de las plaquetas (PDGF) es esencialmente un factor
regulador muy ubicuo que estimula la proliferacidn fibrobldstica y la sintesis
proteica -coldgeno IIT y IV, GAG y fibronectina- -Narayanan y Page 1983, Cochrany
cols.1989-. En el proceso inflamatorio se produce en cambio un patrén
destructivo por la presencia de IL1p. Al parecer los monocitos y macrofagos
definirian el fenotipo de comportamiento -degradativo, proliferativo,..-
segln la sintesis de diversos GF -Dill y cols.1993, Offenbacher 1993, Nares y cols.1996,
Plemons y cols.1996-. Tacrolimus no induciria a PDGF ni a GF transformante B
(TGFB), a diferencia de ciclosporina -Boltchi y cols.1999-, aunque los niveles
plasmdticos de TGFp estarian elevados con la administracién de ambos
inmunosupresores al comparar con controles -Ellis y cols.2004b-.
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También PDGF reduce el efecto inhibitorio que provoca la endotoxina
lipopolisacdrido sobre el crecimiento de fibroblastos gingivales -Bartold y
cols.1992-figura 4,8-. Interviene como mediador en el metabolismo gingival
androgénico en presencia de enfermedad periodontal inflamatoria al actuar
conjuntamente con TGFP y PGE1, 2 -Kasasa y Soory 1996, Soory y Gower 1998- -figura 4,7
y 4.8-. En estudios inmunocitoquimicos, muestras de encia humana sometidas
a nifedipina, permitieron la observacion de anticuerpos correspondientes a
PDGF, TGFp y CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo) -Kataoka y
cols.2001, Uzel y cols.2001-.

El GF fibrobldstico (FGF) engloba un grupo de proteinas de las que interesa
mencionar algunas por su implicacion en la patogenia del AG: GF
fibrobldstico bdsico (BFGF) que actuaria por estimulacion de fenitoina en
tejidos diana y seria liberado a la circulacién. Los pacientes con AG
provocado por fenitoina tienen mayores niveles séricos de BFGF que los
controles y se asocié este dato con la severidad del AG -Sasaki y Maita 1998-. Se
ha comprobado que fenitoina y su metabolito actuarian sobre células de la
circulacién para liberar factores de esta familia que potenciarian la sintesis
de DNA de fibroblastos gingivales para su proliferacion en estudios /n vitro
-Modéer y cols.1989-. Nifedipina estimularia su sintesis y en consecuencia se
produciria un incremento en la proliferacion gingival de fibroblastos y en la
sintesis de proteinas de la matriz extracelular -saito y cols.1996, Sasaki y Maita
1998-figura 4,8-. También fenitoina, nifedipina y ciclosporina serian capaces de
aumentar la transcripcion de mRNA de otro factor de la familia -GF
queratinocitico (KGF)- y controlar la sintesis de sus receptores. Este factor
tiene una accion directa en las células epiteliales y controla la homeostasis
epitelial en muchos tejidos -Dasy Olsen 2000, 2001, Das y cols.2001-.

Se ha comprobado que BFGF junto con otros GF -endotelial vascular,
angiopoietina 1 y TGFB;- forma un conjunto de factores angiogénicos que
paticiparian en el desarrollo de la red vascular en tejidos en crecimiento
como seria el caso del AG -Yang y Moses 1990--figura 4,8-. Estos factores actlan
en equilibrio con otros denominados angiostdticos -angiopoietina 2,
endostatina, angiostatina, inhibidores de la angiogénesis especificos del
cerebro y trombospondinas-. Segun el estudio de Koh y cols.2004 en
muestras de AG inducidas por ciclosporina, se comprobé la expresién génica
de estos factores y se observd que sélo habia diferencias significativas en
la trombospondina 2 con disminucién en su expresion en AG al comparar los
resultados con controles sanos. No se apreciaron incrementos de factores
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angiogénicos por lo que se concluye que el proceso patogénico de AG que
induce la ciclosporina sea distinto al de los otros farmacos inductores.

El GF de tejido conectivo (CTGF) actia de mediador directo de las acciones
de TGFPB en la estimulacién de la matriz extracelular /in vivo e in vitro -saito y
cols.1996, Uzel y cols.2001, O'Hara y cols.2002-. En muestras de AG por fenitoina se
observaron niveles significativos de CTGF (p<0.05) en el estroma del tejido
conectivo, drea perivascular y capas endoteliales de los vasos sanguineos. En
cambio en sobrecrecimientos gingivales inducidos por nifedipina,
ciclosporina y controles, los titulos de CTGF fueron bajos -Uzel y cols.2001-.
Favorece la produccién de coldgeno tipo I, integrina asy fibronectina desde
los fibroblastos en forma de cascada en relacién con TGFp -figura 4 8-.

La interleucina 1p (IL1B) es una citocina con gran potencia inductora en
procesos inflamatorios -ver 2-Inflamacién y respuesta adaptativa inmunitaria-. Favorece
la proliferacién de los fibroblastos de encia y del ligamento periodontal y a
través de ellos la actividad procolagenasa y su inhibidor tisular -van der Zee y
cols.1997, Domeij y cols.2004-. En estudios /n vitro se ha observado una accién
sinérgica con factor necrosante tumoral (TNFa ) en la inhibicion de la
sintesis de coldgeno aunque a diferentes niveles: IL1a, p modulan a un nivel
pretraduccional y TNFa a nivel transcripcional y dosis-dependiente -Mauviel y
cols.1991- -figura 4,8- -ver D-Disefio del Estudio-.

En combinacion con los inhibidores de la ciclo-oxigenasa 1y 2, controla la
produccién de IL6 por los fibroblastos gingivales humanos /n vitro a través
de la PGE; endégena -Bartold y Haynes 1991, Czuszak y cols.1996, Tipton y cols.2003-. Su

accién conjunta con PGE: inhibe la proliferacion de linfocitos -Bartold y
cols.1989b-figura 4,8-.

Es sinérgica con fenitoina en su accidn de reducir o frenar la expresién de
al procoldgeno mRNA o de su expresion génica -Modéer y cols.1996- y la potencia
en su actividad y a través de ella a lipopolisacdrido (LPS) para iniciar un
proceso de reabsorcion dsea -Czuszak y co0ls.1996, Marshall y Bartold 1998 -ver 4,4,3-
Inflamacién gingival-. Nifedipina y ciclosporina también presentan sinergismo con
IL1P al influir en la sintesis de coldgeno. Segun la cantidad de IL1B el efecto
seria de reduccion de la sintesis -concentracién baja- o de aumento de la
sintesis de coldgeno -concentracidn alta- Bartold y cols.1989b, Johnson y cols.2000-.

Su produccién queda inhibida por reduccion de sus receptores en los

linfocitosTcooperadores por la accién de la ciclosporina -Thomson y cols.1983- -
figura 4,8-.
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IL2 es importante en la proliferacion celular de los linfocitos T podria
influir en la sintesis de proteoglicanos al asociarse con ILI1B -Bartold y
cols.1989b-, aunque en un estudio previo no se observaron diferencias en el
recambio del furnover de los proteoglicanos al comparar entre presencia y
ausencia de IL1R -Bartold 1988-. Ciclosporina inhibiria la sintesis de IL, a bajas
concentraciones y la capacidad de respuesta a IL, por bloqueo de los
receptores.

IL6 se ha relacionado con el desarrollo y promocion del tejido conectivo
gingival en el dismorfismo y tiene una accion estabilizadora del catabolismo
promovido por citocinas proinflamatorias como TNF y IL1P -Irwin y Myrillas
1998-. Los fibroblastos gingivales responden a ciclosporina con secrecion de
IL6, dependiente de la dosis, que aumenta la sintesis de coldgeno y de
gliCOSClh’\ihOQ“CClhOS (GAG) -Wwilliamson y cols.1994, Morton y Dongari 1999-. Sus niveles
eran mds altos en muestras de AG inducidas por ciclosporina que en las de
tejido gingival inflamado -Myrillas y cols.1999-. Los andrdgenos reducen su
produccién y se compromete la capacidad de respuesta ante la inflamacion
bacteriana -Gornstein y cols.1999- -figuras 4,7 y 4,8-.

4.4 7-Influencia del flujo de Calcio a través de la membrana celular.

Se ha comprobado que los tres grupos de fdrmacos inductores tienen una
accién directa en el flujo de Ca entre los compartimentos intra y extra -
celular en su lugar de accién. Fenitoina es capaz de inhibir la entrada del idn
a la célula en su mecanismo de accidn intrinseco y también antagoniza la
accién de algunos factores de crecimiento -EGF- que favorecen la entrada
de Ca como sefial para el progreso del ciclo celular en células inactivas -
Brunius y Modéer 1989-. Cuando se comparaban las variaciones de flujo de Ca
entre fibroblastos gingivales normales y responder por la accién de
fenitoina, se obtenian diferencias significativas en las concentraciones de
Ca intracelular, incluso al comparar con controles no tratados. El nivel basal
de Ca citoplasmdtico en responder estaba decrecido de forma significativa
al comparar con los non respondery también durante el efecto de fenitoina
-Modéer y cols.1991-.

Para el estudio de distintas razones de proliferacién fibrobldstica /n vitro,

se observaron los efectos de distintas concentraciones de Ca necesarias en
el medio de cultivo, con un margen entre O y 2 mM. Para conseguir una razén
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regular o constante de crecimiento la concentracién de Ca debia ser de 1
MM -Fujii y cols.1994-,

Los fdrmacos antagonistas del Ca como inductores de AG también bloquean
los canales lentos del Ca, inhibiendo de este modo las acciones que se
derivan de la concentracion intracelular del Ca. La ciclosporina también
bloquea las acciones que dependen del calcio en los linfocitos T -Dongari y
cols.1993-.

4.4 8-Deplecion de ac.fdlico.

La fenitoina podria interferir en la absorcion intestinal de ac. fdlico con una
inhibicién directa del enzima folato reductasa y disminucidn de sus niveles
séricos. El ac. félico es necesario especialmente en puntos donde la tasa de
recambio celular es alta como en el epitelio de union del surco gingival por
su accion en la sintesis de DNA -Brown y cols.1991a-. Al parecer el tratamiento
crénico con fenitoina y la combinacion con otros antiepilépticos provocaria
una alteracion en estos tejidos de furnover alto, con aumento del volumen
corpuscular medio y de la hemoglobina corpuscular media, y cambios en el
metabolismo de la vitamina B tipico de las anemias megalobldsticas
hipercromdticas -Pefiarrocha y cols.1989b-. Ante su deficiencia, el tejido
conectivo subepitelial proximo seria mds susceptible a la inflamacion por la
placa bacteriana.

4.4 9-Influencia virica.

Se ha comprobado que las bolsas periodontales son reservorios para la
replicacién del Citomegalovirus (CMVH), su correlacién con la patogenia del
AG se ha estudiado en una poblacion de nifios transplantados hepdticos en
los que se relaciond la severidad del AG provocado por ciclosporina y la
infeccidn virica pero nho se pudo concluir una asociacién entre CMVH vy el
sobrecrecimiento gingival -Hosey y cols.2002-. Aunque segun Nowzari y
cols.2003 -ver en Epidemiologia 4.3.1.7 pdgina 104- habria una asociacién entre
periodontitis y CMVH en pacientes transplantados renales.

Hay una evidencia de infeccidn virica por papilomavirus humano (PPVH) en
una muestra de AG inducido por ciclosporina por transplante renal en una
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mujer adulta -Saglam y cols.1996-. En un estudio histopatoldgico en el que se
compararon 13 biopsias de AG procedentes de terapia con ciclosporina de
pacientes transplantados renales con 4 muestras de mucosa sana de los
mismos enfermos, 12 de las procedentes del AG presentaban infeccion por
PPVH y reaccién al DNA virico en las sanas, por lo que podria suponerse un
aumento de riesgo a la infeccion de PPVH -Bustos y cols.2001-. En otro estudio
con 38 pacientes diagnosticados de enfermedad periodontal se realizaron
biopsias de muestras gingivales para estudiar la presencia de DNA virico de
PPVH mediante la técnica RT-PCR y se observé un 26% de biopsias positivas
con localizacién en la zona mds coronal del epitelio de unién de la bolsa -
Hormia y cols.2005-. Se podria sospechar la infeccion virica en las células
basales del epitelio de union como diana del virus en concordancia con otros
estudios.

En perros Beagle sometidos a terapia de ciclosporina durante 26 semanas
con aparicion de lesiones cutdneas papilomatosas de estructura histoldgica
similares a AG inducido por fdrmacos, no se encontraron indicios de
infeccidn por PPVH -seibel y cols.1989a-.

4.4 10-Alteraciones génicas.

Se ha observado en algunos estudios /n vitro realizados a partir de casos
clinicos de sobrecrecimiento gingival por fdrmacos inductores la aparicion
de carcinomas escamosos. Se estudiaron unas muestras de
sobrecrecimiento gingival por nifedipina y por fenitoina en la expresion de
una proteina protectora del genoma -p53 en el brazo corto del cromosoma
17- que por agentes carcinogenéticos podria provocar un fenotipo de
descontrol celular similar al observado en neoplasias malignas en las que se
detecta una mutacion o pérdida del gen p53. Otro de los marcadores
estudiados fue el antigeno nuclear A/-67, observado en tejidos displdsicos y
carcinomas orales escamosos. También se ha comprobado un aumento de la
expresion de TGFp en tejidos tratados topicamente con productos
derivados del benceno y del forbol que facilitarian el desarrollo de
papilomas y displasias precancerosas -Saito y cols.1999-.
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4 5-Histopatologia del Agrandamiento gingival farmacoldgico

Las muestras de AG se caracterizan por presentar una alteracion
estructural en los tejidos que lo componen con similitud entre los distintos
tipos de AG -ver 3.2 Clasificacién del AG-, pero con caracteristicas particulares en
la proporcién de los componentes del parénquima y del estroma en el AG
farmacoldgico (AGIF) segin el farmaco inductor -Bonnaure-Mallet y cols.1995-.

La mayoria de autores coinciden en aceptar que el AGIF es una lesidn
proliferativa a expensas del compartimento extracelular con poca variacion
en la celularidad en su aspecto de proliferacion o modificacién cualitativa -
Lucas y cols.1985, Hassell y Hefti 1991, Bonnaure-Mallet y cols.1995-.

Para el estudio de la composicién estructural de los tejidos patoldgicos se
utilizan técnicas que se agrupan en la observacion de la morfologia de los
componentes histoldgicos -microscopia, inmunocitoquimica- y en estudios de
comportamiento celular en cultivos de células de tejidos.

4 5.1-Microscopia dptica y técnicas de inmunofluorescencia.

La anatomia patoldgica del AG -figura 4,9- confirma la presencia de unas
caracteristicas determinadas en el epitelio y el conectivo:

-epitelio acantético escamoso paraqueratinizado

-interdigitaciones papilares elongadas con disefio tubular

-infiltrado inflamatorio crdnico variable

-aumento de fibroblastos, macromoléculas y fibras coldgenas
en la matriz extracelular en proporcion variable

-Wysocki y cols.1983, Pernu y cols.1989, Brown y cols.1991a, Nishikawa y
cols.1991, Tiptony cols.1994, Pernu y Knuuttila 2001-

El epitelio presenta una acantosis -hiperqueratosis-, con alteracién en la
queratinizacion de la capa cérnhea -paraqueratosis-. Este aumento de
volumen inducido por nifedipina y ciclosporina seria a expensas de la capa
espinosa. Las papilas epiteliales son muy alargadas, se interdigitan con el
corion conectivo especialmente en
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muestras de AG por ciclosporina; también aparecen islas epiteliales aisladas
por las secciones tangenciales de la muestra -Wysocki y cols.1983, Bowman y
cols.1988-. Pernu y cols.1989 aportan en AG por verapamil perlas
disqueratésicas en las papilas epiteliales. Pueden haber células de
Langerhans pero estdn disminuidas al comparar con muestras histoldgicas
de encia hormal -Perona y cols.1987-.

-figura 4,9: Histopatologia de una muestra de AG inducida por ciclosporina de paciente
transplantado renal. Se puede observar un epitelio con células que conservan sus niicleos en
la capa cérnea, y una fibrosis en la Idmina propia. Imagen original -
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La proliferacion celular de queratinocitos estaria aumentada por un
incremento de la actividad mitética en la capa basal del epitelio oral y no tan
acentuada en el epitelio sulcular o en la cresta de la papila al observar
muestras gingivales procedentes de AG por nifedipina y AG de pacientes
que recibian tratamiento con inmunosupresores -ciclosporina, azatioprina,
prednisolona-. Al parecer las dreas de submucosa con inflamacién no
favorecerian la mitosis -Nurmenniemi y cols.2001-.

El tejido conectivo estd aumentado por un incremento de fibras coldgenas
en disposicion variada y de sustancia fundamental amorfa. En ésta aparecen
macromoléculas de mucopolisacdridos vy glicoproteinas -fibronectina-
distribuidas entre las fibras de coldgeno y elastina -Wysocki y cols.1983, Lucas y
cols.1985, Rostock y cols.1986, Deliliers y cols.1986-. La poblacion de fibroblastos
presenta un nimero moderado-alto de células -Wysocki y cols.1983, Bowman y
cols.1988-. El infiltrado inflamatorio es variable con diferentes tipos
celulares: leucocitos, macréfagos, linfocitos.

Estas observaciones histoldgicas coinciden con las descritas en unas
lesiones cutdneas en 12 perros Beagle sometidos a terapia de ciclosporina -
30 mg/Kg/dia- durante 26 semanas -Seibel y cols.1989%-.

En un estudio de Pernu y Knuuttila 2001 se observé en muestras de AG por
nifedipina de pacientes cardiacos, un aumento de linfocitos CD8 en la Idmina
propia por debajo del epitelio sulcular y una concentracion de macrofagos
con aspecto reparativo y proliferativo en el tejido conectivo subyacente al
epitelio oral al comparar con muestras de encia sana.

En el estudio histopatoldgico de la matriz extracelular de Bonnaure-Mallet y
cols.1995, las 20 biopsias analizadas se tomaron de los AGIF conocidos por
los 3 fdrmacos inductores -fenitoina, ciclosporina, nifedipina-, cuatro por
cada procedencia, otras cuatro eran muestras de gingivitis marginal crénica
y las 4 restantes eran controles gingivales sanos. Los resultados se
cuantificaron y se compararon entre ellos. Se observé en todas ellas que en
los componentes de la matriz extracelular la tframa vascular ocupaba un 2-
6% de la totalidad, los fibroblastos entre 0.6-1.6%, la fibronectina se
situaba entre un 10 y un 20%, las fibras eldsticas representaban menos de
un 3%, en cambio el coldgeno se extendia desde un 56% hasta un 83% del
que destacaba el tipo IIT y el tipo IV.
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Narayanan y Hassell 1985 coinciden en esta observacién con descenso del
coldgeno I y aumento del tipo IIT en muestras de AG por fenitoina. En otros
estudios de estos autores se comprueba la presencia de coldgeno en sus
diferentes tipos a partir de muestras de encia humana, y se comparan con
AG por fenitoina, AG inflamatorio y encia sana y se confirma un cambio en la
proporcion de coldgeno tipoI/tipoIII variando de forma significativa en el
AG inflamatorio con un incremento sustancial del tipo V con respecto a
encia sana como en lesiones fibroproliferativas -Narayanan y cols.1983, Narayanan y
Page 1985, Bonnaure-Mallet y cols.1995-. En muestras de encia inflamada no se
observaba apenas presencia de coldgeno tipo ITI -Narayanany Page 1976, Narayanan
y cols.1988-. Al asociar suero con factores de crecimiento aumentaba el
depésito de coldgeno V y disminuia el coldgeno ITIT -Narayanany Page 1983-.

Por consiguiente los andlisis inmunohistoquimicos destacaron el coldgeno
tipo IV mds abundante en muestras de AG por ciclosporina con localizacion
principal en la membrana basal. En cambio el coldgeno tipo III tenia mayor
presencia en la gingivitis marginal y en muestras de AG por fenitoina ya
citadas. El coldgeno ocupaba una zona en AG inducido por nifedipina que era
significativamente mayor que en los otros AGIF y similar al control -Bonnaure-
Mallet y cols.1995-.

En un estudio comparativo de fibroblastos tratados con fdrmacos
inductores se observé mucha fibrosis en las muestras de AG por fenitoina,
mientras que las procedentes de ciclosporina y nifedipina no presentaban
diferencias significativas con respecto al grupo control. En estas muestras,
la inflamacion era muy evidente en cambio AG por fenitoina apenas
presentaba. Las crestas epiteliales eran mds acentuados en AG provocado
por fenitoina que en los otros grupos -Uzel y cols.2001-. Por el contrario, los
estudios de Wysocki y cols.1983, Thomason y cols.1998 si que aportan un
incremento de la fibrosis por aumento de los fibroblastos y del colageno en
muestras gingivales sometidas a ciclosporina. En éstas, segun otros autores,
el coldgeno denso se alternaba con dreas incrementadas de cambios
mixomatosos, no se apreciaba un incremento en la poblacién de fibroblastos
y en el estroma el infiltrado inflamatorio era rico en células plasmadticas -
Rostock y cols.1986, Deliliers y cols.1986, Bonnaure-Mallet y cols.1995-.

La fibronectina y las fibras eldsticas se presentan con mayor predominio en
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AG de nifedipina al comparar con otros AGIF y es caracteristica su
localizacion y cuantificacién con respecto a los otros AGIF y podria ser
resultado de una accion especifica del fdrmaco -Romanos y cols.1993, Bonnaure-
Mallet y cols.1995-. Aunque Tipton y cols.1994 no observaron este incremento ni
el de GAG al comparar el sobrecrecimiento gingival de nifedipina con
muestras de encia sana.

La fraccion de matriz extracelular no fibrética también experimenta un
incremento. En AG por fenitoina, el coldgeno disminuyé de forma relativa
con acumulacion de matriz no colagénica. La composicion de esta matriz
extracelular era de condroitin sulfatos disacdridos y no sulfatados,
dermatdn sulfato, hepardn sulfato y dcido hialurénico -Dahllsf y cols.1986b,
Solomon y cols.1986-. Aunque al parecer no habrian diferencias significativas
entre la distribucién por tamafio molecular de dcido hialurénico y
glicosaminoglicanos (GAG) al comparar tejidos gingivales sanos y con
agrandamiento -Martins y cols.2003-.

El drea ocupada por vasos en sobrecrecimientos gingivales por nifedipina y
por fenitoina era mayor que el control, que la correspondiente a la muestra
de AG inducida por ciclosporina y que la que aparecia en la gingivitis
marginal -Bonnaure-Mallet y cols.1995-.

En estudios con humanos se confirma un aumento de la circulacion capilar en
diferentes AGIF -vigabatrin, ciclosporina- ademds de la fibrosis y el
infiltrado inflamatorio -Katzy cols.1997, Thomason y cols.1998-.

Los fibroblastos se distribuian en una zona que en muestras de AG por
fenitoina era mds amplia que en los otros AGIF. La extensiéon de
fibroblastos en AG por nifedipina y por ciclosporina fue menor que en encia
sana -Bonnaure-Mallet y cols.1995-. Aunque otros autores observaron otras
proporciones: La poblacion de fibroblastos destacaba mds en muestras de
AG por nifedipina segln Lucas y cols.1985 y Barak y cols.1987. Hall y Squier
1982 en su estudio morfoldgico de sobrecrecimientos por fenitoina en
monos no observan un aumento del nimero de fibroblastos. Spolidorio y
cols.2002 refieren una mayor celularidad en la poblacion fibrobldstica con
aumento de las fibras coldgenas y decrecimiento vascular en AG por
ciclosporina.

En estudios realizados con modelo de ratas sometidas a dieta de
ciclosporina, se comprobé un aumento de la encia marginal con incremento
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del nimero de capas celulares del epitelio e hipertrofia con alteracion de la
queratinizacion. La afectacion del epitelio fambién se extendia al sulcular y
al de union. En el corion se observé una trama vascular extensa con
vasodilatacion, mayor proporcién de la matriz extracelular y reduccion del
ndmero de fibroblastos al comparar con el control y con muestras non
responder sometidas a ciclosporina -Ayanoglou y Lesty 1999-.

También en ratas los AG provocados por nifedipina ho presentaron un

patrén inflamatorio tan marcado como en humanos y un gran depésito de
colégeno tipo I -Baraky cols.1987, Kataoka y cols.2001-.

45 2-Microscopia electrénica.

Hall y Squire en 1982 estudiaron la ultraestructura del AG por fenitoina en
hurones y observaron que los fibroblastos presentaban unas caracteristicas
en nlmero y forma invariables, los fagosomas estaban disminuidos y el
coldgeno ocupaba un volumen inferior con respecto a la sustancia
fundamental.

El reticulo endopldsmico rugoso de los fibroblastos puede indicar en su
densidad y en su aspecto la capacidad de sintesis de proteinas
independiente de la degradacion, con repercusién de estos procesos en la
matriz extracelular y explicar una posible patogenia del AG. Las
observaciones de Hassell y Hefti en 1991 refieren un reticulo endopldsmico
rugoso de baja densidad y pocos grdnulos con resultado de poca sintesis
proteica, en cambio un reticulo desarrollado con abundantes grdnulos de
secrecion aparecia en fibroblastos proximos a zonas donde habia coldgeno
mds concentrado -Lucas y cols.1985-. Por este motivo hay semejanzas en la
matriz intercelular entre AG inducidos por fenitoina y por ciclosporina ya
que ambos presentan también grdnulos de secreciéon densos en los
fibroblastos -sooriyamoorthy y Gower 1989-.

En algunas circunstancias los fibroblastos adquieren modificaciones
citoldgicas del tipo de miofibroblastos: formas fusiformes elongadas que
presentan un abundante reticulo endopldsmico rugoso con acumulaciones de
microfilamentos en el citoplasma. Su aparicidn se asocia a etapas tardias en
el recambio tisular y en los procesos de reparacién y curacion. Se
observaron en muestras de AG inducidas por fenitoina -Dill y Iacopino 1997-.
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En otro estudio con microscopia electronica de muestras de AG, se
observaron miofibroblastos en las inducidas por ciclosporina -23.8%- al
comparar con las observadas en AG inflamatorio -5.9%-, lo que sugiere una
caracteristica morfoldgica tipica de un tejido fibroso proliferativo -Yamasaki
y cols.1987a-. También se ha observado una presencia extensa en muestras de
encia procedentes de una fibromatosis gingival hereditaria -Bitu y cols.2006-.
Aunque se considera que esta morfologia miofibrobldstica es un fenotipo
reversible de un estado celular contractil por una respuesta metabdlica del
citoesqueleto a la interaccion con las fibras coldgenas en la membrana
plClSI'nC'lTI'CG -Hillmann y cols.1999- ver 1-Anatomia del periodonto-.

Mariani y cols.1996 realizan un estudio ultrastructural de la sustancia
fundamental en AG provocado por ciclosporina de pacientes renales
transplantados y se muestra que el aumento en volumen depende de la
sustancia amorfa como resultado de la liberacién de histamina de los
mastocitos. Los tejidos presentaban niveles elevados de GAG inducidos
supuestamente por ciclosporina al descubrir esta concentracién elevada en
cultivos de fibroblastos procedentes del AG inducido por ciclosporina.

A nivel del epitelio, se han observado, tamibién con técnicas
inmunohistoquimicas, en muestras de AG inducido por ciclosporina
procedente también de pacientes transplantados renales, células de
Langerhans con ausencia de grdnulos de Birbeck en su citoplasma, y
dispuestas en el infterior de un epitelio hiperqueratésico. Esta
caracteristica morfoldgica podria explicar una inmunodeficiencia que se
pr‘oduce en el AG -Mariani y cols.2004-.

El estudio de Lucas y cols.1985 describe AG inducido por nifedipina y
fenitoina de pacientes y observa una semejanza entre ambos caracterizada
por un aumento de la proliferacién fibrobldstica y una ausencia de infiltrado
inflamatorio al comparar con muestras de encia sana. La mucosa presentaba
un epitelio escamoso por encima de un estroma denso en coldgena y una
submucosa con inflamacién aguda discreta. Los fibroblastos presentaban
formas alargadas y estrelladas con reticulo endopldsmico rugoso muy
desarrollado con moderado nimero de mitocondrias, sin ldmina basal ni
uniones celulares. En zonas del estroma donde no habia tanto coldgeno se
extendia mds sustancia fundamental y los fibroblastos presentaban menor
reticulo endopldsmico con disminucién de grdnulos secretores en su
citoplasma. No se apreciaban mastocitos en la matriz.
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4 6-Clinica, semiologia. Diaghdstico y prondstico del Agrandamiento
gingival farmacoldgico

El dismorfismo del AG presenta una alteracion del perfil gingival con unas
consecuencias en la salud, en las funciones y con una apariencia estética
desagradable. En concreto, el inicio del AGIF se produce en las papilas
gingivales interdentales que progresivamente adquieren una forma lobulosa
y desarrolldndose en sentido vestibulo-lingual y vertical y coalescer con las
vecinas. Al crecer coronalmente existe la posibilidad en su proceso de
ocultar parcialmente las coronas dentarias; apicalmente no se traspasa la
linea mucogingival porque se limita en la encia queratinizada -Wysocki y
cols.1983-. En casos de severidad se producirian infecciones gingivales con
destruccion de la insercién conectiva al hueso -periodontitis- y caries -Nares
y cols.1996-, también por la dificultad en mantener una higiene oral eficaz. No
se distingue ninguna caracteristica clinica diferencial entre los distintos
AGIF.

Se puede interferir la funcion oral habitual y causar un retraso y/o
erupcidn ectépica de los dientes, perjuicio en el lenguaje e incomodidad en
la masticacion -ciantar 1996-. Puede existir incluso un impacto psicoldgico en
los nifios si se produce un cambio importante en la encia -Chabria y cols.2003-.

-figura 4,10: Paciente con transplante hepdtico sometido a terapia
con ciclosporina, Se observa un componente inflamatorio
importante, eritematoso en la encia marginal superior, con papilas
gingivales voluminosas y fldccidas y abundante placa bacteriana en
general-
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En AG por induccién de ciclosporina la localizacién mds frecuente es en las
papilas de dientes anteriores y en las superficies labiales mds que en las
Iinguales -Daley y Wysocki 1984, Tyldesley y Rotter 1984, Van der Wall y cols.1985, Schulz y
cols.1990, Wondimu y cols.1993, Thomason y cols.1996b, Nell y cols.1996-figura 4,10-.
Somacarrera y cols. 1994a, observaron en pacientes transplantados
cardiacos que habia AG en las papilas inferiores de dientes anteriores y no
habia en tramos edéntulos.

Para pacientes en tratamiento con antagonistas del calcio también se
observa una preferencia de localizacion en superficies labiales de papilas de
dientes anteriores, sin aparecer en tramos edéntulos -Van der Wall y cols.1985,
Miranda 1997-figura 4,11-. En pacientes que recibieron verapamil manifestaron AG
de forma mds prominente en regiones anteriores y dreas interdentarias
asociadas con retencion de placa bacteriana -Pernuy cols.1989-.

-figura 4,11: Paciente con terapia de diltiazem de

10 afios de evolucién a una dosis de 120 mg/12 h.

Se observa tumefaccién de las papilas inferiores
y la superior entre los dientes 1.2 y 1.1-

Aunque no acostumbra a aparecer AGIF en pacientes edéntulos, se han
descrito algunos casos aislados que presentaban sobrecrecimiento
generalizado con la administracion de fenitoina -bDreyer y Thomas 1978, Mc Cord y
cols.1992-. También con la administracién de ciclosporina y nifedipina en un
estudio de transplantados renales aparecié AG en 1 edéntulo de los 19 que
participaron en el estudio -Thomas y cols.2001-. Un paciente transplantado renal,
edéntulo, bajo tratamiento con ciclosporina y nicardipina presenté un
crecimiento exuberante de la encia con problemas de retencion y soporte
de su prétesis bucal -Thomason y cols.1994-.
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Segin Thomason y cols.1996b en un estudio realizado en 194 pacientes
transplantados segun la localizacion del AG provocado por ciclosporina, se
observd una mayor severidad de AG en la region canina, sin diferencias
significativas entre superior e inferior. La papila central interincisiva
superior estuvo menos afectada que las caninas y similar a las de las zonas
premolar y molar -figura 4,12-.

James y cols.2000a confirman que los pacientes sometidos a terapia
combinada con amlodipina y ciclosporina presentaban mayor AG en caras
linguales de papilas de dientes inferiores al comparar con pacientes que
recibian la asociacién nifedipina y ciclosporina.

El inicio es a los 3 meses de la administracion del farmaco -Seymour y cols.1987-.
En Seymour y cols.1994 los pacientes recibian amlodipina -dosis diaria de 5-
10 mg- y los cambios gingivales con AG también aparecieron a los tres meses
del inicio del tratamiento especialmente en aquéllos con compromiso
per‘iodon‘ral -Somacarrera y cols.1994a, James y cols.2000a, O'Hara y cols.2002-.

-figura 4,12: paciente sometido a inmunoterapia con ciclosporina por transplante renal. A:
Arcada superior, obsérvese el aspecto mamelonado de la papila mesial del diente 2.3 (flecha).
B: Arcada inferior, tumefaccidén severa de las papilas anteriores-

En otfros estudios se observa que el desarrollo del AG por ciclosporina en
pacientes susceptibles se produce en los primeros 6 meses y no mds tarde
de tal modo que si la aparicién no se produce temprana nunca se producird
posteriormente -Somacarrera y cols.1994b, Montebugnoli y cols.2000-figura 4,12-. En
pacientes con terapia de fenitoina, el AG se produce a las 2-3 semanas del
inicio del tratamiento en pacientes susceptibles, con maxima severidad a los
9-12 meses. Pefiarrocha y cols.1989a refieren el inicio de la sintomatologia
del AG inducido por fenitoina a los 3 meses con severidad similar ante
diferentes tiempos de exposicion al farmaco.
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En un estudio con perros Beagle sometidos a terapia con ciclosporina, los
cambios mds tempranos se observaron a las 3 semanas del inicio del
tratamiento con un aumento de la papila interdental, llegando a las 6
semanas a ocultar parcialmente los dientes -seibel y cols.1989b-.

La inflamacidn asociada se debe al mayor depdsito de placa bacteriana en el
tejido gingival agrandado, a veces la manifestacion clinica en casos de AG
por ciclosporina es como una gingivitis marginal, una gingivitis croénica
edematosa y/o hiperpldsica -Varga y cols.1998-. Los pacientes con terapia de
ciclosporina pueden presentar una hiperestesia oral -Nell y cols.1996- con
halitosis, posiblemente por el componente inflamatorio con la retencién de
la placa bacteriana que podria relacionarse con la severidad del AG, y dolor
por traumatismo que impide también una correcta higiene -Wysocki y cols.1983,
Daley y cols.1986-. En AG inducido por nifedipina puede asociarse dolor gingival
con sangrado espontdneo si el grado de afectacion es mds severo segin un
estudio aportado por Katz y cols.1992.

En ocasiones la proximidad de algin factor externo puede contribuir como
irritante en la gravedad del AG: cdlculo, restauraciones defectuosas,
aditamentos ortoddncicos -figura 413- y prostodéncicos, obturaciones
desbordantes en las zonas del col gingival o en la encia marginal -wysocki y
cols.1983, Nell y cols.1996-. La respiracién bucal o una incompetencia labial con
falta de cubrimiento de los incisivos superiores también facilitaria la
prevalencia del AG apareciendo una encia mds rojiza y brillante. -wilson y
cols.1998-ver en Epidemiologia: 4.3.1.7-Otras variables.

-figura 4,13: Ortodoncia fija en paciente de 12 afios que favorecid el
sobrecrecimiento gingival por un control de placa irregular. La papila gingival entre los
dientes 12 y 11 fue la mds afectada-
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El apifiamiento dentario influye en el sobrecrecimiento gingival por su
localizacion mds frecuente en los sectores dnteroinferiores y porque
dificulta el mantenimiento de un buen control de placa. Por el mismo motivo,
factores anatomicos y fisioldgicos pueden permitir una resistencia al
desarrollo del AG o una influencia en su distribucién: la accién de la lengua
al hablar, al masticar, sobre la encia palatina y lingual, la dilucién que
provoca la saliva en zonas de concentracidn local gingival por secuestro de
antagonistas del calcio y los frenillos vestibulares interincisivos, que pueden
enlentecer o resistir el proceso del AG -Thomason y cols.1996b-.

Se puede producir migracién dentaria con diastemas por el crecimiento
papilar y alteraciones alveolares en casos de AG por ciclosporina -Fu y
cols.1997- y por fenitoina -figuras 4,14, 415 y 416- Después del tratamiento
quirdrgico  -gingivectomia- los dientes se pueden reposicionar
espontdneamente en el postoperatorio -Rostock y cols.1986-.

-figura 4,14: Aspecto bucal de mujer con epilepsia sometida a tratamiento con
fenitoina y 15 afios de evolucidn a una dosis de 100mg/8h. Dientes sin puntos de
contacto, se aprecian unas papilas mds contornheadas-

El AG es reversible al substituir el fdrmaco inductor -Katz y cols.1992-nifedipina-,
-Pernu y cols.1989-verapamil- 0 coh la reduccién de la dosis. Una disminucién de la
dosis de fenitoina necesita 4 meses para conseguir una reduccién del AG -
Little y cols.1975- 0 después de unos meses del cese de un tratamiento -van der
Wall y cols.1985-nifedipina-, Daley y cols.1986-ciclosporina-, Mathur y cols.2003-ciclosporina-.

En estudios con perros Beagle se ha comprobado una regresién de las
lesiones cutdneas papilomatosas a las 8 semanas de cesar la administracion
de ciclosporina -seibel y cols.198%-. La terapia de ciclosporina en perros
cachorros cazadores provocé la aparicién de quistes gingivales en la regién
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-figura 4,15: Aspecto lingual de la paciente -figura 4,16: Agrandamiento de la
anterior sometida a terapia con fenitoina. papila gingival en un diastema
Obsérvese el rodete gingival engrosado interdentario entre los dientes
alrededor de los incisivos- canino y biclspide-

incisiva no erupcionada. Al cesar la terapia de ciclosporina, los quistes
regresaron en 1 mes y los dientes quedaron descubiertos de encia. De forma
simultdnea hubo una pérdida de peso al comparar con perros sin tratamiento
-O'Hara y cols.2002-.

En modelo de rata también se observa mayor crecimiento papilar por
vestibular y menos severo en el maxilar que en la mandibula. El mdximo
desarrollo se produjo a los 40 dias desde el inicio de la terapia, y se redujo
espontdneamente al dejar el tratamiento -Nishikawa y cols.1996-.

Ocasionalmente, se puede producir una mejoria gradual con la
administracién del farmaco durante un periodo largo de tiempo -ciclosporina
y transplantados renales -Montebugnoli y cols.1996-. De lo contrario se produce
una agravacién progresiva de la encia queratinizada hasta los 36 meses
cuando ya es dificil la reversibilidad a la regresion completa, en esta
situacion el tratamiento adecuado es la gingivectomia -Daley y cols.1986,
Montebugnoli y cols.2000-.

Son frecuentes las recidivas o recrecimientos del AG: 1 mes después de la
intervencion quirdrgica a la que se sometieron pacientes bajo tratamiento
con verapamil se aprecié que la mayoria de ellos presentaban AG -Pernu y
cols.1989-. Con respecto a la administracién de ciclosporina, también hubo una

discreta recidiva de AG en un paciente después de la intervencién quirdrgica
-Rostock y cols.1986-.

Si se tiene en cuenta la edad, los nifios son mds susceptibles al AG por
CiClOSpOI"inG que los adultos -Daley y cols.1986, Karpinia y cols.1996, Kilpatrick y cols.1997--

ver 4.3-Epidemiologia en 4.3.1.4-Variables demogrdficas-.
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No se ha aportado una implicacion de la reactividad de fibroblastos
gingivales responder en otras localizaciones extraorales conectivas. En un
estudio de Montebugnoli y Bernardi 1999 se realizé un seguimiento de 22
pacientes transplantados cardiacos sometidos a un régimen de ciclosporina
durante 6 meses. Se registraron pardmetros periodontales para AG
provocado por ciclosporina, cicatrices residuales después de la toracotomia
e hiperproduccion de tejido conectivo en la region subcldvica, y los
resultados no demostraron una correlacién entre AG y el tejido cicatricial
extraoral; la hiperproduccion de coldgeno se veia limitada a la cavidad oral.

Se ha observado AG alrededor de implantes de titanio osteointegrados en
el maxilar de pacientes con tratamiento de nifedipina -silversteiny cols.1995-. En
ofro paciente portador de implantes bajo terapia de fenitoina también
presentd sobrecrecimiento de la mucosa marginal -Chee y Jansen 1994-.

El resultado es una conformacion gingival alterada en altura y grosor de la
encia, hiperémica, con pérdida del festoneado positivo marginal y tendencia
al sangrado espontdneo, resilente, textura friable y aspecto mamelonado.
Estas caracteristicas pueden variar en proporcion segin el grado de
inflamacidn secundaria -figuras 4,17 y 4,18-.

-figura 4,17: Paciente sometido a terapia con ciclosporina por transplante renal. El crecimiento
de la encia queratinizada en anchura y altura oculta parcialmente las coronas dentarias.
Obsérvese en A el desarrollo y agrandamiento papilar (circulo blanco). En B las papilas
sefaladas por las flechas han crecido en volumen-

El diagndstico se va a establecer por la clinica y la semiologia citada que
presenta el paciente al comprobar con la anamnesis la patologia sistémica
controlada con el farmaco causante del AG -figura 4,18-.

Se podra realizar un diagnéstico diferencial con otros AG de distinta causa

-ver 3-El Agrandamiento Gingival en 3.2-Clasificacién- y el andlisis histopatoldgico
confirmarad en sus caracteristicas estructurales el AG.
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El prondstico es bueno porque es reversible al suspenderse la
administracién del medicamento o en ocasiones se puede reducir en gran
medida el AG si se acompaiia de una técnica correcta de cepillado habitual.

Si no se produce una higiene oral adecuada podria haber una pérdida de
insercion conectiva al hueso por una inflamacién crénica mantenida en el
interior de las pseudobolsas gingivales. En este caso estaria indicada una
seriada radiogrdfica como téchica complementaria al diagnéstico para
valorar el nivel dseo y su perfil en relacion a los dientes. Una situacién de
periodontitis empeoraria el prondstico periodontal, individual y en ocasiones
general, de los dientes.

-figura 4,18: 2 casos de pacientes con AGIF por ciclosporina, A: Arcada inferior.
Obsérvese el aspecto agrandado de la encia y especialmente exuberante en B. El
diagnéstico se establecid por la anamnesis y la clinica. B:Imagen cedida por Herndndez
2006-
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4 7-Indices de medida del Agrandamiento gingival

En todos los estudios clinicos y experimentales es necesaria la
cuantificaciéon para objetivar lo que se estd investigando y permitir la
comparacién de los datos con otros estudios referentes al mismo tema. De
este modo se concreta lo abstracto y se realizan andlisis comparativos con
capacidad de ser reproducibles para el estudio. A partir de estos datos
objetivables se infieren enunciados universales.

En el estudio del Agrandamiento gingival ha existido un exceso de
subjetividad debido a la definicion de las categorias clinicas con poca
concrecion en el significado conceptual. Ademds hay autores que no han
utilizado ningln indice de medida o bien el que se ha aplicado no ha sido
dnicamente cuantitativo.

Las categorias de cada indice permiten indicar un grado de patologia del AG
para objetivar un nivel de severidad. Los primeros indices reflejan una
valoracion del AG en sentido vertical y es interesante mencionar el de
Robinson -1942-:

Se valoré de 1 a 5 el grado de agrandamiento en sentido creciente
de severidad, siendo la categoria 1 de normalidad sin
sobrecrecimiento y de 5 el mdximo crecimiento gingival, ocultando
en diferentes grados las coronas de los dientes.

Harris y Ewalt -1942- modificaron con su aportacién el indice anterior,
estableciendo 5 categorias con estas caracteristicas -Miranda 1997-:

0 ... No hay signos clinicos de AG

1 ... Agrandamiento minimo, aumenta la densidad de la encia

2... Agrandamiento moderado, la papila interdental y la encia
marginal estan aumentadas

3 ..Agrandamiento evidente, el tejido gingival invade las coronas

4...Agrandamiento severo, puede haber interferencia en la funcién
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Seglin Angelopoulos y Goaz 1972 la descripcion de su indice de medida para
AGIF secundarios a fenitoina, distinguia las siguientes categorias:

0... Encia sana

1.. El tejido gingival cubre 1/3 de la corona clinica

2... El tejido gingival cubre 2/3 de la corona clinica

3... El tejido gingival cubre >2/3 de la corona clinica

Posteriormente Addy y cols.1983 también lo modificaron segin la gravedad
del AG -figura 4,19- en:

Minimo:  Sin AG o incipiente

Moderado: AG con incremento de la papilay de la encia marginal

Severo:  AG evidente por cubrimiento del tejido gingival en una
parte de la corona clinica

-figura 4,19: Indices de medida aplicados a un Agrandamiento
gingival en un paciente sometido a tratamiento inmunosupresor.
Segln Harris y Ewalt se trataria de un AG de categoria 3-4. A la
izquierda de la imagen la papila muestra un indice de grado 2 segtin
Angelopoulos y Goaz; a la derecha la papila contigua presentaria un
grado 3 en ocupacién coronal segin el indice de Seymour. Las
categorias cualitativas de Addy permiten una descripcién de
severidad en este caso.-
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Seymour y cols.1985 ya consideran también el componente horizontal. Su
descripcion incluye las localizaciones mads frecuentes -figuras 4,19 y 4,20-:

e region anterior de las 2 arcadas, superior e inferior, entre los
caninos. Si faltara uno de estos dientes, se substituiria por el
premolar.

e se consideran 5 unidades gingivales bucales y linguales o palatales.

Para el componente horizontal se distinguen para cada unidad
gingival las categorias:

valor O.....Anchura normal del margen gingival libre
" 1.... Grosor gingival desde la normalidad hasta 2 mm
" 2...6rosor > 2 mm

Observacidn desde una visién incisal.

El componente vertical incluiria el crecimiento de la unidad
gingival en sentido coronal y la invasion mesio-distal a las coronas
vecinas:

El margen de valoracion transcurre de O a 3 que indica severidad en sentido
ascendente con respecto al acercamiento al borde incisal del diente y grado
de ocultamiento de la corona lateralmente hacia su linea media de forma
simultanea.

0.....No hay AG

1....AG ligero. La encia marginal crece de forma incipiente

2.. AG moderado. Ocupacién como mdximo de la mitad de la
longitud de la corona

3....AG severo. Ocupacién de mds de la mitad de la longitud
de la corona

Observacién desde una visién bucal o lingual.
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-figura 4,20: Caracteristicas del indice de Seymour: A- Se distinguen 5 unidades
gingivales en el sector anterior para cada arcada en visién bucal y en
lingual/palatina. B- Desplazamiento horizontal-lateral del AG en su severidad. C-
Desplazamiento horizontal-sagital del AG en su severidad. LMG: Linea mucogingival.
Cedido por Miranda 1997-

Si hay discrepancia en la invasién de las coronas vecinas se obtiene una
asimetria en el crecimiento y en este caso se registrard la de valor mds alto
-mds severa-.

Para cada unidad gingival se suma el valor obtenido para el grosor -
componente horizontal- con el valor del componente vertical por lo que el
valor mdximo seria de 5 y se examinan un total de 20 unidades gingivales
correspondientes al sector anterior superior-inferior, bucal-lingual.

Es uno de los indices que mds se ha utilizado en estudios de investigacion
del AG inducido por fdrmacos por su capacidad de registrar el
sobrecrecimiento en 3 dimensiones.

Dahllof y Modéer en 1986/87 aplicaron un indice de AG en cuanto al grosor
de la encia marginal en sentido buco-lingual, en la region de los incisivos y de
los molares de ambas arcadas. Se tomaban unas medidas con un material de
impresion para estudiar los modelos positivos en yeso. Se registraba la
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medida horizontal desde la pared vestibular hasta el punto mds prominente
de la encia marginal y como medida vertical, en clinica, de las profundidades
de sondaje superiores a 4 mm.

Barak y cols.1987 crearon un indice histoldgico basado en la medida del
epitelio segun su estudio al microscopio éptico:

1....encia normal, ancho del epitelio: 0,30-0,50 mm
2..AG ligero, ancho del epitelio: 0,50-1,50 mm
3..A6 moderado, ancho del epitelio: 1,50-3,00 mm
4..AG severo, ancho del epitelio: 3,00-4,00 mm

Otros autores consideran unas categorias de AG mds subjetivas, como las
que establece el indice de Grant y cols.1988 -Miranda 1997-:

Inexistente....No hay cambios

Ligero...........Encia firme, punteada y agrandada
ligeramente en su base

Moderado.... AG con un tejido que cubre menos de
la mitad de la corona de los dientes
anteriores

Severo......... Cubrimiento de mds de la mitad de la
corona de los dientes anteriores

En 1992 Miller y Damm modificaron el indice de Angelopoulos y Goaz con la
incorporacion de la medida en mm del recubrimiento gingival por tercios
coronarios:

0... Encia sana

1.. El tejido gingival cubre <1/3 de la corona clinica, leve, <2mm

2... El tejido gingival cubre 2/3 de la corona clinica, moderado, 2-4mm
3... El tejido gingival cubre >2/3 de la corona clinica, severo, >4mm
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Miranda y cols.2001 describieron un indice de agrandamiento gingival -
nodulo-papilar MB- derivado del descrito por Seymour en el que se registra
el componente horizontal en sentido bucal-palatino/lingual sin la
consideracion del componente vertical -figura 4,20 c-. Se trata de un indice
clinico de la papila interdental ya que es la zona gingival que se afecta
primero -figura 4,21-:

0....Grosor de la papila interdental <Imm
1...Grosor de la papila interdental 1-2mm
2... Grosor de la papila interdental >2mm

-figura 4,21: Agrandamiento gingival en arcada inferior en un paciente
sometido a tratamiento inmunosupresor. Obsérvese el componente horizontal
en extensién buco-lingual en la zona de premolares izquierdos donde se
podria considerar un indice MB de 2-
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4 8-Prevencion y tratamiento del Agrandamiento gingival farmacoldgico

Las opciones terapéuticas del AGIF tendrian una primera fase de
prevencion. Se ha comprobado que el factor que potencia la aparicidn,
desarrollo y severidad del AG es la acumulacién de la placa oral bacteriana y
la inflamacién gingival que provoca, por consiguiente una instruccién en la
técnica de higiene oral seria prioritaria para disminuir este
sobrecrecimiento especialmente cuando no es posible la substitucion del
fdrmaco prescrito o la reduccién de la dosis. Segun la eficacia obtenida se
realizard un tratamiento de mantenimiento con soporte farmacoldgico o
terapia resectiva.

4 8.1-Prevenciéon del AGIF.

El objetivo estd en evitar la aparicion clinica del AG mediante la aplicacién
de una técnica en higiene oral, un estudio del paciente y una preparacién
bucal. Estas medidas pretenden

1. eliminar la placa oral bacteriana

2. realizar la operatoria dental que conduzca a eliminar cualquier lesion
e irritacion fisicas de la encia marginal por iatrogenia en
tratamientos dentales anteriores, o por influencia del paciente en la
cavidad oral: abandono de la higiene oral y otros hdbitos.

1. La eliminacion del depdsito blando bacteriano con el cepillado
consigue la disminucién del componente inflamatorio del AG y se puede
conseguir la reduccion de los requerimientos de tratamiento quirdrgico al
finalizar la fase higiénica por una desinflamacion importante -Kantarci y
cols.1999-.

La prevencién de la inflamacién en el desarrollo del AGIF se pone de
manifiesto por el momento en que las medidas de control de placa
bacteriana se aplican en relacién con la administracion del farmaco y por la
intensidad de esas medidas seglin un estudio longitudinal de nifos
epilépticos no hospitalizados y sometidos a terapia con fenitoina. Cuanto
mds temprana y mds eficaz era la aplicacién de la higiene bucal, menor era el
grado de AGIF: de los tres grupos con diferente grado de prevencion, el
sometido a un programa intensivo no presenté AG a diferencia de los otros
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programas que mostraron un 40% de prevalencia en AG -Modéer y Dahllsf 1987-.

Hay estudios que reducen la prevalencia del AG inducido por nifedipina
después de unas sesiones de higiene oral -Barclay y cols.1992, Ciantar 1996-.
Somacarrera y cols.1997 comprobaron la eficacia del tratamiento
periodontal por la reduccion de la severidad de AG provocado por
ciclosporina y la gingivitis asociada en un grupo de 80 pacientes
transplantados de corazén, higado y rifion. A los 6 meses los pacientes que
desarrollaron mayor severidad del AG fueron los que no se sometieron a
esta terapia periodontal. En otro trabajo de investigacion con terapéutica
combinada de ciclosporina y nifedipina también se comprobé una reduccién
del AG con el control de la inflamacion -King y cols.1993-. Se estudié un grupo de
adultos sometidos a un transplante de corazon y se hizo su seguimiento
durante un periodo de 36 meses y se clasificaron en responders y non
responders segln su respuesta gingival al inmunosupresor. A los 6 meses del
transplante se realizé un programa de control de higiene oral. En el primer
grupo se produjo una mayor reduccion del AG con disminucién del indice de
placa y gingival en ambos -Kilpatrick y cols.1997, Montebugnoli y cols.2000-.

El control del depésito de la placa bacteriana lo realizard el paciente en su
domicilio como un hdbito después de una ensefianza en la técnica de la
higiene oral por el higienista. Esta instruccion requiere una motivacién del
paciente con informacién bdsica de la enfermedad periodontal. De este
modo y con refuerzo de esta conducta se consigue una adhesidn al hdbito y
a un programa de mantenimiento profesional pautado e indefinido en la
consulta.

La técnica en higiene oral es un protocolo minucioso de cepillado de las
superficies gingivales y dentarias mediante diferentes aditamentos (seda
dental y cepillos, convencionales o eléctricos) e individualizado a las
caracteristicas morfoldgicas que presentan, con el fin de eliminar los
depésitos blandos y desinflamar la mucosa y las encias. Con el cepillado se
utilizan productos quimicos -detergentes, espumantes, agentes activos-
incluidos en los dentifricos y colutorios -ADA 2003-tabla XVIII-.

Los colutorios actian como un complemento de terapia preventiva quimica y

de aplicacion tépica cuyos efectos son siempre supragingivales. Esta
presentacidn del agente activo es eficaz en la contencidn y reduccion de la
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Componentes Accion

abrasivos: carbonato,

, . L eliminacidn restos alimentarios
6xidos aluminio, fosfatos,

blanqueamiento

silicatos
fluor prevencion caries
nitrato potdsico
cloruro estroncio reduccién sensibilidad
citrato sédico
peréxidos blanqueamiento
pirofosfatos, citrato cinc anti cdlculo
clorhexidina, triclosdn r‘educcuon. EcEectn
anti placa
aromatizantes sabor, efecto cosmético

espesantes: coloides, gomas, - Ly
P 9 estabilizante de formulacidn

celulosas
detergentes: lauril sulfato espumantes, aumentan solubilidad de
sédico placa
humectantes: glicerol, sorbitol, )
. . mantienen agua
propilenglicol

-Tabla XVIII: Componentes de los dentifricos y colutorios-

inflamacion en pacientes con dificultad en el control mecadnico de la placa y
especialmente si reciben fratamiento con fenitoina por afectacidn
neuroldgica. La clorhexidina (CHX) es capaz de reducir los indices de placa 'y
gingival -shibly y cols.1994-.

El higienista eliminard el cdlculo y las toxinas acumulados en las superficies
y en las zonas de dificil acceso mediante un raspado radicular en los dientes
y en sus furcaciones, con pulido y alisado. En las coronas dentarias también
procederd al pulido con eliminacion de las tinciones provocadas por
productos de la ingesta o hdbitos téxicos.

Las medidas preventivas evitardn la aparicién del componente inflamatorio
del AG o bien se estabilizard el proceso patoldgico si ya se ha instaurado,
sin aumentar la severidad. Este tratamiento preventivo y conservador
disminuiria en algunos casos los requerimientos de la terapia resectiva -
Kantarci y cols.1999-.
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4 8.2-Tratamiento farmacoldgico.

Aunque un control con instrucciones de higiene oral y técnicas de
eliminacion de los depdsitos blandos disminuiria la severidad y la prevalencia
del AG, no evitaria la aparicién o el establecimiento del AG inducido por los
fdrmacos -Dahllsff y Modéer 1986, Seymour y Smith 1991, Daly 1992-. Se consideran las
caracteristicas del fdrmaco con el médico especialista para estudiar la
posibilidad de reducir la dosis o substituir el farmaco inductor por otro con
la misma indicacién terapéutica y con el menor efecto indeseable -Pernu y
cols.1989, Katz y cols.1992, Seymour y cols.1993-. La substitucion farmacoldgica
persigue la disminucién del componente fibrotico del AG.

La retirada del tratamiento con fenitoina en nifios epilépticos provocé una
reduccidn significativa del AG en el plazo de 1 mes -Dahllsf y cols.1991-. Aunque
también una reduccién de la dosis también se ha visto beneficiosa para el
control del AG. Un substituto anticomicial seria la carbamazepina o el
valproato aunque su eficacia habria que valorarla en casos individualizados.

Una disminucion de la dosis de ciclosporina puede reducir el AG de forma
significativa, o incluso su retirada terapéutica permitiria la resolucion entre
1 Yy 18 meses -Daley y Wysocki 1984, Daley y cols.1986, Mathur y cols.2003-, incluso con la
substitucion por tacrolimus -James y cols.2000b, Herndndez y cols.2000-.

En un estudio preliminar con 4 pacientes transplantados -entre 2 y 7 afios- y
que ya habian desarrollado AG, la substitucion de ciclosporina por
tacrolimus evitd el tratamiento quirdrgico del AG y hubo una reduccién del
AG desde los 4 meses del cambio -Herndndez y cols.2003-. Una poblacién de nifios
transplantados hepdticos que habian recibido tacrolimus no presentaron AG
frente al grupo de ciclosporina que tuvo un 35-63% de prevalencia -McKaig y
cols.2002-, También la substitucién por otro inmunosupresor favorecio la
reversibilidad del AG inducido por ciclospor'ina -Somacarrera y Lucas 1996-.

Se ha comprobado una mejoria en el AG después de la administracion de
diversos antibidticos: azitromycina, metronidazol, claritromycina. Wong y
cols.1994 aportaron la resolucion de AG inducido por ciclosporina en 4 casos
de pacientes transplantados renales con la administracién de metronidazol.
Wahlstrém y cols.1995 observaron una reduccion de AG provocado por
ciclosporina con la administracion de azitromycina. Un estudio de Chand y
cols.2004 con 25 pacientes bajo tratamiento con ciclosporina a doble ciego,
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randomizado, mostré que azitromycina era mds eficaz que metronidazol
para el manejo terapéutico del AG. Los mecanismos de accion de los
quimioterdpicos se pueden atribuir a su accion antibacteriana. Aunque
también, la presencia intracelular de azitromycina en los fibroblastos y
células fagociticas, permitiria una interaccién con factores de crecimiento y
mediadores de la inflamacién -Winsberger y Pfragher 1999-.

En un estudio realizado /n vivo-in vitro con fibroblastos gingivales de ratas
sometidos a la accidn de ciclosporina y con AG clinico, se observé que la
administracién de azitromycina compensaba el AG por incremento de la
actividad fagocitica de los fibroblastos -Paik y cols.2004-,

También se ha descrito la regresion de AG por fenitoina con la
administracién de un derivado de dcido retinoico a una dosis de 35 mg/dia
que recibia una mujer para el fratamiento del acné refractario. La
isotretinoina inhibe la colagenasa pero también el coldgeno y la proliferacion
de fibroblastos -Norris y Cunliffe 1987-.

Se ha puesto en evidencia que en el tratamiento cronico con fenitoina se
produce ademds una deficiencia de dcido fdlico especialmente si se asocia
en politerapia anticomicial -Bermejo y cols.1985-. Podria haber un mecanismo de
interaccion competitiva entre fenitoina y dcido félico o una induccién de
fenitoina en el metabolismo hepdtico del dcido fdlico. Olesen y Jensen en
1970 comprobaron que suplementos de folatos inhibian la formacién del
metabolito mds importante de fenitoina causante del AG en animales. Segln
multiples estudios, el dcido fdlico participa en procesos de proliferacion
celular por ser esencial en el recambio tisular especialmente donde es mds
rdapido -formacion de hematies, crecimiento y equilibrio dindmico en la
adherencia epitelial del periodonto y en general en procesos de crecimiento
y maduracion celular-. Su déficit en la encia de pacientes con AG por
fenitoina podria existir aunque los niveles plasmdticos estuvieran normales.
En el estudio de Addy y cols.1983 tampoco se observé una relacion entre los
niveles séricos de folatos y el grado de AG.

El efecto terapéutico del dcido félico en el AG por fenitoina se ha seguido
investigando:
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En un estudio realizado con 23 nifios bajo tratamiento con fenitoina durante
1 afio se distribuyeron de forma randomizada a un grupo con suplemento de
dcido félico -5 mg/dia- y a otro sin suplemento. Los niveles séricos de
fenitoina estuvieron muy bajos, aunque los pacientes no tuvieron ningin
episodio de crisis, y no se observaron diferencias significativas en AG por
fenitoina entre los dos grupos. Al estudiar en otra muestra de 9 adultos con
retraso mental severo y con terapia de fenitoina se obtuvieron niveles
plasmdticos altos de este fdrmaco y si se vio una reduccién significativa del
AG en el grupo sometido a los suplementos de folatos -Backman y cols.1989-. Su
eficacia también fue evidente en aplicacion tdpica en solucion, al comprobar
una reduccién significativa del AG a los 6 meses en una poblacién de
pacientes con tratamiento de fenitoina. El grupo que recibié dcido félico en
cdpsulas -sistémico- también experimentéo un decrecimiento pero sin
diferencias apreciables, mientras el grupo con placebo sufrié un aumento de
la severidad del AG en el mismo periodo de tiempo -Drew y Vogel 1986-. Segln
este estudio la terapia local de dcido fdlico seria mds eficaz que con la
administracién sistémica. Aunque el efecto del folato sistémico fue
favorable en la prevencién del AG, al comprobar en un grupo de 60 nifios
sometidos a tratamiento con fenitoina que los que recibian instrucciones de
higiene oral y 5 mg/dia de dcido félico presentaban al afio menor incidencia
y severidad de AG que los nifios que sélo recibian medidas de higiene oral -
Prasad y cols.2004-.

En un estudio de Brown y cols.1991b realizado con 20 adultos epilépticos
discapacitados en régimen hospitalario, a doble ciego, se asignaron de forma
randomizada a 2 grupos: uno sometido a 3 mg/dia de dcido félico y el otro a
placebo de lactosa, se registraron los indices de AG, de placa y de salud
gingival y a las 16 semanas no se observé ningln efecto de reduccién del AG
en ninguno de los 2 grupos, a pesar de que el experimental presentaba
niveles de folatos séricos elevados, lo que indica que es insuficiente la
administracién Unica de dcido fdlico para el tratamiento del AG por
fenitoina.

Su accidn localizada consistiria en una reduccién de la inflamacion gingival
comprobada también en otros estudios -Vogel y cols.1976, 1978-. Podria ser que el
dcido folico consiguiera una adherencia epitelial con un efecto sellador de
defensa a la invasion externa de microorganismos evitando asi una
respuesta inflamatoria que se acompafiaria en la accién directa gingival de
fenitoina. En poblaciones pedidtricas es mejor tolerada la presentacion en
solucién al comparar con la presentacion en cdpsulas.

155



ESTADO DE LA CUESTION

En un estudio /n vitro de Dogan y cols.2001 los fibroblastos sometidos a
fenitoina disminuian los niveles de IL1p cuando se incorporaba al medio de
cultivo dcido fdlico, incluso cuando los niveles de IL1P estaban aumentados
por la induccién de TNFa. Esta accién podria interpretarse /n vivo como una
reduccion del tejido gingival cuando estd presente dcido fdlico en gingivitis
de diferente grado de afectacién consecuencia de la administracion crénica
de fenitoina. El dcido fdlico también ayuda a disminuir la recurrencia del AG
por fenitoina después de una gingivectomia al observar en un estudio una
diferencia significativa entre el grupo sometido a aplicaciones de folatos al
comparar con un grupo de pacientes control después del tratamiento
quirdrgico de AG -Popell y cols.1991-,

Como tratamiento complementario a la instrumentacion higiénica en casos
de periodontitis, se podrian emplear las fibras de tetraciclina o compuestos
derivados de la matriz del esmalte en la bolsa periodontal. Es una terapia
local que en el primer caso permite unos niveles quimioterdpicos elevados de
liberacion sostenida con eliminacién de productos bacterianos residuales y
una mejoria en la calidad de la insercién conectiva. A los diez dias se retira
la fibra y se observan los pardmetros clinicos. Las moléculas de la matriz
embriogénica del esmalte permiten una recuperacion de los defectos dseos
de la periodontitis por regeneracién en la base de los crdteres después del
desbridamiento en la cirugia de acceso. Se aportan casos de pacientes con
AG inducido por nifedipina tratados con fibras de tetraciclina al final de la
fase higiénica realizada con anestesia local en 2 sesiones. En estos
pacientes no se recomendd gingivectomia -Sakellari y cols.2005-,

4 .8.3-Intervencion quirtrgica del Agrandamiento gingival.

A menudo se requiere el tratamiento quirldrgico porque el AG se ha
estabilizado en su componente fibrdtico y se mantiene cronificado como un
tejido exuberante sin perfil de adaptacion a los mdrgenes de las coronas -
Wysocki 1983, Seymour y cols.1993-. La téchica es bdsica y sigue los principios
quirdrgicos elementales sin diferir segln los tipos distintos de AG. En
principio, se considera indicada cuando ya se ha realizado la desinflamacion
del tejido blando, hay un buen control de placa bacteriana que realiza el
paciente en casa y se mantiene un AG clinico del 30% -Seymour y cols.1985-.

El objetivo es recontornear el tejido gingival eliminando el exceso -
gingivectomia- para permitir un control de placa mds eficaz y la
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prevencion de la pérdida en la insercién dentaria y/o de infecciones
periodontales. Aparte de la desinflamacién gingival conseguida con un
refuerzo en la motivacion y en las medidas de higiene oral, la cirugia es el
recurso final de la terapéutica: permite recuperar la estética en la relacion
diente-encia con la eliminacién de las pseudobolsas del sobrecrecimiento
gingival y la prevencion de los desplazamientos dentarios -diastemas,
inclinaciones, extrusiones- por el exceso de tejido blando y se consigue
recuperar otras funciones alteradas como son el lenguaje y la masticacién.
Aunque la administracion crénica del farmaco y la falta de colaboracién del
paciente en las visitas de mantenimiento puede permitir la recidiva del AG
aunque se haya realizado la cirugia de reseccion. Algin autor cifra la
recidiva muy alta, alrededor del 50% -Plemons y cols.1996-.

En pacientes jovenes en los que el sobrecrecimiento es severo, una cirugia
temprana puede estar indicada para mejorar la funcién oral, optimizar el
desarrollo dental y evitar los potenciales problemas psicolégicos asociados
al sobrecrecimiento -Chabriay cols.2003-. Aunque puede haber recidiva del AG si
sigue la administracién tratamiento farmacoldgico sistémico, la cirugia de
reseccion puede retrasar las complicaciones del AG a medio y largo plazo -
Rostock y cols.1986, Wilson y cols.1998-.

La gingivectomia permite la eliminacion del tejido gingival en exceso hasta
las fibras conectivas supracrestales. La incision se realiza con el bisturi
contra el hueso y bisel externo y deja una superficie de corte cruenta que
cura por segunda intencién. Al no desperiostizar no se realiza sutura. Su
indicacion se generaliza a cualquier tipo de sobrecrecimiento gingival una
vez se han aplicado las prdcticas preventivas y terapias conservadoras,
aunque también hay otras indicaciones distintas al AG:

e erupcion pasiva alterada del diente,
o alargamiento coronario por motivos prostodéncicos o estéticos

La condicidn de esta técnica estd en disponer de suficiente banda de encia
queratinizada adherida de tal manera que con la exéresis del tejido todavia
quede un remanente minimo. Esta premisa obligada deduce las
contraindicaciones:
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e sondaje periodontal hasta la altura de la linea mucogingival.

o defectos infradseos que requieran acceso al hueso para
desbridamiento y remodelado de su perfil.

e zonas de escasa encia queratinizada adherida.

Las contraindicaciones relativas estdn en el dmbito de la estética y de la
funcion:
e Si con la gingivectomia se va a producir un compromiso estético
por afectarse una zona anterior con coronas clinicas mds largas.
e Si con esta técnica puede producirse un cambio en la fonacidn que
puede ser importante en pacientes que profesionalmente
dependen de la voz.

Si hay una migracion apical de la insercién dentaria con la presencia de un
epitelio largo de unidn, la técnica quirdrgica indicada es una cirugia de
colgajo a bisel interno con reseccion gingival del tejido agrandado,
desbridamiento en la zona de la insercidn con eliminacion del tejido de

-figura 4,22: A-se observa AG localizado en el incisivo. B-se realizé gingivectomia a bisel
interno con levantamiento de colgajo y reseccidn del tejido exuberante. Sutura simple.
C-pasadas unas semanas con restitucién del nivel y aspecto clinico de la encia-
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granulacion y posible cirugia 6sea -ostectomia, osteoplastia- del hueso de
soporte.

Si es preciso segln el grado de migracion de la insercién y la disponibilidad
de encia queratinizada, la reposicién del colgajo se realizard también mds
apical para completar la escision gingival. La sutura que se realiza en la
recolocacidn del colgajo puede ser interrumpida simple o bien continua. La
ventaja de esta cirugia a bisel interno estd en una curacion sin superficie
cruenta por 1% intencion con un postoperatorio mds tolerable -figura 4,22-.

Después del periodo de cicatrizacién en la zona intervenida se puede optar
por una gingivoplastia que consiste en afinar el aspecto de la encia en su
textura, grosor y adaptacidn, en cualquier tipo de gingivectomia, mediante
el bisturi o una fresa diamantada montada en turbina.

Como alternativa al bisturi frio convencional se utiliza el electro-bisturi
con la ventaja de presentar un mejor control del sangrado y pocas molestias
postoperatorias. Se utiliza una corriente rectificada con funcién de corte y
coagulacion -Walker y cols.1980-. Los inconvenientes estdn en que se puede
reabsorber hueso si se frabaja cerca de la cresta por el calor que se
genera, aparte del mal olor que se desprende durante su utilizacién. Los
pacientes con marcapasos tienen el riesgo de presentar incompatibilidad con
el equipo de electro-cirugia.

Otras secuelas quirdrgicas en los procedimientos profundos préximos al
hueso: -recesion gingival por pérdida de soporte periodontal generada por
calor, furcaciones expuestas, movilidades dentarias y necrosis con
secuestros 6seos -Walker y cols.1980 -figura 4,23-.

Se han aportado técnicas de LASER® por sus ventajas al comparar con las
convencionales: disminucion del sangrado y del trauma operatorio, sin
necesidad de suturas, rdpida curacién , reduccién del riesgo de infeccion y
menor tiempo quirdrgico y postoperatorio -Bader 2000-.

Los ldseres que estdn indicados son los de alta potencia ya que por su
efecto térmico concentran mucha energia en un punto muy localizado para la
capacidad de corte, de coagulacion y de vaporizacion. Para el tratamiento
del AG se distinguen por su eficacia en la exéresis en orden de importancia:

® LASER: Light Amplification Stimulated Emission Radiation
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-figura 4,23: Aspecto de cicatrizacién por segunda intencién después de la cirugia
con bisturi eléctrico en un paciente bajo tratamiento inmunosupresor.-

e CO;

e Er Cr:YSGG
e Er:YAG

e Diodo

Al incidir el laser de CO; en el tejido exuberante el rayo es absorbido por
el agua de la encia agrandada que se evapora. Este proceso de vaporizacién
conlleva una desecacién y desnaturalizacion de las proteinas celulares con
resultado de corte. Su principal aplicacion estd en el tratamiento de las
lesiones de los tejidos blandos con unas claras ventajas -Miranda 1997-:

-Tiempo quirdrgico corto con buena visibilidad por su efecto hemostatico
en vasos de didmetro <0,5mm durante la intervencidn y en el postoperatorio.

-Esterilizacién inmediata que reduce la posibilidad de infeccion.

-Postoperatorio con dolor de menor intensidad e inflamacién ligera al
comparar con la cirugia convencional.

-Curacién rdpida con proceso de cicatrizacion discreto debido a un
trauma quirdrgico minimo. A las 3 semanas ya se observa una curacion
completa. Al parecer habria una mayor secrecién de coldgeno tipo IIT y
fibronectina con previa reaccién vdsculo-exudativa retardada -Miranda 1997-.
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No obstante es una técnica de elevado coste y se requiere un buen
adiestramiento en su utilizacidon por el cirujano ya que la manipulacién se
realiza sin contacto directo con el tejido. También es preciso el uso de
lentes protectoras y la necesidad de cubrir la superficie radicular del
tejido que serd escindido.

161



162
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Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La revisién de la literatura cientifica ha evidenciado en estudios clinicos y
en estudios /n vitro que los fibroblastos gingivales son sensibles a los
farmacos inductores de Agrandamiento gingival.

La accién farmacolégica tisular provoca un patrén histopatoldgico
caracteristico aunque no patoghomdnico y similar para todos los fdrmacos
inductores estudiados -fenitoina, nifedipina y ciclosporina A-.

En su accion celular estas sustancias quimicas inductoras pueden producir
un aumento en el crecimiento fibrobldstico -hiperplasia- que explica el
agrandamiento clinico, dnica accién patogénica segin las primeras
aportaciones de estudios sobre el Agrandamiento gingival farmacoldgico. -

HIPOTESIS NULA:

Los farmacos inductores del AG provocan una hiperplasia gingival secundaria
a la proliferacion celular de fibroblastos.

La hipdtesis que se establece para el desarrollo del trabajo experimental,
estd en demostrar una patogenia de AG multifactorial presentada en
distintos estudios y vinculada a una alteracién de la matriz extracelular por
aumento de los glicosaminoglicanos y/o de las fibras coldgenas con una
afectacion de la poblacién celular indeterminada

HIPOTESIS ALTERNATIVA:

Los fdarmacos inductores del AG no provocan una hiperplasia gingival
secundaria a la proliferacién celular de fibroblastos.
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OBJETIVOS

Determinar si cultivos de fibroblastos de encia humana son
sensibles a la accion de fdrmacos inductores de
Agrandamiento gingival.

Observar el efecto de estos fdrmacos en cultivos primarios
de fibroblastos procedentes de las muestras examinadas
-estudio de la viabilidad celular-.

Cuantificar si hay efecto farmacoldgico en la transcripcion
génica del Factor de Crecimiento Transformador B (TGFB),
del coldgeno y de la colagenasa.

Observar si hay efecto farmacoldgico en la sintesis del
coldgeno y del TGFB.
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El interés del estudio estd en observar en el laboratorio por procedimiento
experimental las acciones de los fdrmacos inductores en fibroblastos
procedentes de muestras de encia humana.

Los fibroblastos se cultivan para su crecimiento y a partir de un nimero
suficiente se distribuyen por placas y se observa la influencia de la
induccién farmacoldgica sobre su proliferacion celular -Viabilidad Celular-
para descartar una accién de hiperplasia celular.

Después se practica el estudio del TGFB, coldgeno y colagenasa en su
expresion del mRNA -Transcripcidn génica- y en su traduccidn proteica bajo
la induccion farmacolégica, para comprobar si se produce alguna accién en la
matriz extracelular que justifique el Agrandamiento gingival -figura 1-.

1-Transcripcidn génica, expresion del mRNA

Este proceso bioquimico es una copia de la informacidén genética contenida
en la secuencia de bases nitrogenadas del DNA que se transcribe en las
bases correspondientes del RNA. Lo que implica una sintesis de RNA con
ribonucledsidos trifosfato en una secuencia que marca el DNA y que actua
de molde. La diferencia que tiene este proceso con el de la replicacién es
que consiste en una copia parcial, selectiva y reiterativa del DNA -tan solo
una de las 2 cadenas, diversas ocasiones y sintetizando RNA-. De este modo
es un primer paso de concesion de informacion genética para la identidad
celular concretada en un fenotipo. En comparacion, la replicacién se produce
una sola vez antes de la division celular y se copia toda la informacién
genética del DNA en otro DNA -es una duplicacién de la molécula- -Pefiafiel y
cols.1995a-.

Este proceso de transcripcion es regulado por factores de transcripcion
proteicos que cooperan con las RNA-polimerasas o interaccionan con
secuencias determinadas del DNA -secuencias codificadoras o exones,
separadas por intrones que son secuencias ho codificadoras-, pero también
hay inhibidores de este proceso, con diferente grado de especificidad que
interfieren el proceso de sintesis desde el molde previo de DNA.
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-figura 1: Esquema del disefio del estudio experimental PHT: Fenitoina, Nf: Nifedipina, Cs:

Ciclosporina, AGIF: Agrandamiento gingival inducido por fdrmaco-

En cuanto se produce la sintesis del RNA en el nicleo celular, se necesitan
unas reacciones bioquimicas para que sea funcional y que se catalogan como
procesos postranscripcionales, ya en los ribosomas del citosol, que recortan,
modifican y afiaden secuencias estructurales a la molécula de RNA. Una de
las funciones es eliminar las secuencias intrones que se franscriben pero no
aparecen en el mRNA funcional -figura 2-.
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2-Traduccidn proteica, expresion de la proteina

Este concepto se refiere a la sintesis de proteinas, fase final de la
expresion genética, a partir del mRNA funcional o maduro obtenido en el
proceso de transcripcion y se produce en el citoplasma. Las bases
nitrogenadas se combinan en grupos de tres para formar unidades de
codificacion y determinar la aparicion de un aminodcido determinado. El
cédigo genético es la relacién de identificacién de los aminodcidos de la
cadena polipeptidica con secuencias de bases nitrogenadas del DNA leidas
en forma de fripletes en una direccidn precisa. En esta expresion de
aminodcidos intervienen tres tipos distintos de RNA: mensajero (mRNA), de
transferencia (tRNA) y ribosomico (rRNA).

genes )
DNA | i
TRANSCRIPCION
SNA > NUCLEO
mRNA )
e
7
mRNA
TRADUCCION
CITOPLASMA <
degradacidn
enzimatica PROTEINAS
coldgeno

\ T

-figura 2: Procesos bioquimicos implicados en la obtencién de las proteinas a partir de
la informacion genética nuclear. Son mecanismos de control de la expresién
genética-

El mRNA, debido a su funcion puntual, es metabdlicamente mds inestable. Es
la sintesis de la transcripcion de un gen codificante que se corresponde con

171



DISENO DEL ESTUDIO

una cadena polipeptidica determinada y posee la informacién del gen, por
eso hay tfantos mRNA como genes. De estructura monocatenaria y tamafio
menor que el DNA que sirve de molde. Realiza la lectura o descifrado de la
informacidn genética.

El tRNA es un tipo de RNA pequeiio que une con enlace covalente a un
aminodcido formando complejos binarios. Su estructura es monocatenaria y
realiza una funcién de molécula adaptadora porque interacciona también con
las bases de mMRNA mediante puentes de hidrégeno.

Los ribosomas formados por RNA (rRNA) son particulas subcelulares
especializadas que catalizan las uniones entre los aminodcidos.

Al final de este proceso de traduccion existen modificaciones

postraduccionales o cotraduccionales que controlan la cadena polipeptidica
para permitir su forma madura y eficaz -Pefiafiel y cols.1995b-.

3-Coldgeno: La proteina fundamental de la matriz extracelular

La union de las moléculas de coldgeno con proteoglicanos del espacio
extracelular formando una red, es una condicién importante para la
resistencia al estrés fisico y tensional al que se ha de someter para su
funcion. Aunque se distinguen 11 tipos distintos de coldgeno, sélo van a ser
de interés en este estudio los que se depositan en el espacio extracelular -
tipos I, IT y ITI-. Al parecer el tipo I es el mds prevalente en la encia y los
otros se reparten un porcentaje alrededor del 20%. Las células
mesenquimales tienen la habilidad de sintetizar un tipo particular de
coldgeno idoneo para el ambiente donde participard estructuralmente y con
interrelacion para realizar la funcién prevista.

Los aminodcidos que participan en la cadena helicoidal de la molécula, se
repiten con una secuencia que estd formada por glicina, prolina y
hidroxiprolina. Al mismo tfiempo hay ofras dos cadenas situadas con la
primera, formando una trenza de una longitud de unos 86A. Esta triple
cadena helicoidal es estabilizada por unos puentes de hidrdogeno.
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3.1-Sintesis y degradacidn del coldgeno

Antes de su secrecidn al espacio extracelular para realizar su funcién como
proteina fibrosa, es sintetizada primero como un precursor: procoldgeno -
figura 3-. Las cadenas que constituyen esta molécula son sintetizadas por
mRNA especificos que traducen su mensaje en el reticulo endopldsmico
rugoso. En este drgano se produce el metabolismo previo a la secrecidn
extracelular con una hidroxilacion de los residuos especificos de prolina y
de lisina por los enzimas especificos. Posteriormente hay una glicosilacidn
de la hidroxilisina y una adicién de glucosa. En los extremos de la molécula
los péptidos desprenden los grupos N terminales antes de ser liberados de
los ribosomas como cadenas a-completadas. Estas cadenas simples se
reconocen entre ellas a través del propéptido C-terminal que permite la
formacion de puentes de union disulfuros para ensamblar las 3 cadenas.
Esta union va seguida del plegamiento de la estructura molecular formando
la triple hélice. El procoldgeno, formado en su fase final, sale del reticulo
endopldsmico y accede al complejo de Golgi donde es almacenado en las
vesiculas para que éstas fusionen su membrana con la membrana celular y se
produzca la secrecion del procoldgeno al exterior por exocitosis con la
pérdida de extensiones terminales no plegadas de los grupos amino y
carboxilo por peptidasas y obtencién del tropocoldgeno -Nimni y Harkness 1988-
figura 3-.

Un terminal carboxy del tropocoldgeno puede tener una funcién de
reconocimiento para ensamblarse a otras moléculas y formar polimeros para
la organizacién de los haces de fibrillas. Estas se unirdn para dar origen a
fibras de varios pm de didmetro. Las fibrillas estdn reforzadas con enlaces
cruzados en la molécula y entre diferentes moléculas en residuos de lisina.

Al microscopio electrénico se observa una secuencia de bandas por la
distribucion escalonada de las moléculas de tropocoldgeno. De este modo se
formardn agregados macromoleculares a los que podrdn también unirse
otras macromoléculas -glicosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos- que
forman parte de la sustancia fundamental extracelular y se sitdan también
en los espacios interfibrilares para interaccionar con el coldgeno.

Se ha observado que los distintos GAG -condroitin, dermatdn, hepardn
sulfato ...- facilitan el proceso de formacidn de las fibras coldgenas en la
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fase inicial de fibrilogénesis y su control en la fase de crecimiento fibrilar -
Veis y Payne 1988, Nimni y Harkness 1988, También se ha comprobado /n vitro que
participan en la estabilidad de su estructura helicoidal.

INT
RER
NUCLEO
transcripcién , traduccién —p hidroxilacién y —p formacién de triple
preprocoldgeno preprocoldgeno  glicosilacion hélice procoldgeno
c6
secrecidn exterior
EXT
ensamblaje de tropocoldgenoy «— Segmentacidn propéptidos ~ €———
formacién de la fibrilla para formacién tropocoldgeno

-figura 3: Sintesis y secrecién del coldgeno. INT: interior celular. EXT: exterior celular. RER:
reticulo endopldsmico rugoso, CG: complejo de Golgi. Modificado de Gartner y Hiatt 1997-

El metabolismo del coldgeno puede estar alterado por distintos factores
capaces de modificar su actividad de una forma directa o indirecta. Estos
factores observados en cultivos modulan la presencia del coldgeno y se
pueden citar: linfocitos T estimulados por antigenos, monocitos estimulados
por fitohemaglutinina, citocinas,..Los glucocorticoides inhibirian tfambién su
produccién por inhibicién de la actividad de la prolil-hidroxilasa y de la
expresién del mRNA-procoldgeno. La vitamina A inhibe los efectos de los
corticoides en su accidn sobre las proteinas, el coldgeno y el DNA.

La degradacién incluye procesos por diferentes vias en las que también
participa el fibroblasto de forma activa: intracelular y extracelular -figura 4-:
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1.Intracelular—. Consiste en la fagocitosis como mecanismo fisioldgico. En
situacion patoldgica disminuye su accion. En esta funcién estdn
implicadas otras células con los fibroblastos. Intervienen proteinasas
y citocinas que modulan la accion: el factor de crecimiento
transformador B (TGFB) aumenta la fagocitosis, en cambio la
interleucina 1B (IL-1B) la disminuye -Van der Zee y cols.1997-.

2.Extracelular—. Es la habitual en condiciones patolégicas. Mediante la
colagenasa -metaloproteinasa colagenolitica de la matriz tipo 1 (MMP-
1)- y productos microbianos que estimulan las citocinas. MMP-1 estd
controlada en su accion a 3 niveles: -produccion, -activacién, -
inhibicion. Previa a la fagocitosis puede existir una primera
degradacién extracelular y posteriormente la endocitosis. Las
citocinas también intervendrian en esta via. -Van der Zee y cols.1997-.

MATRIZ EXTRACELULAR

sintesis
secrecidn

| l proteasas naturales
FIBROBLASTO COLAGENO  productos microbianos |

|
T || » digestion extracelular
fagocitosis colagenasa «— colagenasa inactiva
T W Y, T
~
degradacién procolagenasa

-figura 4: Sintesis y degradacién del coldgeno. Esquema original-

Los enzimas colagenoliticas tienen algunas propiedades en comin: actuar a
pH neutro de forma déptima, no se almacenan en el interior celular, se
secretan de forma inactiva o latente o bien unidas a inhibidores que se
desprenden para quedar el enzima activo y con menor peso molecular.
Presentan un nicleo metdlico de zinc y son inhibidas por agentes quelantes
como EDTA, cisterna con recambio del zinc por otros metales divalentes.
Algunas colagenasas latentes son activadas por agentes no proteoliticos.

175



DISENO DEL ESTUDIO

Las células que sintetizan colagenasas suelen estar influidas por el ambiente
en el que viven, influidas por células residentes del mismo tejido conectivo
como células migratorias acumuladas por procesos de inflamacion o
traumatismos o por productos secretados por ellas.

Los fragmentos obtenidos por la lisis del coldgeno -TCA y TCB- son
eliminados por la orina y en condiciones patoldgicas de tipo endocrino o
etapas fisioldgicas especificas pueden aparecer niveles elevados de
hidroxiprolina -Nimni y Harkness 1988-.

El resultado de ambos procesos -sintesis y degradacion-, por la influencia
de distintos factores, condiciona la variabilidad del depdsito -ver 4.4 Patogenia-.
En condiciones fisiolégicas ambos procesos antagdnicos tienen una duracion
parecida de alrededor de unos 30 minutos -Berkovitz y cols.1977-.

4-Colagenasa: La principal metaloproteinasa

En la degradacion del coldgeno se conocen al menos 2 metaloproteinasas
tisulares distintas a la colagenasa que tienen una funcidn importante en la
degradacién de la matriz: las gelatinasas, sinérgicas a las colagenasas, que
actdan sobre sustratos solubles, y las proteoglicanasas que facilitan la
degradacién del coldgeno por remocién de proteoglicanos protectores. Ante
esta diversidad de enzimas colagenoliticas, no todos los efectos de
degradacidn del coldgeno dependen de las colagenasas intersticiales.

Es una enzima cationica, de la que se distinguen la cldsica o intersticial, que

degrada el coldgeno I, IT y IIT, y la colagenasa especifica que actla sobre
coldgenos genéticamente distintos: IV, V.

4 1-Estimuladores de la produccién de colagenasa

Los mediadores fisioldgicos mds relevantes de produccién son las citocinas,
con especial protagonismo la interleucina 1p (IL1) en su expresién por los
fibroblastos. También se pueden citar la prostaglandina E, (PGEz) y el
lipopolisacdrido (LPS) bacteriano. Existen también agentes quimicos en su
produccién: ésteres de forbol -acetato de forbol miristate (PMA)-. Estos
tienen una funcién de activacion de la fosfocinasa C e imitan a diacilglicerol.
PMA también podria estimular a los fibroblastos para esta secrecion. Otros
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estimuladores serian también la cytocalasina B y la colchicina -stricklin y Hibbs
1988-.

4.2-Inhibidores de la biosintesis de colagenasa

Glucocorticoides: La hidrocortisona y la dexametasona inhiben la expresion
de la colagenasa a unas concentraciones fisioldgicas -107M- en fibroblastos,
macréfagos y en cultivos de érganos. El mecanismo seria a través del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular o a través de un inhibidor
de la fosfodiesterasa. A diferencia de otras hormonas, los glucocorticoides
con el AMPc actdan de forma universal sin ser 6rgano-especifico.

Fenitoina: No inhibe la actividad de la colagenasa de forma directa. Se
utilizé para tratar una enfermedad que se caracterizaba por una
sobreproduccion de una colagenasa alterada -epidermolisis distréfica
bullosa- por fibroblastos de la dermis. Se producia también como resultado
de su mecanismo de accion una ausencia de fibrillas de anclaje y de
antigenos para algunos anticuerpos monoclonales.

Retinoides y derivados: Inhibidores de la expresion de la colagenasa -stricklin
y Hibbs 1988-.

4 3-Modulacion extracelular de la actividad de la colagenasa

Esta actividad estd incrementada por el aumento en la concentracién de los
leucocitos neutréfilos y macréfagos y también por la accion de ILIp.
Posteriormente la fagocitosis y la digestion lisosomal del coldgeno se
producen por una previa desintegracion que provoca esta actividad de la
colagenasa.

Se pueden citar como posibles factores: 1--control de la union de la
proteinasa al substrato, 2--presencia de la proteinasa en forma latente, 3--
intervencion de moléculas inhibitorias especificas.

1. Secuestro de la colagenasa en la matriz extracelular.

Mediante macromoléculas de la matriz que previenen su union al
coldgeno. Los GAG pueden favorecer la afinidad del enzima
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-zymégeno o formas activas- por polisacdridos sulfatados -heparina-.
No parece que sea ésta la via para la colagenasa procedente de
fibroblastos humanos.

Activacion de colagenasas latentes.

La mayoria de las colagenasas son secretadas como auténticos
zymdgenos. Se conocen enzimas proteoliticos que activan las
procolagenasas: -tripsina, -plasmindgeno activador y plasmina, -
calicreina plasmdtica, -catepsina B, -enddgeno-metalo-proteasas y
serin-proteasas. Podria suceder una progresion enzimdtica en forma
de cascada para la iniciacion de esta colagenolisis. En el principio de
esta sucesién enzimdtica estaria un proactivador, necesario para la
expresion de la actividad colagenolitica.

La procolagenasa seria una colagenasa latente que es purificada por
métodos fisicos para ser totalmente activa. Por una tripsinizacion se
obtendrian moléculas mds pequefias pero también activas. Los
compuestos drganomercuriales serian activadores eficaces de
colagenasa latente.

. Inhibidores fisioldgicos de la colagenasa.

Aparte de los citados anteriormente, se distinguen distintos grupos
de inhibidores: -a; macroglobulina: Su accién se limita a la matriz del
tejido conectivo excepto en situaciones de trauma o de inflamacion; -
proteinas catidnicas; -inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMP): Glicoproteinas muy ubicuas expresadas en muchas lineas
celulares en concreto en fibroblastos humanos, macrdfagos y
plaquetas. In vitro ni la densidad celular ni el pH del medio afectan su
produccién.

5-TGFP, factor de crecimiento transformador p

El factor de crecimiento transformador (TGF) es una proteina que permite
la distincion de 2 tipos: a y p. El primero estd relacionado quimicamente con
el factor de crecimiento epidermoide (EGF) por lo que presentan acciones
bioldgicas en comin y se unen al mismo receptor. Son capaces de estimular a
las células epiteliales, liberar iones calcio del hueso con inhibicién de la
actividad osteobldstica y facilitar la angiogénesis.
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TGFRB participa como inductor de procesos de reparacion y regeneracion de
la matriz extracelular al estimular la sintesis de proteinas -fibronectina,
coldgeno y proteoglicanos- -Varga y cols.1987, Cochran y cols.1989- a través de la
regulacion de la expresion de colagenasa -sintesis y liberacion- y de los
inhibidores de la colagenasa -Varga y cols.1987, Narayanan y cols.1989, Kdhdri y cols.1991,
Tipton y Dabbous 1998- y de receptores celulares para proteinas de la matriz -
integrinas-. Las plaquetas lo liberan con altas concentraciones en los puntos
tisulares donde se necesita el proceso de reparacion -fibréticos vy
angiogénicos- en la curacion de traumatismos. En el sistema inmunitario
favorece la sintesis de anticuerpos IgA por induccidn sobre los linfocitos B.
Es secretado por linfocitos T cuando son estimulados por antigenos y
fagocitos mononucleares activados por LPS. Aumenta la proliferacién de
fibroblastos y su migracién quimiotdctica -Postlethwaite y cols.1987- con el
desarrollo de fibrosis en muchos érganos de la economia en diversos
procesos patoldgicos -Border y Noble 1994-.

Su interés para la investigaciéon en este estudio estd en que los tres
fdrmacos inductores aumentarian la expresion de TGFp y estimularian su
sintesis directamente y a través de células intermediarias -Saito y cols.1996,
James y cols.1998, Cotrim y cols.2002, O'Hara y cols.2002-. Participa en la modulacién
fenotipica de los fibroblastos, en la inmunosupresion y controla las
interacciones en la matriz extracelular.

Se ha comprobado que el agrandamiento gingival inducido por fdrmacos y la
fibromatosis gingival hereditaria presentan un aumento significativo en la
expresion de TGFP; con diferencias con otras isoformas asi como
alteraciones en la proporcion de sus receptores al comparar con tejido
gingival sano -Wright y cols.2001-. También se observaron niveles elevados en
flujo gingival crevicular de pacientes transplantados bajo tratamiento con
ciclosporina por lo que su presencia se consideraria de alto riesgo para el
desarrollo de AG -Ellis y cols.2004b, Wright y cols.2004-.

De TGFp deriva la serie de Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP)
implicadas en la regeneracién désea por sus propiedades osteoinductivas.
Mediante técnicas de clonado se han podido obtener distintos tipos -entre
ellas la BMP-recombinante- para el estudio e investigacion en la promocién y
crecimiento de la matriz dsea.
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ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

E-MATERIAL Y METODOS
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El estudio de los fibroblastos se efectuard a partir de una muestra de
encia con aislamiento en unas condiciones determinadas:

-para el estudio histopatoldgico el espécimen se fijard para la
conservacion de todas las caracteristicas estructurales de las células y del
estroma tisular.

-para investigar su comportamiento fisiopatoldgico y los procesos
bioquimicos que se producen o bien observar los efectos que inducen
determinados fdrmacos o compuestos sobre células especificas, es preciso
tratar la muestra y mantener las células, “vivas”, en cultivo -Butler 199-.

1-Procesamiento de muestras de encia humana para el estudio histoldgico

Las muestras se obtuvieron de 2 pacientes en el servicio de Periodoncia de
la Clinica Odontolégica Universitaria de Bellvitge (Barcelona). La primera
correspondia a encia de mujer sin AG, que se sometio a unha cirugia
periodontal, por indicacién quirlrgica de reduccién de bolsas, sin recibir
terapéutica farmacoldgica. La muestra que presentaba AG procedia de un
paciente transplantado de rifién que estaba tratado con ciclosporina desde
hacia 2 afios a una dosis de 125mg/12h.

Se procedié primero a obervar las caracteristicas histopatoldgicas de la
muestra de AG por ciclosporina al compararla con la de encia sana o en su
defecto con algin grado de inflamacién -muestra de encia sin tratamiento
farmacoldgico previo conocido ni AG-y comprobar alguna semejanza con el
patrén patoldgico de AG descrito en la literatura.

1.1-Fijacidon, deshidratacion, inclusion

El estudio y tratamiento de las muestras para la tesis se realizé en el
laboratorio de Biologia Celular del Campus Universitario de Bellvitge
(Barcelona). Estas muestras se fijaron” en formaldehido al 4% durante 24
horas.

7 Fijacién: inmoviliza las células y la matriz extracelular en un aspecto y similar al estado vivo. Se
realizé inmediatamente a la extirpacién de la encia y en el laboratorio se puso en el agitador.
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Pasadas 24h se lavaron con abundante agua y se procedié a la
deshidratacién:

Alcohol 70° 10h®..Alcohol 96° 3h -con 3 cambios-...Alcohol absoluto
3h -con 3 cambios-.. Xilol 1h

Se incluyeron las muestras en un bafio de parafina (56-58°C) unas 10h . La
inclusién en parafina hace que su impregnacion en todas las estructuras
morfoldgicas sea muy intensa, y al ser solidificable permite la particién en
secciones delgadas. La penetracidn es eficaz en estado liquido -funde entre
50 y 56°C- y cuando se realiza de forma progresiva. Por este motivo la
impregnacion es al calor en una estufa con temperatura regular para que la
penetracion de la parafina sea homogénea. Al no ser soluble en agua, es
importante la deshidratacidn previa que se ha realizado -Nezelof y cols.1975-.

1.2-Conformacidn del blogue y obtencion de secciones

Con el dispensador de parafina se rellena el molde que acoge la muestra
pasada desde la cassette utilizando ésta de tapa. La parafina liquida
atraviesa el ranurado de la cassette y cubre la muestra. En pocos minutos
ya solidifica y queda conformado el bloque -figura 1-.

-figura 1: En la parte superior aparecen las cassettes con los bloques de parafina
conteniendo las muestras. En la parte inferior se observan las secciones de las muestrc
obtenidas mediante el microtomo -

¥ El alcohol permite una deshidratacién y conservacién de la muestra. Se ha utilizado el etilico. Se
aplica de forma escalonada de menor a mayor concentracién y se elimina el antiguo por decantacién.
Realizado el cambio, de nuevo se pone la muestra en el agitador.
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La solidificacion es mds homogénea si es rdpida y se consigue un
enfriamiento a temperatura de congelacidn. Este bloque se talla en forma
de poliedro y se marca para distinguir las muestras.

Preparados los bloques de las muestras, se guardan en el congelador hasta
el momento de ser cortados mediante el microtomo. Las secciones serdn de
3-5 pym y ya se procederd a su montaje en los portaobjetos.

1.3-Montaje de los cortes y tincion con hematoxilina-eosina

Los cortes se extienden en un bafio de agua a 30°C que tiene gelatina para
el montaje con adherencia sobre la superficie del portaobjetos ya que
recién separados de la tira son irregulares y estdn plisados; por eso
conviene aplanarlos. Finalmente se seca la preparacién con escurrido y
desecado.

El dltimo paso es la coloracidn de las preparaciones con hematoxilina-eosina:

Se desparafinan los cortes sumergiéndolos en un bafio de xilol durante 10
min y se rehidratan con alcoholes en un proceso de graduacién decreciente
cubriendo el porta primero con alcohol absoluto y después de 95° y 70°, 1
min para cada alcohol. Se lava con agua destilada y se cubre la preparacién
con hematoxilina® durante 2 minutos y se lava de nuevo para eliminar los
restos del colorante. Si hay exceso de tincidn, se elimina de forma selectiva
con una mezcla de alcohol-dcido clorhidrico durante pocos segundos™ y se
vuelve a lavar durante 5 minutos. Ahora se cubre la preparacién con eosina
en un tiempo aproximado de 4 minutos y se lava rdpidamente.

Ya se procede a deshidratar la preparacién porque el medio de montaje

° Hematoxilina: Colorante bdsico, con afinidad para la tincién de moléculas cargadas negativamente y
revela la distribucién de los dcidos nucleicos y proteinas dcidas. Coloracién azul.

1 La mezcla alcohol-HCI sirve para diferenciar las estructuras dcidas. Con 4 segundos es suficiente
para que se elimine la hematoxilina de los orgdnulos no tan dcidos como el nicleo -lisosomas,

mitocondrias..- si se dejara mds tiempo también se perderia la tincién nuclear.

" Eosina: Colorante dcido, con afinidad para las estructuras citoplasmdticas -acidéfilas o eosinéfilas-.
Coloracién rosada, anaranjada.
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DPX™- es una resina sintética no hidrosoluble y se hace como antes -
alcoholes en orden creciente de concentracién: 70°, 95° y absoluto -2
veces-, 1 minuto para cada uno-. Finalmente se cubre con xilol 1 minuto
porque el medio de montaje necesita de un disolvente miscible.

A continuacién se procede al montaje poniendo una gota de DPX sobre la

preparacion y encima se pone el cubre con un poco de presién para eliminar
las burbujas de aire y se deja secar -Nezelof y cols.1975-~figura 1-.

2-Procedimiento de cultivos celulares

Las condiciones de los cultivos celulares dependen de los medios de cultivo
ricos en nutrientes, factores de crecimiento y proteinas con
quimioterdpicos para evitar el crecimiento y desarrollo de otras formas de
vida. Se necesitan unas condiciones de temperatura -37°C-y de CO; -5%-
en el incubador para el crecimiento del cultivo a un pH determinado de 7,4
que se mantiene por el sistema amortiguador Bicarbonato-CO;. El CO; se
suministra desde una bombona contigua y con un grado de humedad alto en
el interior del incubador que permite el control de la evaporacion en los
recipientes de los cultivos.

En el curso del crecimiento y desarrollo celular se produce la replicacién
con la ocupacién progresiva de la placa por adherencia en el fondo y el
medio se va empobreciendo por consumo de sus componentes y por los
productos de excrecién celulares. Estos procesos requieren el lavado y
reposicién del medio y un pase® del cultivo en otro recipiente mds
adecuado. De este modo se consigue cultivar una linea celular formada por
células independientes y separadas de un tejido, con identidad genética
aunque exista una ligera variacion, pero la reproducibilidad celular con sus
caracteristicas principales se mantiene normalmente durante varias
generaciones.

Segln el nimero de células obtenido existe la posibilidad de congelar -ver
2.4-Proceso de congelacién- algunas células antes de la muerte natural de la linea o

12 DPX: Medio de montaje entre el corte y el cubreobjetos. Es transparente con el mismo indice de
refraccién que el vidrio, asegura la adherencia del cubre al porta y la conservacion de la
preparacién.

B3 Pase: Desadherencia con tripsina de las células del fondo para cambiarlas a otra placa. Es un
recambio del medio de cultivo y de los fibroblastos.
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su degeneracion después de un nimero determinado de pases.

Este proceso de manipulacién y tratamiento de los cultivos celulares
requiere un trabajo en condiciones asépticas para evitar la contaminacién
cuyo origen mds frecuente procede del personal que trabaja: manos,
cabello, aliento... Las medidas a adoptar estdn consideradas en unos hdbitos,
métodos barrera, utilizacion de instrumentos estériles y de un solo uso,
medios de cultivo, productos libres de contaminantes y tests de
mycoplasmas.

Los recipientes y envases de cultivos son de un material pldstico -
poliestiren-sulfonatado- que permite la adherencia y el crecimiento celular.
Se distinguen los flascones -frascos o placas de cultivo- para tratamiento
de sub-cultivos, con diferentes tamafios y clasificados por la superficie:
25-75-150-175 cm®. Las micropipetas como instrumentos dispensadores de
liquidos a cantidades exactas también de volimenes diversos con uno o
multiples terminales de dispensacion, los tubos -falcon®- permiten el
trabajo del recambio de liquidos y medio con capacidades distintas, viales y
eppendorfs .

La manipulacién y el trabajo con cultivos se desarrolla, con el cumplimiento
de los requisitos universales mencionados, en el interior de una campana de
flujo laminar o de seguridad bioldgica.

Esta cabina dispone de un flujo continuo de aire vertical filtrado que
permite el trabajo horizontal en unas condiciones de esterilidad. Este aire
circula en una drea de trabajo estéril y un 70-80% recircula para mantener
una manipulacion estéril y proteger al operador. Segln su capacidad de
proteccion frente a agentes téxicos o infecciosos tiene un grado de
seguridad bioldgica catalogada. Las de mayor uso son las que proporcionan
una proteccién moderada y es de este nivel la que se ha utilizado en la tesis
-cabina de flujo laminar de clase II-.
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2.1-Cultivo primario de fibroblastos procedentes de encia humana

Previamente se cultivaron 2 lineas celulares de origen distinto: NIH3T3 de
ratén y fibroblastos de encia humana procedentes de banco celular -ref.
CRL-2014 ATCC-. La justificacion de estos cultivos celulares estuvo en
realizar viabilidades celulares y comparar los resultados obtenidos con los
correspondientes a los cultivos primarios de encias humanas. Por tanto el
procedimiento que se explica a continuacion es el correspondiente al nicleo
del trabajo experimental y con él se verifican las comparaciones con todas
las lineas celulares cultivadas.

Una parte de las muestras de tejido correspondientes a la encia sana y a la
encia agrandada (AG) de los 2 pacientes se fragmentaron en explantes para
la realizacion de cultivos primarios de fibroblastos y estudiar los efectos
del tratamiento inductor farmacoldgico. Con el cultivo de los explantes se
observa el comportamiento celular en su crecimiento y desarrollo de forma
comparativa entre la linea celular que deriva del AG y la de la encia sana.

Al tomar las muestras se ponen en PBS' 1x para lavarlas. Se cortan en
explantes de Imm de didmetro (&) aproximadamente y se ponen en una placa
100" donde previamente se ha puesto medio de cultivo compuesto por:

"Medio Esencial Minimo Dulbecco” (DMEM)-ref.01-055-1A Biological
Industries-,

e 10% Suero Fetal Bovino (SFB)-ref. F7524 Sigma-,

e 4 mM L-Glutamina -ref. 03-020-1B Biological Industries (BI)-,

e 100u/ml penicilina estreptomicina-ref.03-031-1BBI-,

e 2,5ng/ml amfotericina B -ref. 03-029-1C BI-,

e 50ng/ml gentamicina -ref. 03-035-1C BI-.

Este volumen ha de ser pequefio (3-4 ml) para evitar que desde el principio
los explantes puedan flotar, pero al mismo tiempo los ha de mantener
cubiertos -figura 2-.

En las primeras horas los explantes cubiertos por el medio de crecimiento
se van adhiriendo al fondo de la placa y se inicia la migracion de las células
epiteliales en direccidn centrifuga. Durante este proceso, las placas

 Tampén o buffer fosfato
12100 mm @
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-figura 2: Los explantes sumergidos en medio de
cultivo, en una placa p100-

permanecen en el incubador -a 37 °C y 5% de CO;- y el medio se cambia
cada 2 dias debido al empobrecimiento por el consumo de los principios
vitales y la presencia de los productos de secrecién celular. Posteriormente
a las células epiteliales, se observa la migracion de fibroblastos en dias
sucesivos -entre el 4° y 5° dia- que se separan y se distribuyen también de
forma centrifuga a otros puntos mds alejados del explante. Se adhieren
progresivamente en el fondo de la placa con proliferacion y desarrollo hasta
la confluencia entre ellos con una distribucion en monocapa. El estimulo de
crecimiento y diferenciacién se produce gracias a su relacién con otras
células vecinas que cesa con la saturacion de la monocapa -inhibicién por
contacto- cuando se llega a maxima confluencia -ver figura 3 en F-Resultados-.

Mientras los fibroblastos proliferan, se sigue el recambio del medio de

cultivo y cuando el fondo de la placa ya estd cubierto de fibroblastos se
procede a un subcultivo.

2.2-Subcultivo de células

Cuando el cultivo celular estd confluente se procede al subcultivo de las
células. Se aspira el medio de cultivo y se hacen 2 lavados seguidos con PBS
1x. Ahora se afiaden 2 ml de tripsina-EDTA 0,25%/0,02%-ref. 03-050-1A
BI y se incuba la placa durante 3-5 minutos a 37 °C hasta observar que las
células se desprenden del fondo -tripsinizacion-. La tripsina actia en un
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tiempo corto -unos 30 sg-.

Para inactivar la tripsina seguidamente, se afiade como minimo el mismo
volumen de medio de cultivo cuyo suero fetal bovino (SFB) es el que la
inhibe. Se recoge toda la solucién en un tubo y se centrifuga a 476
durante 5 minutos. Después del centrifugado se elimina el sobrenadante y
el pellet -depdsito- de células se resuspende en medio fresco y se reparte
en 2 placas.

Si los fibroblastos llegan de nuevo a confluir se realizard otro subcultivo.

2.3-Contaje celular

Se toma una gota de 10 pl con una micropipeta de la solucion del tubo con
los fibroblastos desadheridos por la accion de la tripsina, antes de
centrifugarlo, y se pone en una cdmara de Neubawer -figura 3-. Esta dispone
de 4 cuadrados de 1mm de lado, cada uno dividido en 16 cuadrados mds
pequefios. Por encima y tapando la gota de la solucién, se coloca un
cubreobjetos que permite un espacio de altura O0,Imm, de modo que el
volumen de liquido que se aloja en cada cuadrado es de 1x1x0,1mm* -0 10
cm® que aproximadamente es 10*ml-. Por consiguiente la concentracién de
células por ml serd el nimero de células contadas en cada cuadrado y
multiplicado por 10, o expresado en la férmula el ndmero total de células:

n° cel.
n° cuadrados

x 10* x volumen total

2.4-Proceso de congelacion de células

Se parte de una confluencia del 70-80%. Las células desadheridas del
frasco y que no van a "pasar” a un subcultivo se congelardn para reserva. Se
procede al recuento de células.

1476=500rpm
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-figura 3A: Detalle de la figura 3B, -figura 3B: Los 4 cuadrados de
se observa aumentada una parte del 1mm de lado en los que se puede
cuadrado superior realizar la lectura para el
izquierdo- contaje celular-

Después de la centrifugacidn se aspira el sobrenadante y queda el pellet. A
éste le afiadimos una solucién formada por SFB -aporta factores de
crecimiento- al 90% y Dimetilo Sulféxido (DMSO)" al 10% y se resuspende
todo en el tubo. El volumen en el que resuspendemos es el necesario para
tener 1x10° células en 1ml. En cada vial se pone 1ml. Estos se sitdan en un
contenedor de viales donde en su base hay previamente isopropanol para
que la congelacion se produzca lentamente -disminucién de 1°C/1 min- y ya
se lleva al congelador a -80°C.

2.5-Descongelacidén de la linea celular

Se toma el vial de células del congelador y para cambiar su temperatura a
una de 37°C se pasa primero por una intermedia en frio. En un tubo de 15 ml
se ponen unos 5ml del medio de cultivo caliente y se afiade el volumen del

17 Es un crioprotector. Permite la conservacién de las células aunque es téxico a temperatura
ambiente.
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vial una vez descongelado para que se mezclen los 2 liquidos y se diluya
enseguida el DMSO y se centrifuga el tfubo a 476 durante 5 minutos. Se
elimina el sobrenadante sin apurar el depésito de células y éste se
resuspende con medio nuevo -5 ml a 37°C®-. Se pone en una p60 y se
espera 24h para que las células se adhieran y se renueve el medio de cultivo
de forma asidua -cuando se vea que estda empobrecido a los 2 o 3 dias-.

2.6-Determinacion de la viabilidad celular sometida a la induccidon
farmacoldgica

Con la obtencidn de un ndmero suficiente de fibroblastos de ambas lineas
celulares -tejido sano y AG- de encia humana, se estudia el efecto de los 3
fdrmacos sobre la viabilidad celular para saber si su accién produce algin
cambio proliferativo en las poblaciones celulares que justifique la patogenia
del AGIF por hiper‘plasia fibroblastica -ver C-Hipétesis de trabajo y Objetivos-.

Se utiliza el método del MTT™ -Mosmann 1983- -figura 4- que cuantifica por
colorimetria la viabilidad celular durante el proceso de proliferacion
celular, fase en la que el metabolismo es mds activo.

En una placa de 96 pocillos se ponen 10° células en 100l de medio de cultivo
por pocillo, procedentes de placas de cultivo p100, y se incuba 24 h a 37°C
y 5% de CO.. En los pocillos exteriores de todo el perimetro de la placa se
pone medio sin células ya que en los extremos de la placa siempre se corre
el riesgo de que el medio se evapore, secdndose por consiguiente las células
~filas Ay Hy columnas 1y 12-. En las columnas de los controles -2 y 11- se
pone medio de cultivo con células pero sin tratamiento.

A las 24 h se considera que en cada pozo hay 2x10° fibroblastos. Se cambia
el medio de cada pocillo y se ponen los farmacos a diferentes dosis -total 8
y crecientes, en 2 rangos distintos- desde la columna 3 a la 10. Se pueden
realizar 2 viabilidades por placa: una en las filas B-D y otra en las filas E-G.
Cada viabilidad permite tfres réplicas por condicion -figura 4-. Los
fibroblastos son sometidos a esas dosis de fdrmacos durante 24h y a las
condiciones habituales -37°C y 5% de CO»-.

18 Con este procedimiento ya se ha eliminado todo el DMSO
9 Sal MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-dyphenyltetrazodium, bromide: sal de tetrazolium
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Las dosis aplicadas de los fdrmacos son las mds utilizadas en la mayoria de
investigaciones consultadas.

TO TMgoTO ®© >

i Medio sin células
. Medio con células y sin tratamiento
: Medio con células y con tratamiento 1 -rango nM- a dosis crecientes

: Medio con células y con tratamiento 2 -rango pM- a dosis crecientes

-figura 4: Esquema de una placa de 96 pocillos micro titter para el ensayo del MTT-

Las fuentes celulares son las procedentes de ratén NIH3T3, las de banco
celular y las de cultivos primarios de fibroblastos de encia humana: sana y
AG. En todos los estudios de viabilidad se toman grupos de células que no
reciben tratamiento farmacoldgico y que actdan como controles -tabla XIX- -

Comparar con figura 4-:

Pasado este tiempo se ponen 10ul de MTT y se deja en el incubador durante
4 h para conseguir la reaccién en todas aquellas células que estdn vivas. El
MTT se reduce por NADH de la cadena respiratoria (sistema de la
succinato-tetrazolium reductasa) y por tanto es activo sélo en células
viables®. Se obtiene formazdn que cristaliza de forma insoluble en agua con
cristales de color lila, pero si son solubles en DMSO que se pone en los
pocillos -1004l en cada pocillo- una vez que se retira el medio®.

% La reduccién de MTT no se considera dnicamente como un proceso mitocondrial, también se
produce una reduccién citoplasmdtica en la que interviene el nucleétido piridina y los cofactores
NADH- NADPH.

21 DMSO o el isopropanol diluyen los cristales de formazdn y tifien la solucién que se podrd leer. Se
produce la muerte de estas células.
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Finalmente se lee la absorbancia a 550 nm en un lector de placas ELISA. El
color es estable durante 1 h. La viabilidad celular se expresa en forma de
porcentaje: n° cels. viables/n° cels.poblacién. El valor de 100% de viabilidad
corresponde a la absorbancia de las células control y es proporcional al
ndmero de células metabdlicamente activas.

Fenitoina (PHT)

columnas 3 4 5 6 7 8 9 10
rango nM 1 5 10 15 20 25 30 35

19 viabilidad y por triplicado (filas B-D)

columnas 3 4 5 6 7 8 9 10
rango UM 1 5 10 15 20 25 30 35

2° viabilidad y por triplicado (filas E-G)

Nifedipina (Nf)

columnas 3 4 5 6 7 8 9 10
rangonM | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80

19 viabilidad y por triplicado (filas B-D)

columnas 3 4 5 6 7 8 9 10
rangopM |01 | 0,3 |06 |1 3 6 10 |13

2? viabilidad y por triplicado (Filas E-G)

Ciclosporina (Cs)

columnas 3 4 5 6 7 8 9 10
ng/ml 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700

1 viabilidad y por triplicado

-tabla XIX: Dosis de los fdarmacos inductores con las que se realiza el estudio de viabilidad-
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2.7-Técnica de extraccion de proteinas

Se preparan unas placas con medio y se siembran fibroblastos: 4 placas
para fenitoina y nifedipina, y 2 para ciclosporina. Para los 2 primeros se
distinguen 2 rangos de medida distintos -1 para 2 placas-. En cada placa se
ponen: 10° células/20ml. Pasadas 24h se cambia el medio de cultivo por
medio nuevo sin SFB?® y se afiaden los fdrmacos -tabla Xx-.

p hM p UM P
control

1 2% |1 22

PHT| 15 | 35 | 15 | 35 -

Nf | 40 | 80 1 13 -

Cs 1% p: 300ng/ml -
2% p: 700ng/ml

-tabla XX: Dosis de los fdarmacos para cada placa. Son las
mismas que se han utilizado para todo el experimento
desde las viabilidades-

A las 72h -tiempo de tratamiento- se pasa el medio de cultivo de cada placa
junto con las células -se desenganchan con un rascador- a un tfubo de 50 ml.
Se centrifugan los tubos a 2706%® durante 5 min y se hacen un par de
lavados del pellet -poso- de células con PBS 1x. Finalmente se afiade el
tampdn de lisis -tabla XXI-.

85 mM Tris pH 6,8
2% SDS
100uM PMSF
0,3 pyM Aprotinina
1 uM Leupeptina

-tabla XXI: Composicién del tampdn de
lisis, se asocia un detergente con
inhibidores de proteasas-

22 Interesa que no influyan factores de crecimiento ni otras moléculas, sélo los fdrmacos inductores.
23 2706= 1200rpm
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El depdsito de células se disgrega con el fampdn de lisis y se incuba 15 min
en hielo. Seguidamente se centrifuga 10min a 100006°* a 4°C y se pasa el
sobrenadante -proteinas totales- a un vial nuevo. Se calientan las muestras
10min a 93°C y se guardan a -20°C.

3-Electroforesis

Mediante la electroforesis se consigue la separacion de las proteinas segtn
su peso molecular -1 dimensién- segin la técnica SDS-PAGE®. Segin la
concentracién del gel de acrilamida varia el famafio de los espacios y por
consiguiente la permeabilidad al paso de las proteinas: la concentracién mads
frecuente que se utiliza oscila entre 5-12%. En este protocolo se utiliza el
15% porque la proteina que se estudia es de bajo peso molecular -- siempre
en condiciones reductoras. Todas las proteinas se cargan negativamente por
accion del SDS -detergente anidnico- que estira las proteinas y que forma
parte del tampon de carga desnaturalizante; las mds pequeiias reciben
menos carga a diferencia de las mayores. Para producir el movimiento de las
proteinas se crea un campo eléctrico para el desplazamiento hacia el polo
positivo, siendo la movilidad proteica funcién lineal del logaritmo del peso
molecular de las proteinas. Hay una escala estdndar de peso molecular para
la localizacion de la proteina.

El gel de acrilamida se compone de:

o gel resolutivo -tampédn lower- de pH 8,8 zona de distribucion de
las proteinas después del desplazamiento -gel resolving-:

15% acrilamida

354 mM Tris HCl pH 8,8

0,1% SDS

0,05% TEMED?

0,05% persulfato aménico (PSA)?*’

Se sitla en la parte inferior. En cuanto estd polimerizado se afiade el
siguiente gel:

24 100006= 11500rpm

25 SDS-PAGE: sodium dodecy! sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis.
2 TEMED: Iniciador de la reaccién.

27 PSA: Catalizador de la reaccién.
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o gel empilador -tampdn upper- de pH 6,8 donde las proteinas se
preparan para el desplazamiento -gel stacking-:

3% acrilamida

0,08% bis-acrilamida

125 mM Tris-HCl pH 6,8
0,1% sbs

0,1% TEMED

0,15% persulfato aménico

Antes de cargar las muestras en el gel se tratan con tampdn de carga -tabla
XXII-. Se hierven las muestras 5 min a 95°C y se cargan en el gel. Se corre
el gel a 100V durante 1h 30min -después de haber solidificado el primer gel
y haber puesto el peine antes de solidificar el gel empilador-. El peine sirve
para marcar las vias de recorrido de las proteinas para cada dosis y se
corre la electroforesis.

Tris HCI 250 mM pH 6.8 0.6 g

SDS 8% 4g

Glicerol 40% 12g¢ l
Azul de bromofenol 0.05% 10 mg

BME (2mercapto-etanol) 2 ml

Hzo dd 25 ml

-tabla XXII: Composicién del tampdn de carga 4X para proteinas-

3.1-Transferencia de proteinas a una membrana de PVDF

Después de la electroforesis las proteinas son electrotransferidas
mediante la creacién de otro campo eléctrico a una membrana de PVDF -
Immovilon-P®, Millipore-, durante 30min a 20 voltios y 2h a 60v, a 4°C en
tampdn de transferencia 1X -tabla XXIII-:

25 mM Tris
192 mM glicina
0,02% Sbs
20% metanol

-tabla XXIII: Composicién del tampén de transferencia 1X-
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También a 20v toda la noche y a 60v 30min.
Realizada la transferencia se realizan 2 comprobaciones:

1- Misma cantidad de proteinas en todas las muestras: las membranas
se tifieron con Ponceau S durante Bmin -0,5% Ponceau S y 1% de
dcido acético- y se destifien con TBS-T -50mM Tris HCI pH 7,5, 150
mM NaCl y 0,1% Tween 20-.

2- Transferencia correcta, mediante la tincion de los geles con solucién
de Coomassie -0,25% azul de Coomassie 6-250, 45% metanol y 10%
dcido acético- durante 10min que después se destifieron con solucién
destefiidora -5% metanol y 7,5% dcido acético-.

A partir de este momento los geles ya no tienen ninguna funcién y en
cambio la membrana de transferencia va a permitir la identificacién de las
proteinas mediante los anticuerpos especificos -tabla XXIV- para las proteinas
de estudio.

Acs primarios:

Coldgeno a 1 tipo I: Ac policlonal hecho en cabra. La
dilucidn de trabajo es 1:100 en 5% LP/TBS-T (Santa
Cruz Biotechnology)

TGFp1: Ac policlonal hecho en cabra. La dilucion de
trabajo es 1:100 en 5% LP/TBS-T (Santa Cruz
Biotechnology)

Actina: Ac policlonal hecho en cabra. La dilucion de
trabajo es 1:100 en 5% LP/TBS-T (Santa cruz
Biotechnology)

Acs secundarios:

Rabbit anti-goat-HRP: dilucién de trabajo 1:1000 en
5% LP/TBS-T (DAKO)

-tabla XXIV: Acs utilizados en la membrana del Western-Blott. Para los Acs
secundarios se suelen emplear Acs obtenidos inoculando en la especie
productora Ig de la especie a detectar: Acs-antiespecie o fragmentos Fab,. En
ocasiones las proteinas A y G se utilizan como Acs secundarios, se obtienen de
la pared celular de las bacterias y se unen a la regién Fc de los Acs-
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3.2-Western Blot

Se procede al estudio de la expresién de estas proteinas que participan de
una forma importante en la patogenia del AGIF. Se elige el coldgeno para
observar los efectos de la induccion farmacoldgica a nivel de proteina.

Se realiza una extraccion proteica después del tratamiento de los
fibroblastos con distintas dosis de los 3 fdrmacos inductores para el
estudio de un Western-Blot utilizando Acs especificos para el coldgeno.
Esta técnica requiere Acs que se unirdn a las proteinas después de la
transferencia a la membrana. La membrana es previamente bloqueada®® con
5% de leche en polvo disuelta® en TBS-T (5%LP/TBS-T) durante lh a
temperatura ambiente y después se deja incubando con el Ac 1° diluido en
5%LP/TBS-T durante toda la noche a 4°C. Tras lavar la membrana 3 veces
con 5%LP/TBS-T, se incubé con el Ac 2° correspondiente conjugado con
peroxidasa (HRP)* y de mayor sensibilidad, diluido 1000 veces en
5%LP/TBS-T, durante 1h a temperatura ambiente. A continuacién se lavé la
membrana 3 veces con TBS-T y se reveld con ECL -tabla XXIV-.

4-Cuantificacion de la expresion del mRNA de coldgeno, TGFp vy
colagenasa mediante PCR a tiempo real (Rea/ Time-PCR)

Con la detecciéon del mRNA se observa la transcripcion génica para la
posterior traduccién en proteinas®. Mediante la PCR a tiempo real -RTPCR-
y utilizando primers especificos se detecta la presencia y cantidad de las
mRNAsas que participan de forma especifica en el desarrollo del AGIF:
TGF-p, coldgeno y colagenasa.

28 E| blogueo es necesario para evitar la unién no especifica a la membrana en la inmunodeteccién con
la aparicién de falsos positivos.

29 Leche desnatada al 5% en TBS, es econdmica y se deteriora con rapidez.

39 HRP: Peroxidasa de rdbano.

3! Se distinguen 2 RT-PCR: la primera permite una transcripcién inversa de tal modo que a partir de
RNA se obtenga DNA. Este DNA -cDNA- tiene la caracteristica de disponer en toda su secuencia
de informacion genética y no aparecen zonas sin informacién -"intrones”- a diferencia de lo que
ocurre en el DNA gendmico. La segunda, conocida como PCR cuantitativa -Real Time PCR-, tiene la
funcién de cuantificar el cDNA mediante la amplificacién de la primera copia para poder
detectarlo. Cada amplificacién coincide con un ciclo a una temperatura determinada. La deteccién
se realiza por fluorescencia, de tal modo que cuantos mds ciclos mayor serd la fluorescencia y en
consecuencia mds exactitud en la cuantificacién. Aproximadamente hasta el ciclo n® 20 no se llega
a valorar con precisién la cantidad.
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Los elementos necesarios para la transcripcion inversa y la amplificacién del
cDNA son DNA polimerasas y primers especificos.

4.1-Preparacion de las placas

Se preparan 11 placas de 150 mm de didmetro con 500.000 células/20 ml
para realizar diferentes tratamientos a las células para su posterior
andlisis por RT-PCR. A las 24 horas se retira el medio de cultivo y se afiade
medio sin SFB. Se ponen diferentes condiciones de estudio en cada placa
durante 72 horas -tabla XXV-:

placas

1. sininduccién

2. PHT 15nM
3. PHT 35nM
4, PHT 15uM
5. PHT 35uM
6. Nf 40 nM
7. Nf 80 nM
8. Nf 1 uM
9. Nf 13 uM
10. Cs 300 ng/ml
11. ¢s 700 ng/ml

-

-tabla XXV: Condiciones de dosis de cada placa-

4 2-Extraccion del RNA

Pasadas las 72 horas se aspira el medio de las placas y se afiade 1 ml de
trizol en cada una. Se desenganchan las células de las placas con rascadores
y se pasan a un eppendorf. A continuacion se afiaden 200ul de cloroformo y
se agita vigorosamente -trizol y cloroformo permiten la desadherencia y la
extraccién del RNA-. Se deja reposar 2-3 minutos y se centrifuga a
100006 durante 30 minutos a 4°C. Después de la centrifugacién se forman
2 fases: se toma la que queda en la parte superior como sobrenadante y se
pasa a un eppendorf nuevo. Se afiaden 5004l de isopropanol*® y se deja que
precipite el RNA a -80°C durante 10h.

32 El isopropranol precipitard el RNA.
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A las 24h se centrifuga a 100006 durante 30 minutos a 4°C. Se resuspende
el pellet de células -RNA total- con 1 ml de etanol al 70%-DePC-H.0*® y se
vuelve a centrifugar a 100006 durante 15 minutos a 4°C. Se elimina el
sobrenadante y se deja secar el pellet. Una vez seco se aiiaden 20-30ul de
DePC-H;0 y se guardan las muestras en la nevera a -20°C.

4 3-Cuantificacion del RNA

De cada muestra se prepara una dilucion 1/500 en H;O y se mide la
absorbancia a 260nm en el espectrofotometro. Para calcular la
concentracién de RNA se aplica la siguiente formula:

[RNA] = Abszeo x factor de dilucién x 107 = ug/ul

4 4-Visualizacion de la calidad del RNA mediante gel de agarosa

Mediante este gel se comprueba la calidad del RNA obtenido en la
extraccién. Se afiaden 0,5 g de agarosa en 41,2 ml de H2O autoclavada y se
calienta en microondas hasta que hierva. En agitacion se afiaden 5 ml de
MOPS** 10X y 3,75 ml de 12,3M formaldehido. Se pone en el molde para
hacer el gel, se coloca el peine y se deja que se solidifique. Una vez
solidificado se saca el peine y se coloca el gel en la cubeta de
electroforesis con tampon MOPS 1X.

Para la preparacién de las muestras se hecesita 1yg de RNA. Se afadird
tampdn de carga 5X que contiene bromuro de etidio®®. Se afiade H,0 hasta
un volumen final de 10pul. Calentamos las muestras a 70°C durante 5 minutos
y después se ponen en hielo 1 minuto. Se cargan las muestras en el gel y se
corre a 80V durante 2 horas -tabla XXVI-,

33 H,0 contenida en el etanol estd tratada en DePC para evitar la contaminacién de las RNAsas.
3% MOPS: 3-(N-Morpholino) propanesulfonic dcido.
% Se intercala entre las bases del RNA. Sirve para que el RNA se visualice bajo la luz ultravioleta.
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Solucién acuosa saturada de azul de bromofenol
0.5 M EDTA pH 8.0

Formaldehido 37%

Glicerol 100%

Formamida

10X MOPS

DePC-H,0

Bromuro de etidio

3.2 4

16
144 4l
400 4
616.8 il
800 i
20
10-20

-tabla XXVI: Composicién del tampon de carga 5X para RNA-

4 5-Transcripcion inversa -RT-

Para cada muestra se prepara -tabla XXVII-:

50 mM MgCI®%, 15 4
Tampén 10X 5.0
25 mM dNTP¥’ 40y
50 uM Random hexamers® 2.5 pl
MuLV transcriptasa inversa® 1.0
H.O 26.0 4l
Muestra 10

-tabla XXVII: Componentes de la reaccién de

retrotranscripcién (RT)-

A 1 yg de RNA se afiadird H2O hasta un volumen final de 10ul. Debe estar

desnaturalizado calentdndolo a 65°C durante 5
en hielo 1 min -desnaturalizacion del RNA-.

minutos y después se deja

Una vez preparadas las muestras, se colocan en el fermociclador con las

siguientes condiciones: 42°C 25 min, 94°C 5
Después se guardan las muestras a -20°C.

36 MgClz: Actia con la polimerasa para la reaccién en cadena.
3 N'TP: Nucledtidos para constituir la cadena de DNA.

%8 De forma randomizada acoplan secuencias de nucledtidos.
%9 Polimerasa inversa para la sintesis.
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4.6-Control de la reaccidn de retrotranscripcidn

Para comprobar si la reaccion de retrotranscripcion se ha realizado
correctamente se hace una PCR para amplificar el gen GAPDH. Para cada
muestra se prepara -tabla XXVIII-:

50 mM MgCl; 154
Tampén 10X 504
2.5 mM dNTP 404

10 uM primer forward™ (sentido) 1.0 yl
10 uM primer revers (antisentido) 1.0 g

Taq polimerasa 0.5 4l
H.O 3204
cDNA 5.0 ul

-tabla XXVIIIL: Composicion para la muestra control-
El programa de la PCR en este caso es:

94°C 1 minuto
94°C 1 minuto
55°C 1 minuto } 30 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 7 minutos
4°C

Con el resultado de la PCR se corre un gel de agarosa al 1% en TAE* para

comprobar que se ha producido la amplificacion de la GAPDH, y por tanto,
que la reaccidn de retrotranscripcion ha funcionado.

4 7-PCR cuantitativa RT-PCR

Se uftilizan los assays on demand (aod) -A. Biosystems que contiene los
primersy sonda especifica de cada gen de estudio- de colageno I, TGF-f1,
colagenasa I y GAPDH -que se utiliza como control-. Para cada uno de los
assays se preparan:

0 Son primers especificos.
“ TAE: 0,04M Tris-acetato/0,001M EDTA pH 8,0.
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1 reaccién*?
25X Universal Master Mix*® 25 ul
20X assay on demand** 2.5l

-coldgeno I: HS 00233958_M1
-GAPDH:  HS 99999905_M1
-colagenasa: HS 00164004_M1
-TGFp: HS 00164004_M1

H.0 19.5 pl

Para rellenar la placa de 96 pocillos:

Se reparten 47l de la mezcla que contiene el assay on demand del gen de
interés -coldgeno I- en los doce pocillos de la fila A. Se afaden 3ul de cDNA
en cada pocillo en el siguiente orden -tabla XXIX, figura 5-:

columnas
1. Sininduccién = aod + muestra DNA
PHT 15 nM 3
PHT 35 nM
PHT 15 uM
PHT 35 uM
Nf 20 nM
Nf 40 nM
Nf 1 uM
Nf 13 uM
. Cs 300 ng/ml
11. Cs 700 ng/ml %
12. Hzo = aod + Hzo

> aod+muestra+fdrmaco

VWO NO AW

—_
o

-tabla XXIX: Distribucidn de los fdrmacos por rangos y
dosis segtn la placa de RT-PCR-

De los 504l totales que se tienen en cada pocillo, se pasan 25 al pocillo de la
fila B, para tener los resultados por duplicado.

Se realiza el mismo proceso con el resto de mezclas, colocando el assay on
demand de TGF-B1 en las filas C y D, colagenasa en las filas Ey F, y GAPDH
en las filas Gy H.

2 Se multiplican estos valores por el nimero de muestras: Hay 11 muestras y un control negativo en
el que se pondrd H,O0.

43 Contiene MgCl, , fampén y nucledtidos.

** También contiene la DNA polimerasa.

204



MATERIAL Y METODOS

T O TMQOoO >

-figura 5: Placa de RT-PCR para los diferentes genes: coldgeno I, TGF-py,
MMP-1y el gen normalizador GAPDH-

O coldgeno I

O TGF-p1

[0 MMP-1 -colagenasa-
[0 GAPDH

Finalmente, se tapa la placa con un film y se centfrifuga antes de
introducirla en el termociclador. El programa que se utiliza es:

-10 min a 95°C
-40 ciclos: 15sg 95°C
1 min 60°C

5-Andlisis estadistico

Aplicacion del test de Wilcoxon para el estudio comparativo de las
muestras pareadas en la viabilidad celular. La prueba de la U de Mann-
Whitney la utilizamos en la comparacion de los resultados de la PCR en la
transcripcién génica. Se aplica el programa SPSS por windows versién 13
con licencia UB. El nivel de significacién considerado es que p < 0.05.
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ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

F-RESULTADOS
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RESULTADOS

Se estructuran los resultados del estudio en funciéon de los objetivos
sefialados y segln el desarrollo correlativo de los procesos realizados en el
laboratorio a partir de las muestras gingivales. La exposicién se inicia con la
descripcion histolégica del tejido gingival. En el primer apartado se
examinan las secciones de la muestra de encia sana -figura 1- Yy
posteriormente se describen las caracteristicas morfolégicas de la muestra
del Agrandamiento gingival -figura 2-.

A continuacion se analiza el establecimiento y propagacion del cultivo
primario por los fibroblastos de las muestras -figura 3-, los resultados de las
viabilidades de los fibroblastos sometidos a los farmacos inductores -figuras
4-12 y tablas XXX-XXXVIII, la transcripcién génica de las proteinas TGFp,
coldgeno y colagenasa -figuras 13-15 y tablas XXXIX-XLI- y finalmente la traduccion
proteica del coldgeno -figura 16- estos procesos también por influencia de la
induccidn farmacoldgica.
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1-Estudio histoldgico de muestras de encia humana

Las secciones de encia humana correspondientes a las muestras de encia
sana no sometida a hingln tratamiento farmacoldgico y sin ninguna patologia,
fueron fijadas en formaldehido al 4%, deshidratadas e incluidas en
parafina. En ellas se puede apreciar una queratosis discreta observada en la
capa cornea con algunos nicleos celulares -zonas de paraqueratinizacion- -
figura 1 imdgenesA, B-. El estrato basal presenta poca interdigitacion con la
lamina propia; y las crestas epiteliales que aparecen son cortas y no tan
homogéneas como la imagen histopatoldgica del Agrandamiento gingival (AG)
-figura 1 imdgenes A, C: figura 2 imdgenes A, C, E-. El infiltrado inflamatorio es denso -
figura 1 imdgenes ¢, D- con la presencia de linfocitos -figura 1 imagen F-. Estas
caracteristicas no corresponden a una muestra de encia sana en su totalidad
debido a su grado de inflamacién, aunque si destacan de las imdgenes de la
muestra del AG -figura 2-. Las células basales tienen un aspecto poliédrico o
cuboide por encima de la membrana basal -figura 1 imégenes E, F-.
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-figura 1: Imdgenes de microscopia dptica de la muestra de encia humana sana A: Se observan
las caracteristicas generales del epitelio y del conectivo. X100. B: Detalle de A en el que se
aprecian nlcleos celulares y las crestas epiteliales que se interdigitan en el conectivo. X200. C:
Otra zona del tejido donde se visualiza la interdigitacion -circulo- y células inflamatorias. X100.
D: Detalle de C, con infiltrado inflamatorio mds evidente -flechas-. X200. E: Se observa el
limite de los 2 tejidos y las células basales cuboides del epitelio. X200. F: Detalle de E donde
se aprecian las caracteristicas celulares del estrato basal y de la sustancia intercelular con
linfocitos en la Idmina propia. X400. Todos los aumentos de las secciones son originales-

211



RESULTADOS

Las imdgenes histopatoldgicas de la muestra de AG corresponden a
secciones de entre 3-5um, fijada en formaldehido al 4%, deshidratada y
montada en parafina. Presentan un patrén tipico de AG: acantosis con
paraqueratosis epitelial -figura 2 imdgenes A, B, ¢- al observar un epitelio de
mayor grosor coh nicleos celulares en la capa cornea; crestas epiteliales
mds elongadas y estrechas en el conectivo quedando una morfologia mads
homogénea en la sinuosidad -figura 2 imdgenes A, ¢, D, E- y fibrosis colagénica mds
acentuada -figura 2 imdgenes C, D, E, F- que las secciones observadas de la
muestra de encia sana. No se aprecian diferencias en el ndmero y tamafio de
los fibroblastos ni un infiltrado inflamatorio evidente en el conectivo.
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-figura 2: Imdgenes de microscopia dptica de encia de paciente sometido a terapia con ciclosporina
A: Aspecto general de la histologia de la encia. X100. B: Se destaca que el epitelio estratificado
muestra unas crestas epiteliales alargadas que se interdigitan con las papilas conectivas de la ldmina
propia y que son un signo de agrandamiento gingival. X200. C: Epitelio acantético con la capa cérnea
queratinizada, unas crestas epiteliales muy profundas y un conectivo con fibras conectivas. X100. D:
Detalle de la imagen anterior a mayor nimero de aumentos. X200. E: Imagen general de seccidn en la
que se observan las invaginaciones de la capa basal del epitelio en contacto con el conectivo
subyacente. X40. F: Se aprecia el elevado componente fibroso de la Idmina propia, muy caracteristico
del AG y que probablemente son haces de fibras de coldgeno. X200. Todos los aumentos de las
secciones son originales-
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2-Establecimiento de cultivos primarios a partir de muestras de encia
humana

Entre ambos origenes de fibroblastos -tejido gingival sano y AG- -figura 3- no
se apreciaron diferencias sustanciales en el comportamiento y crecimiento
celular entre ambos cultivos.

Las primeras células en migrar del tejido fueron las epiteliales, durante los
primeros 2-3dias, en cuanto el tejido tuvo adherencia. Posteriormente los
fibroblastos siguieron la migracion hacia otras zonas de la placa, también
para adherirse y proliferar. Su crecimiento era lento con una morfologia
muy variada. En dias sucesivos se observaba mayor nimero de fibroblastos
adheridos con una propagacién mds uniforme en todo el fondo de la placa y
configurando una sdla capa celular. La proliferacién celular permitié el
aumento de densidad de la poblacién con mayor proximidad celular hasta
llegar al contacto de las membranas. A partir de esta confluencia se
produciria la diferenciacion con una morfologia de los fibroblastos mds
uniforme. Sobre el 20° dia de cultivo, la confluencia celular en las placas se
acercaba al 100%, y se procedié a congelar una fraccién de fibroblastos; la
otra fraccién se utilizé para el estudio de las viabilidades celulares,
sometiendo a los fibroblastos a los fdrmacos inductores fenitoina,
nifedipina y ciclosporina.
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-figura 3: Fibroblastos y células epiteliales procedentes del explante de encia de paciente sometido a
tratamiento con ciclosporina. A, B: En los tres primeros dias se observa una migracion de las células
epiteliales a partir de la adherencia del tejido en el fondo de la placa. €, D, E: En dias sucesivos
siguen los fibroblastos del explante a separarse y migrar hacia otras zonas de la placa para adherirse
e iniciar el proceso de relacién con el entorno. F, 6, H, I: Cambios morfoldgicos, diferenciacidn,
proliferacién y confluencia con otros fibroblastos -dia 15-. J, K, L: Los fibroblastos confluentes son
capaces de diferenciarse y mantenerse en monocapa habiendo duplicado su nimero a las 24 h -dia 20-
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3-Efecto de fenitoina, nifedipina y ciclosporina sobre la viabilidad
celular de cultivos primarios obtenidos a partir de muestras de encia
humana

Se exponen primero los resultados de los fibroblastos de encia humana sana
y a continuacion los correspondientes a encia humana con AG en los rangos
de dosis establecidas.

3.1-Induccién de fenitoina en fibroblastos de encia sana

La viabilidad de los fibroblastos fue disminuyendo al ir aumentando las dosis
nM de fenitoina -figura 4A y tabla XXXA-:

Fenitoina 24h

100
80 -
60 -
40 -

% Viabilidad

20

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Dosis nM

-figura 4A: Diagrama del efecto de la fenitoina sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana. En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
Desviaciones estandar con su margen de variabilidad para cada dato-

nM 0 1 5 10 15 20 25 30 35

v 1000 | 97.74 | 90.78 | 86.50 | 77.88 | 7391 | 67.92 | 64.90 | 58.75

[ 0.00 0.56 2.86 1.62 6.36 6.67 8.29 9.62 9.79

-tabla XXXA: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccidn de fenitoina a unas
dosis de rango nM especificadas por columnas. Se observan también los valores de las desviaciones
estandar (3)-
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También la administracién de fenitoina a un rango de dosificacion pM
permitio un descenso de la viabilidad directamente proporcional al aumento
progresivo de las dosis -figura 4B y tabla XXXB-.

Fenitoina 24h

120 +
100
80 ~
60 -

% Viabilidad

40 -
20

0 5 10 15 20 25 30 35
Dosis pyM

-figura 4B: Diagrama del efecto de la fenitoina sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana. En abscisas las dosis en rango pM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
Desviaciones estandar con su margen de variabilidad para cada dato-

UM 0 1 5 10 15 20 25 30 35

v 100.0 | 10166 | 9533 | 87.01 | 79.02 | 74.02 | 6958 | 62.96 | 55.02

) 0.00 10.13 4.51 6.29 2.21 4.08 1.68 3.26 5.66

-tabla XXXB: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de fenitoina a unas
dosis de rango pM especificadas por columnas Se observan también los valores de las desviaciones
estandar (3)-
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3.2-Induccidn de nifedipina en fibroblastos de encia sana

Con la administracion de nifedipina en el medio de cultivo no se observé a
las 24h ninguna variacién significativa en la proliferacién celular en el rango
de dosis nM en relacién con el aumento de las dosis del farmaco -figura 5A y
tabla XXXIA-.

Nifedipina 24h
120 -
e e S S
©
% 80
€ 60-
>
2 40 -
20 -
0 T T T T T T T 1
O 10 20 30 40 50 60 70 80
Dosis nM

-figura 5A: Diagrama del efecto de nifedipina sobre la proliferacion de fibroblastos de encia humana.
En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
Desviaciones estandar con su margen de variabilidad para cada dato-

nM 0 10 20 30 40 50 60 70 80

v 100.00 | 97.75 | 93.94 | 93.09 | 89.64 | 9291 | 9251 | 96.59 | 96.40

[ 0.00 6.82 4.43 591 1.90 4.55 2.81 5.76 5.99

-tabla XXXTA: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de nifedipina a
unas dosis de rango nM especificadas por columnas. Se observan también los valores de las
desviaciones estandar (8)-
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RESU

Con el rango de dosis uM de nifedipina a las 24h se observé una discreta
variacion en la viabilidad celular del cultivo con tendencia a la reduccién de
la proliferacion al aumentar las dosis -figura 58 y tabla XXXIB-:

% Viabilidad

120
100
80
60 -
40 -
20

Nifedipina 24h

A

03 06 1

Dosis yM

10

13

-figura 5B: Diagrama del efecto de nifedipina sobre la proliferacion de fibroblastos de encia humana.

Desviaciones estandar con su margen de variabilidad para cada dato-

En abscisas las dosis en rango pM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.

M 0 0.1 0.3 0.6 1 3 6 10 13
v 100 100.8 | 9450 | 8942 | 82.81 | 90.97 | 90.73 | 88.11 | 85.90
) 0.00 8.08 2.59 3.01 3.60 0.40 0.99 3.16 1.71

-tabla XXXIB: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de nifedipina a
unas dosis de rango pM especificadas por columnas. Se observan también los valores de las
desviaciones estandar (3)-
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3.3-Induccidn de ciclosporina en fibroblastos de encia sana

Finalmente la administracion de ciclosporina tampoco produjo cambios
significativos en la viabilidad celular en todo el espectro de variacién de
dosis crecientes progresivas -figura 6 y tabla XXXII-:

Ciclosporina A 24h

100 kk'\H—HH/i\[

80 -
60 -
40
20 -
0

% Viabilidad

0 100 200 300 400 500 600 700

Dosis ng/ml

-figura 6: Diagrama del efecto de ciclosporina sobre la proliferacién de fibroblastos de encia humana.
En abscisas las dosis en ng/ml, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
Desviaciones estandar con su margen de variabilidad para cada dato-

ng/ml 0 50 100 200 300 400 500 600 700

v 1000 | 9556 | 95.68 | 92.15 | 93.31 | 9242 | 92.68 | 93.68 | 90.57

[ 0.00 1.50 0.76 2.74 2.66 2.05 0.17 4.07 2.50

-tabla XXXITI: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de ciclosporina a
unas dosis de ng/ml especificadas por columnas.
Se observan también los valores de las desviaciones estandar (3)--

La proliferacion de los fibroblastos del paciente que ha mostrado ser
sensible a la accion de ciclosporina y estudiada mediante la técnica de MTT
no mostré ftampoco un aumento mayor del 100% al inducir con los 3
farmacos /n vitro .
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3.4-Induccion de fenitoina en fibroblastos de encia con Agrandamiento
gingival

Se comprobaron las viabilidades de los fibroblastos en 2 rangos distintos
de dosis nM y pM. Se distinguieron 4 condiciones segln el tiempo de
induccion -24h y 72h- y si habia presencia de suero fetal bovino (SFB) como
fuente de factores de crecimiento -figura 7A, y tabla XXXIIIA-:

Fenitoina

120
100

80

60

% Viabilidad

—e—PHT 24h SFB
—®— PHT 24h sin SFB
20 1 —A—PHT 72h SFB

40 -

o PHT 72h sin SFB
(0] 5 10 15 20 25 30 35
Dosis nM

-figura 7A: Diagrama del efecto de fenitoina (PHT) sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana en 4 condiciones. En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad
de las células. También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis-

nM 0 1 5 10 15 20 25 30 35
24h SFB | 100.0 | 103.1 | 104.3 | 96.50 | 91.75 | 8194 | 81.38 | 77.69 | 72.34
[ 0 10.02 | 8.63 51 245 | 85 58 | 7.23 | 9.55
24h noSFB | 100.0 | 102.61 | 101.3 | 96.99 | 94.44 | 85.35 | 90.18 | 82563 | 77.16
[ 0 971 | 861 | 552 | 379 | 141 | 182 | 006 | 2.99
72h SFB | 100.0 | 95.14 | 86.67 | 79.65 | 70.43 | 62.11 | 56.94 | 53.71 | B1.23
[ 0 3.13 513 | 641 | 984 | 6.22 | 631 | 556 | 8.12
72h noSFB | 100.0 | 97.39 | 86.63 | 81.04 | 7743 | 71.86 | 72.81 | 71.21 | 65.87
[ 0 422 | 873 | 1208 | 1157 | 953 | 11.71 | 9.66 | 9.92

-tabla XXXTIIIA: Valores de viabilidad sobre el 100% de los fibroblastos, obtenidos con la induccidn
de fenitoina a unas dosis de rango nM especificadas por columnas y sometidos a las 4 condiciones. Se
contemplan las desviaciones estandar (3) de cada media de viabilidad a las dosis establecidas-

En el rango nM, el aumento progresivo de las dosis provocaba una
disminucidn continuada significativa del porcentaje de viabilidad (24h
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p=0,008, test de Wilcoxon) que fue mds intensa en el mayor tiempo de
exposicion -72h- y en presencia de SFB (72h p=0,008, test de Wilcoxon).
En la condicién de tiempo de induccion y dosis de fenitoina, la presencia de
SFB se asoci6 a una disminucion de la viabilidad estadisticamente
significativa a las 72h (p=0,017).

Los valores de las viabilidades celulares obtenidas para el rango pm
reflejaron un descenso continuado significativo, de la replicacion celular
por aumento progresivo de las dosis en las condiciones consideradas de
tiempo de induccidn (24h p=0,028 y 72h p=0,028, test de Wilcoxon) con
independencia de la presencia de SFB -figura 7B y tabla XXXIIIB-:

Fenitoina
120 -
100 £
T 80 -
o T
":;3 60 - =
2 —e— PHT 24h SFB
401 —m— PHT 24h sin SFB
20 | —&— PHT 72h SFB
PHT 72h sin SFB
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Dosis yM

-figura 7B: Diagrama del efecto de fenitoina (PHT) sobre la proliferacion de fibroblastos en encia
humana en 4 condiciones. En abscisas las dosis en rango uM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad
de las células. También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis-

M 0 15 20 25 30 35
24h SFB 100 | 84.41 | 7991 | 8112 | 793 | 72.83
) 0 392 | 526 | 593 | 054 | 0.62
24h noSFB | 100 | 9144 | 87.32 | 88.59 | 86.68 | 77.74
) 0 645 | 6.62 6.7 |10.27 | 109
72h SFB 100 | 71.19 | 60.51 | 59.09 | 58.33 | 51.91
[ 0 286 | 5.18
72h noSFB | 100 | 75.32 | 72.17 | 73.79 | 68.68 | 63.74
5 0 472 | 109

-tabla XXXIIIB: Valores de viabilidad sobre el 100% de los fibroblastos, obtenidos con la induccidn
de fenitoina a unas dosis de rango uM especificadas por columnas y sometidos a las 4 condiciones. Se
contemplan las desviaciones estandar (3) de cada media de viabilidad a las dosis establecidas-
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De las condiciones, la que produjo mayor reduccion de viabilidad celular fue
un tiempo de induccién de 72h con SFB (p=0,043, test de Wilcoxon).

3.5-Induccion de nifedipina en fibroblastos de encia con Agrandamiento
gingival

Para el rango de dosis nM, el efecto inductivo produjo una estabilidad en la
proliferacion celular de alrededor del 100%, sin cambios sustanciales en
ninguna condicién y con independencia de las dosis en las condiciones
consideradas -figura 8A y tabla XXXIVA-:

Nifedipina

100 = =
= * 5
. 7 I RI/—-

60 -
—o— Nf 24h SFB

40 | _—m— Nf 24h sin SFB

20 | —h— Nf 72"1 SFB

Nf 72h sin SFB

O T T T T T T T 1

0O 10 20 30 40 50 60 70 80

% Viabilidad

Dosis nM

-figura 8A: Diagrama del efecto de nifedipina (Nf) sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana en 4 condiciones. En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad
de las células. También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis-

nM 0 10 20 30 40 50 60 70 80
24h SFB 100 | 97.62 | 98.39 | 95.75 | 93.91 | 94.71 | 98.12 | 95.92 | 102.5
5 0 095 | 601 | 515 | 3.63 | 3.26 | 3.27 | 433 | 242
24h noSFB | 100 | 97.73 | 99.32 | 94.68 | 94.36 | 93.83 | 95.26 | 90.15 | 97.21
) 0 298 | 319 | 083 | 297 | 6.77 | 2.88 13 0.98
72h SFB 100 | 100.6 | 99.05 | 94.28 | 91.36 | 95.94 | 94.06 | 96.04 | 94.11
) 0 207 | 165 | 333 | 267 | 325 | 101 | 256 | 25
72h noSFB | 100 | 101.0 | 96.16 | 97.15 | 89.27 | 89.28 | 96.61 | 94.6 | 96.19
) 0 288 | 262 | 345 | 344 | 1016 | 543 | 03 | 424

-tabla XXXIVA: Valores de viabilidad sobre el 100% de los fibroblastos, obtenidos con la induccién
de nifedipina a unas dosis de rango nM especificadas por columnas y sometidos a las 4 condiciones. Se
contemplan las desviaciones estandar (3) de cada media de viabilidad a las dosis establecidas. SFB:
Suero fetal bovino-
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La grdfica con los valores de las viabilidades celulares obtenidas con
nifedipina para el rango uM no manifestaron cambios sustanciales a dosis
bajas salvo las que experimentaban una induccién de 72h con descenso
mdximo a dosis 1uM. En dosis superiores se mantuvieron las viabilidades
alrededor del 100% en las 4 condiciones con un descenso progresivo a
partir de 3uM -figura 88y tabla XXXIVB:

Nifedipina
120
100
T 80 -
9
S 60 -
s
2 40| T~ Ni24nSFB

—&— Nf 24h sin SFB
20 - —&— Nf 72h SFB

Nf 72h sin SFB
O T T

0 2 4 6 8 10 12 14

Dosis uM

-figura 8B: Diagrama del efecto de nifedipina (Nf) sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana en las 4 condiciones establecidas. En abscisas las dosis en rango pM, en ordenadas el
porcentaje de viabilidad de las células. También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis-

UM 0 0.1 0.3 0.6 1 3 6 10 13
24h SFB 100 | 9966 |100.7 |1014 |96.76 [102.0 |96.34 |92.18 |86.48
[ 0 3.66 6.94 4.49 7.11 4.86 11.2 10.73 13.1
24h noSFB | 100 | 104.8 101.8 | 100.5 | 93.64 | 109.1 | 103.6 | 1017 | 96.02
[ 0 5.16 0.82 3.39 9.7 3.72 5.01 10.8 7.96

72h SFB 100 | 9593 | 9536 | 8737 | 817 | 9169 | 89.23 | 8283 | 75.8
2 0 4.26 3.15 0.04 0.38 0.63 1.18 2.33 3.98
72h noSFB | 100 | 94.6 91.92 | 8943 | 80.31 | 98.35 | 90.94 | 8254 | 78,51
) 0 3.1 0.96 2.16 2.28 1.27 0.49 4.67 2.11

-tabla XXXIVB: Valores de viabilidad sobre el 100% de los fibroblastos, obtenidos con la induccién de
nifedipina a unas dosis de rango pM especificadas por columnas y sometidos a las 4 condiciones. Se
contemplan las desviaciones estandar (3) de cada media de viabilidad a las dosis establecidas-
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3.6-Induccidon de ciclosporina en fibroblastos de encia con Agrandamiento
gingival

No se observaron cambios significativos en la viabilidad de los fibroblastos
con el rango de dosis al que se sometieron en las distintas condiciones de
tiempo -24h, 72h- y medio sin/con suero fetal bovino y los valores se
encontraban proximos al 100% -figura 9y tabla XXXV-.

Ciclosporina A

120
T
100 I
L8 75 o I !
:'? 80 -
= ——(Cs 24h SFB
2 60 -
§ —=— Cs 24h sin SFB
2 401 4 cs72hsFB
20 ~ Cs 72h sin SFB
o T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600 700

Dosis ng/ml

-figura 9: Diagrama del efecto de ciclosporina (Cs) sobre la proliferacién de fibroblastos en encia
humana en las 4 condiciones. En abscisas las dosis en ng/ml, en ordenadas el porcentaje de viabilidad
de las células-

ng/ml 0 50 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700

24h SFB 100 | 98.54 | 100.1 | 93.64 | 97.87 | 92.9 | 98.04 | 98.81 | 96.71
[ 0 226 | 765 | 721 | 447 | 071 | 499 0.1 3.3

24h noSFB | 100 | 97.47 | 98.95|97.28 | 97.7 | 96.72 | 95.13 | 99.38 | 97.71
[ 0 24 | 272 | 493 | 143 | 255 | 428 | 049 0

72h SFB 100 | 98.96 | 95.87 | 90.82 | 93.14 | 94.49 | 93.76 | 96.08 | 96.91
) 0 781 | 736 | 157 | 418 | 369 | 008 | 1.05 | 3.03

72h noSFB | 100 | 96.38 | 90.76 | 95.62 | 91.6 | 92.24 | 9552 | 95.6 | 98.63
[ 0 6.16 | 029 | 062 | 033 | 267 | 6.21 | 1155 | 9.33

-tabla XXXV: Valores de viabilidad sobre el 100% de los fibroblastos, obtenidos con la induccién de
ciclosporina a unas dosis de ng/ml especificadas por columnas y sometidos a las 4 condiciones. Se
contemplan las desviaciones estandar (3) de cada media de viabilidad a las dosis establecidas. SFB:
Suero fetal bovino-
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4-Efecto de fenitoina, nifedipina y ciclosporina sobre la viabilidad
celular de la linea NIH3T3 de ratdn

Todos los resultados de la linea NIH3T3 de ratdn se observaron a las 24h.
En todos los estudios de viabilidad se tomaron grupos de células que no
recibieron tfratamiento farmacoldgico y que actuaron como controles.

4.1-Induccion de fenitoina

Viabilidad de los fibroblastos en el rango de dosis nM de fenitoina no
permitio observar cambios significativos al aumentar las dosis y la
proliferacion se mantuvo alrededor del 100%. sin cambios valorables -figura
10A y tabla XXXVIA-.

Fenitoina 24 h

120 -

100

80 -

60 -

% Viabilidad

40

20 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Dosis nM

-figura 10A: Diagrama del efecto de la fenitoina sobre la proliferacién de fibroblastos de encia de
raton. En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis con su margen de variabilidad-

nM 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
V |100.0 | 98.25 | 95.50 | 87.00 | 92.50 | 96.00 | 99.50 | 97.25 | 96.00
5 | 000 | 499 | 742 | 1564 | 1348 | b.72 854 | 780 | 245

-tabla XXXVIA: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de fenitoina a
unas dosis de rango nM especificadas por columnas. En la fila inferior se contemplan las desviaciones
estandar de cada media de viabilidad-
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En el rango pM de induccién por fenitoina se produjo un descenso
continuado de la replicacidn celular por aumento progresivo de las dosis, con
una IC4550 de 34 HM -figura 10B y tabla XXXVIB-:

Fenitoina 24 h

% Viabilidad
o
o

O T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35
Dosis yM

-figura 10B: Diagrama del efecto de fenitoina sobre la proliferacion de fibroblastos de encia de
ratén. En abscisas las dosis en rango pM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis con su margen de variabilidad-

HM 0 1 5 10 15 20 25 30 35
v 100 102 9525 | 86.50 | 8175 | 7450 | 64.50 | 59.50 | 50.00
[ 0.00 7.87 11.56 5.80 6.70 10.66 | 8.19 5.92 7.55

-tabla XXXVIB: Valores de viabilidad -V- sobre el 100% obtenidos con la induccién de fenitoina a
unas dosis de rango pM especificadas por columnas. En la fila inferior se contemplan las desviaciones
estandar de cada media de viabilidad-

45 ICs0: Dosis en la que un 50% de las células sobreviven
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4 2-Induccidn de nifedipina

Al observar los resultados de las viabilidades de los fibroblastos con la
induccion de dosis progresivas de nifedipina -rango nM- no se observaron
cambios valorables en la proliferacién celular, y con dosis mdaximas -80 nM-
seguia habiendo una replicacion préxima al 100% -figura 11 y tabla XXXVII-. Esta
prueba sélo se realizé con rango de dosis nM.

Nifedipina 24 h

120
100

[e)]
o
|

% Viabilidad
&

N
o O
|

10 20 30 40 50 60 70 80
Dosis nM

o

-figura 11: Diagrama del efecto de nifedipina sobre la proliferacion de fibroblastos de encia de ratén.
En abscisas las dosis en rango nM, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células. También se
expresan las desviaciones estandar de cada dosis con su margen de variabilidad-

nM 0 10 20 30 40 50 60 70 80
1 100.0 102.2 | 100.8 100.0 | 97.00 | 98.40 | 98.20 | 93.60 | 92.60
[ 0.00 8.81 7.12 51 7.07 6.58 743 7.23 1146

-tabla XXXVII: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de nifedipina
a unas dosis de rango nM especificadas por columnas. En la fila inferior se contemplan las
desviaciones estandar de cada media de viabilidad a las dosis establecidas-
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4.3-Induccidn de ciclosporina

En presencia de ciclosporina también se apreciaron pocos cambios en el
cultivo a las 24h de su accion sin ser significativos y la proliferacion se
mantuvo préxima al 100% -figura 12 y tabla XXXVIII-.

Ciclosporina A 24h
120
100 l\i"’\;/i\./i\f\;
80 -

60 -
40 |

% Viabilidad

20 A

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Dosis ng/ml

-figura 12: Diagrama del efecto de ciclosporina sobre la proliferacién de fibroblastos de encia de
raton. En abscisas las dosis en ng/ml, en ordenadas el porcentaje de viabilidad de las células.
También se expresan las desviaciones estandar de cada dosis con su margen de variabilidad-

ng/ml 0 50 100 200 300 400 500 600 700
v 1000 | 96.31 | 98.94 | 9115 | 9525 | 88.68 | 96.51 | 92.04 | 88.04
[ 0.00 10.36 2.46 6.25 8.85 3.60 7.57 5.17 9.35

-tabla XXXVIII: Valores de viabilidad -V- sobre el 100%, obtenidos con la induccién de
ciclosporina a unas dosis de ng/ml especificadas por columnas. En la fila inferior se contemplan
las desviaciones estandar de cada media de viabilidad a las dosis establecidas. No se observé
ninguna relacion con el aumento de las dosis-

Los resultados de proliferacién obtenidos con la linea celular del banco en
el cultivo -ref. CRL-2014 ATCC- no permitieron el estudio para la viabilidad
por problema en la velocidad de replicacién. En consecuencia hubo una falta
de un ndmero minimo de células para la extraccién proteica.
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H5-Efecto de fenitoina, nifedipina y ciclosporina sobre la transcripcion
del coldgeno, del TGFP y de la colagenasa

Los resultados obtenidos en la expresién de mRNA de las 3 proteinas que
participan en la composicién y secrecién de la matriz extracelular: TGFp,
coldgeno y colagenasa, con la induccion farmacoldgica, proporcionan mds
informacion sobre el AG. Para los andlisis de la PCR cuantitativa no se
consideraron las dosis D, del rango pM para los fdrmacos fenitoina y
nifedipina porque los resultados aparecieron desproporcionados con la
sospecha de ser consecuencia de un artefacto en los valores de respuesta
obtenidos tal vez por alglin problema de pipeteado.

Se administraron determinadas dosis de los fdrmacos las mismas que las
empleadas para la extraccidn de proteinas a excepcién de Dz pM:

nM: D;..15 D,..35 nM: D1..40 D,..80 D;..300ng/ml
PHT — Nf _ Cs _—
pM: Dy..15 puM: Dy..1 D,..700ng/ml

PHT: fenitoina, Nf: nifedipina Cs: ciclosporina

Para mRNA-TGFp no se apreciaron cambios importantes en su induccién por
fenitoina. Bajo la accién de nifedipina esta proteina experimenté un
aumento significativo para la dosis DipM (p=0,048). Al aplicar ciclosporina
también hubo una respuesta significativa en la transcripcién de este factor
de crecimiento en la D2 (p=0,047) -figura 13 y tablas XXXIXA, B-.
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-figura 13: Diagrama de barras en el que se representa la induccién de los farmacos sobre la
transcripcion génica de TGFp. En abscisas se especifican las dosis empleadas de fenitoina (PHT),
nifedipina (Nf) y ciclosporina (Cs), en ordenadas aparece la frecuencia de expresion del mMRNATGFp
con respecto al control. *: induccidn significativa-

ToFB e | PHT | PHT [ PHT | Nf Nf Nf Cs Cs
DlnM Dan D1|.IM D1HM Dan D1|.IM Dmg/ml Dgng/ml
media | 100 | 078 | 093 | 123 | 181 | 154 | 201* | 185 | 157*
expresion
3 000 | 007 | 024 | 019 | 019 | 014 | 022 | 024 | 012

-tabla XXXIXA: Valores de media de expresién génica de TGFB a las dosis establecidas de los
fdrmacos inductores y especificadas por columnas en relacion con el control -Ct- sin induccién
farmacoldgica. Se reflejan también los valores de las desviaciones estandar (8). *: induccidn
significativa.
PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-
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TGFp PHT D;nM PHT D.nM PHT D;uM
expresion 1 0,83 0,76 11
expresion 2 0,73 11 1,37

p=0,0711 p=0,3756 p=0,1659
Nf D1nM Nf Dan Nf DﬂJM
expresion 1 1,67 144 1,85
expresion 2 1,95 1,64 2,16
p=0,0544 p=0,05828 p=0,04870*
Cs Ding/ml Cs Dzng/ml
expresion 1 1,68 1,48
expresion 2 2,02 1,65
p=0,0628 p=0,0475*

-tabla XXXIXB: Valores de frecuencia de la expresién génica de TGFp con la induccidn de los
fdrmacos a las dosis estudiadas en 2 muestras de valores de expresidn -1, 2-. Se observan resultados
significativos ante la induccién de nifedipina en el rango pM para D1y para ciclosporina en su 2% dosis

al comparar con el control -p<0.05-. Ambos resaltados -*-
PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-

Con respecto a la expresion del mRNA del coldgeno para la induccion de
fenitoina: llegé a aumentar en dosis crecientes de tal modo que en la D> del
rango nM se aprecié un aumento significativo con respecto al control
(p=0,025). Nifedipina indujo también un aumento estadisticamente
significativo en las dosis D2nM y DipM (p=0,039 y p=0,007 respectivamente)
siendo el doble en la D2 del rango nM cuando se comparé con el control -sin
administracién del fdrmaco-. Ciclosporina también indujo una variacién
significativa en la cantidad de mRNA-coldgeno con respecto a la muestra no
inducida -control- en Dz (p=0,047) -figura 14 y tablas XLA, B-. Se presentan los
resultados reflejados en la grdfica y las tablas de los valores de expresiény
los datos significativos:
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-figura 14: Diagrama de barras en el que se representa la induccién de los fdarmacos sobre la
transcripcion génica del coldgeno. En abscisas se especifican las dosis empleadas de fenitoina (PHT),
nifedipina (Nf) y ciclosporina (Cs), en ordenadas aparece la frecuencia de expresion del

mRNAcoldgeno con respecto al control.*: induccién significativa-

oL cr | PHT [ PHT [ PHT | Nf Nf Nf Cs Cs
D1HM Dan D]HM DlnM Dan D]HM Dlng/ml Dzng/ml
media | 00 | 075 | 132% | 222 | 199 | 219 | 187% | 114 | 142+
expresion
3 000 | 006 | 003 | 031 | 037 | 021 | 003 | 035 | 003

-tabla XLA: Valores de media de expresidn génica de coldgeno a las dosis establecidas de los
fdrmacos inductores y especificadas por columnas en relacion con el control -Ct- sin induccién
farmacoldgica. Se reflejan también los valores de las desviaciones estandar (3). *: induccién

significa

tiva.

PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-
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CcoL PHT D;nM PHT D.nM PHT D;uM
expresion 1 0,8 1,34 2,45
expresion 2 0,71 1,29 2

p=0,0578 p=0,025* p=0,0578
Nf D;nM Nf D.nM Nf DM
expresion 1 1,72 2,34 1,85
expresion 2 2,25 2,04 1,89
p=0,0836 p=0,0399* p=0,0073*
Cs Ding/ml Cs Dzng/ml
expresion 1 0,89 1,44
expresion 2 1,39 14
p=0,337506 p=0,01514*

-tabla XLB: Valores de frecuencia de la expresién génica de coldgeno con la induccidn de los
fdrmacos a las dosis estudiadas en 2 muestras de valores de expresion -1, 2-. Se observan
resultados significativos de su expresidn en presencia de fenitoina en el rango de dosis nM -*-y de
nifedipina en las dosis D,nM, DipM -*-. Ciclosporina también en su 2% dosis -*-permitié un aumento
significativo de mRNAcoldgeno con respecto al control. p<0.05-.

PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-

MMP1 -colagenasa- no experimenté hingin cambio significativo en su
transcripcién por la induccién con fenitoina. Si se apreciaba un cambio
sustancial con nifedipina en DiuM -casi el doble- (p=0,012), después de un
aumento creciente de las dosis la expresion era directamente proporcional.
Con respecto a la induccién de ciclosporina fue llamativa la respuesta
exagerada en la cantidad de la expresion de mRNAcolagenasa ante ambas
dosis, la primera dosis indujo hasta un aumento de entre 7-8 veces la
cantidad del control (p=0,020) y la segunda de 5 (p=0,040) -figura 15 y tablas
XLIAB-.
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-figura 15: Diagrama de barras en el que se representa la induccién de los farmacos sobre la
transcripcion génica de la colagenasa. En abscisas se especifican las dosis empleadas de fenitoina
(PHT), nifedipina (Nf) y ciclosporina (Cs), en ordenadas aparece la frecuencia de expresién del
mRNAcolagenasa con respecto al control.*: induccidn significativa-

R c | PHT | PHT [ PHT | Nf Nf Nf Cs Cs
DM | D,nM | DM | DinM | DsnM | DM | Ding/mi | Dang/mi
media | 400 | 117 | 104 | 098 | 144 | 152 | 226* | 7.36* | 5.06*
expresion
3 000 | 013 | 026 | 012 | 034 | 032 | 007 | 059 | 073

-tabla XLIA: Valores de media de expresién génica de colagenasa a las dosis establecidas de los
fdrmacos inductores y especificadas por columnas en relacion con el control -Ct- sin induccién
farmacoldgica. Se reflejan también los valores de las desviaciones estandar (3). *: induccién
significativa. PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-
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COLAGENASA PHT D;nM PHT D.nM PHT D;uM
expresion 1 1,08 0,86 0,9
expresion 2 1,27 1,23 107

p=0,158 p=0,42404 p=0,4444
Nf D;nM Nf D.nM Nf DM
expresion 1 1,2 1,29 2,21
expresion 2 1,68 1,75 2,31
p=0,1589 p=0,1325 p=0,01262*
Cs Ding/ml Cs Dzng/ml
expresion 1 6,94 5,58
expresion 2 7,78 455
p=0,0209* p=0,04011*

-tabla XLIB: Valores de frecuencia de la expresién génica de colagenasa con la induccién de los
fdrmacos a las dosis estudiadas en 2 muestras de valores de expresidn -1, 2-. Se observan
resultados significativos de su expresion en presencia de nifedipina en la dosis pM -*-. Ciclosporina
en ambas dosis permitié un aumento significativo de mRNAcolagenasa con respecto al control -*-

p<0.05-. PHT: fenitoina, Nf: nifedipina, Cs: ciclosporina-
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6-Efecto de fenitoina, nifedipina y ciclosporina sobre la expresiéon del
coldgeno y del TGFR en los cultivos primarios

La traduccidon proteica de esta proteina no permitio obtener resultados
significativos en los fibroblastos responder con la induccién farmacoldgica -
figura 16-.

PHT Nf Cs
A A

A
e | . \ \If | | | N\ A
CTE an; nM, i [.IM1 X HMz; nM; i nM; ; |.IM1 i[.le Ing/mlll ng/mlz
o

Colageno | s 2 2 B 2 2 I K

Actina WD o e G S W ——

Dosis:
PHT -nM=15, nM2=35, uM1=15, uM»=35- Cs -1=300ng/ml, ,=700ng/ml-
Nf -nM1:4O, I"IM2:80, UM1 =1, [JM?_:13-

-figura 16: Resultados de Western Blot para el coldgeno. No se observan cambios
evidentes al comparar con el control de actina-

No se observé que el coldgeno tuviera modificada su expresion proteica en
presencia de ninguno de los 3 fdrmacos inductores de Agrandamiento

gingival.

Para TGFR no se obtuvo ningun resultado valorable.
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ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

6-DISCUSION
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DISCUSION

El Agrandamiento gingival (AG) presenta etiologias distintas a la
farmacoldgica, y asi se ha reflejado en la clasificacion del sobrecrecimiento
gingival con clinica y semiologia variables pero con una histopatologia similar.
Por este motivo, los datos aportados por mdltiples estudios cientificos
referentes a la patogenia del AG farmacoldgico, se podrian confrontar con
los obtenidos del trabajo experimental; fundamentalmente a nivel de los
cambios cuantitativos de las proteinas que tienen una implicacion mds
especifica en el desarrollo de esta clase de AG -coldgeno, colagenasa y
TGFp- y justificar el comportamiento fibrobldstico ante la induccidn
farmacoldgica en el fenotipo reactivo de los fibroblastos -responder- con
interaccion en la matriz extracelular del tejido gingival.

1-Morfologia tisular en el andlisis microscépico

La observacién estructural a microscopia éptica de la muestra de AG
inducido por ciclosporina ha permitido contemplar las caracteristicas
histopatoldgicas de la lesion de AG y se han podido diferenciar de la
observacion de la muestra no sometida a ninguna influencia farmacoldgica
aunque ho corresponda a un patrén patognomonico: -se apreciaban epitelios
paraqueratésicos en ambas muestras y crestas epiteliales elongadas con
grados de interdigitacion variable con las papilas conectivas de la ldmina
propia pero mds marcada en la muestra del AG. En ésta la acumulacién de
fibras coldgenas era mayor -fibrosis- siendo el detalle mds evidente en
comparacion con la muestra de encia sana. No se observé una densidad alta
de fibroblastos en el conectivo como se podia esperar -ver figuras 1y 2 en F-
Resultados-. Mc.Gaw y Porter 1988 en su estudio ultraestructural comparativo
entre muestras: AG por ciclosporina, control con inflamacidn y control sin
inflamacién, tampoco observaron diferencias en la densidad numérica de
fibroblastos. Esta observacién en cuanto al nimero podria depender de la
fase de desarrollo en el que se produce la lesion segln observaron en su
estudio en modelo de gato Hassell y cols.1982 en el que se comprobé que la
proporcion “célula/matriz" bajo terapia de fenitoina en lesiones de AG se
mantenia a los 3 meses igual que al inicio después de un primer periodo de 6-
8 semanas de aumento temporal del ndmero celular sin reversibilidad y con
crecimiento posterior de la matriz en la lesién madura.

Coincidiendo con estas observaciones se pueden citar otros estudios
descriptivos de histopatologia en los que se resefian hallazgos similares a los
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resultados observados: Lucas y cols.1985 realizaron un estudio muy
detallado de las caracteristicas histoquimicas de unas muestras de encia
agrandada por nifedipina y su observacion a microscopia 6ptica y
electronica; sus conclusiones fueron que el patrén patolégico estructural
era semejante a muestras gingivales afectadas por fenitoina de otros
estudios: aumento de la sustancia fundamental y de las fibras colagénicas
con un epitelio mas engrosado que interdigita en el conectivo subyacente un
gran nlmero de crestas epiteliales. Coincidieron Barak y cols.1987 en sus
conclusiones al estudiar fambién 34 muestras de encia reactiva a nifedipina
con microscopia optica: en el epitelio engrosado a expensas de la capa
espinosa, destacaba una moderada hiperqueratosis y un conectivo mds rico
en fibras coldgenas, fibroblastos y crestas epiteliales mds numerosas.
Deliliers y cols.1986 observaron también por microscopia electrénica en
muestras de encia correspondientes a pacientes que habian recibido
ciclosporina, una morfologia tisular que concordaba con cualquier AG
inducido por fdrmacos, se observaban también unos focos localizados de
células plasmdticas diseminadas en el estroma extracelular. Pernu vy
cols.1989 observaron estas caracteristicas histoldgicas en una muestra de
encia correspondiente a una mujer que recibia verapamil por problemas
cardiacos desde hacia unos 2 afios, en este caso la cantidad de coldgeno
estaba disminuida con respecto al control. Lombardi y cols.1991
describieron en su estudio histoldgico la morfologia de una muestra de encia
procedente de un paciente que recibia felodipina y coincidian fambién con lo
observado anteriormente, en este caso en el conectivo habia un aumento de
fibroblastos y de trama conectiva con infiltrado de linfocitos y células
plasmdticas también. Nishikawa y cols.1991 observaron con microscopia
optica, en muestras de AG por nifedipina, las mismas caracteristicas
estructurales que las de especimenes gingivales de AG inducidos por
fenitoina. Bonnaure-Mallet y cols.1995 realizaron un estudio comparativo de
12 muestras gingivales afectadas por cada uno de los fdarmacos inductores
en las que concluyeron una semejanza en el patron histopatoldgico con
ligeras diferencias en las proporciones de los elementos estructurales a
nivel de la matriz extracelular. Wondimu y cols.1995 en su estudio
estructural de muestras de pacientes sometidos a fransplante renal en
tratamiento con ciclosporina, observaron un predominio de engrosamiento
epitelial, acentuacion de la trama vascular y aumento de volumen de la
matriz no colagénica a expensas de reduccion del coldgeno.
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Es dificil encontrar una muestra de encia sana clinica sin que
histoldgicamente pueda aparecer algina célula inflamatoria tal como
reconocen algunos autores -Genco y cols.1990, Lindhe y cols.2005--ver 1.6 Salud clinica en
Anatomia del periodonto-, Y ho es real el tipo de encia perfecta, sin ningln
elemento inflamatorio, que seria un modelo tedrico de encia, ho sometido a
las influencias ambientales ni sistémicas. La muestra de encia sin
antecedentes de AG ni tratamiento farmacoldgico aportada en este trabajo
experimental presentaba, en algunas imdgenes, un infiltrado inflamatorio
con linfocitos y vasos de microcirculacion.

2-Cultivos primarios de los fibroblastos

En los fibroblastos de las muestras de este estudio, las células epiteliales
no eran viables en cultivo en el primer pase o recambio. Con diferencia, los
fibroblastos de los cultivos primarios eran mds resistentes, aunque muy
lentos en el crecimiento y en la diferenciacion. La propagacion -extensién de
las células adheridas en el fondo del flascén- de estas lineas celulares
fibrobldsticas permitié un crecimiento poblacional mds activo en las
primeras generaciones, pautadas por los pases, al comparar con los Ultimos.
La proliferacion celular de los cultivos presenta propiedades mds puras de la
estirpe en origen al principio de la propagacién; en cambio las generaciones
posteriores /n vitro adquieren unas condiciones selectivas de supervivencia
con eliminacion de clones celulares no adaptados. Esta diferencia producia
una alteracién fenotipica celular con la aparicién de alguna caracteristica
distinta a la generacion celular de origen -Griinheid y Zentner 2005-. Por eso en
investigacion con cultivos primarios es importante el trabajo experimental
en las primeras generaciones celulares. Destacan estas caracteristicas al
comparar con la linea celular procedente de banco -cultivo no primario- cuyo
comportamiento fue distinto con una idiosincrasia diferente en el fenotipo
propio de los fibroblastos: situacién de quiescencia sin proliferacion ni
crecimiento. Es posible que estas lineas celulares de banco estén
pretratadas en unas condiciones que provoquen la pérdida de propiedades
vitales de relacién, con riesgo de mutaciones si el nimero de replicaciones
es elevado. Aunque es cierto que hay una especificidad tisular diversa de los
fibroblastos que se observa clinicamente en cuadros patoldgicos y que se
traduce en un comportamiento fenotipico particular manifestado /n vitro -
Nimni y Harkness 1988-. Por eso se pueden estudiar y reproducir en el laboratorio
las caracteristicas diferenciales de fibroblastos procedentes de AG y de
encia normal como se hizo en este trabajo experimental.
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La forma celular es diversa y su presentacién puede ser fusiforme
redondeada o estrellada. Su disposicién ordenada, cuando presentan una
conformacion fusiforme, es consecuencia de una situacion de estrés y esa
orientacidn es paralela a la tensién establecida. Los cultivos del presente
trabajo permitieron observar estos cambios morfoldgicos durante el tiempo
de crecimiento y desarrollo de los fibroblastos. Los primeros dias ante poca
densidad celular en el medio predominaban la formas estrelladas con
muchas prolongaciones citoplasmadticas -ver F-Resultados, figura 3 imdgenes 6 y H-, y
también aparecian algunas formas redondeadas, picnéticas sin adhesién al
fondo, correspondientes a fibroblastos muertos o inviables. Al ir
progresando la madurez del cultivo y la replicacién celular, la densidad iba
aumentando hasta consequir una saturacion fibrobldstica en el medio, con
morfologia fusiforme y contactos intercelulares -ver F-Resultados, figura 3
imdgenes K, L-. Se ha comprobado en investigaciones /n vitro previas que para la
sintesis celular de proteinas se precisa primero un contacto de la superficie
celular -confluencia-, y lo que afecta a las funciones del nicleo depende de
la forma celular del fibroblasto ya adherido -Modéer y cols.1988-.

Los fibroblastos ademds son células de morfologia grande y para conseguir
un gran nimero para la obtencion de proteinas en nuestro trabajo, se
requeria mds tiempo del previsto -de 4 a 6 semanas- por su crecimiento
lento y la utilizacién de flascones de mayor capacidad -150cm?-, por eso el
trabajo experimental se prolongd, sin contar con algln incidente ocurrido
como una infeccion por hongos en una fase del cultivo que obligé a empezar
de nuevo.

En cambio los fibroblastos correspondientes a las lineas celulares -NIH3T3
de ratén- presentaron mayor velocidad de replicacidn. Salvo esta diferencia
el comportamiento celular en el medio fambién fue similar.

En este trabajo experimental no se apreciaron diferencias morfoldgicas
entre los fibroblastos procedentes del AG y los de encia sin induccion
farmacolégica conocida; el comportamiento en los cultivos fue también
similar. Esta apreciacién coincide con otros estudios /n vitro en los que se
compararon fibroblastos responder y non responder y se observé una
homogeneidad en las pruebas de citometria de flujo -Fujii y cols.1994-. James y
cols.1998 observaron también el mismo comportamiento entre los 2 tipos de
fibroblastos en cultivos monocapa al someterlos a la influencia de
ciclosporinay TGFp. Aunque hay que tener presente que la muestra de encia
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sana que se sometié a este estudio, a pesar de no haber recibido /n vivo
ningin tratamiento farmacoldgico inductor de AG, se desconocia si los
fibroblastos podian ser responder. Segin otros investigadores, se ha
experimentado en el establecimiento de cultivos, que los fibroblastos de AG
inducidos por fenitoina tienen mayor capacidad de adhesion que
fibroblastos de encia normal, condicion indispensable para el crecimiento y
desarrollo de la poblacion. Esta propiedad dependeria de la produccién de
una matriz especifica /n vivo con capacidad de regular la adherencia y
propagacion celulares en el AG provocado por fenitoina -Modéer y cols.1988-.

Con respecto a la secrecion de la matriz extracelular, ha sido aportado por
la literatura cientifica que la estimulacion mecdnica con una fuerza
discontinua podria provocar una tension fibrobldstica con un cambio en el
patron de secrecion proteica de esta matriz. Esta modificacion se considera
como un fenotipo selectivo con distinta capacidad de sintesis y secrecion y
estaria también marcado por la variabilidad genética de los fibroblastos en
su respuesta a la estimulacién fisica y segln el tipo de coldgeno a secretar.
La traduccion clinica de estimulacién intermitente estaria en las funciones
fisiolégicas del lenguaje oral, masticacién, respiracién bucal, en la
inflamacién gingival, en el tratamiento ortoddncico y por supuesto en la
induccion farmacoldgica -Grinheid y Zentner 2005-, No fue objetivo de nuestro
trabajo el estudio funcional mecdnico ni la composicién de la matriz por
limitaciones técnicas, y por ello tampoco se estudiaron las interacciones
entre fibroblastos y éstos con la matriz extracelular.

Estas lineas celulares de cultivos primarios o de banco celular se adherian
en monocapa en el fondo del frasco y cuando eran confluentes dejaban de
proliferar -inhibicion por contacto- a diferencia de las células cancerosas
con adherencia en multicapa y proliferacién rdpida y sin relacion con la
confluencia como limite de crecimiento.

Existen sistemas de cultivos celulares en 3 dimensiones -3D collagen gel-
para conseguir un volumen de matriz extracelular y simular de forma mds
aproximada lo que ocurre /n vivo. Este tipo de cultivos presentan una
sintesis de coldgeno mucho mds alta que los cultivos en monocapa -James y
cols.1995- y éstos mayor que en el tejido /n vivo. A diferencia de lo que ocurria
en cultivos monocapa, la induccién de TGFp provocé aumento de sintesis
proteica y de coldgeno en fibroblastos de AG por ciclosporina y no en los de
origen de encia humana sana -James y cols.1998-. Los distintos tipos de coldgeno
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en el sistema de 3 dimensiones empiezan a observarse en el interior del
citoplasma de los fibroblastos: el tipo I a partir del 2° dia de cultivo y a las
3 semanas ya se veria dispuesto en fibras gruesas sin orientacion regular,
los otros tipos III, V y VI presentan una distribucién reticular de fibras
finas y tfambién aparecen pronto -Hillmann y cols.1999-. El cultivo que realizamos
tiene las caracteristicas de monocapa: ambiente que no es homogéneo por la
diferencia entre ambos lados de la capa celular -en su parte superior medio
de crecimiento y en su parte inferior el fondo del recipiente al que estd
adherido- y el crecimiento hasta la confluencia celular, a diferencia de los
cultivos en tres dimensiones similares a las situaciones /7 vivo -Nimni y Harkness
1988-. Por este motivo, en todos los hallazgos /n vitro obtenidos en la tesis, y
los revisados en la literatura, hay que reconocer que el comportamiento
celular es distinto al comparar con la situacion y ambiente /n vivo. Algunos
estudios ponen en evidencia estas diferencias: Seibel y cols.1989c¢
observaron aumentos de coldgeno y proteina global en cultivos de
fibroblastos gingivales procedentes de perros beagle sometidos a terapia
con ciclosporina a dosis de 25 mg/Kg/dia durante 8 semanas, en cambio si
eran fibroblastos gingivales sin prefratamiento y sometidos en el cultivo a
ciclosporina a dosis de 400 ng/ml al comprobar la sintesis de proteinas y de
coldgeno no se apreciaban cambios al comparar antes y después de la
induccion. También se pueden citar las influencias que 7/ vivo existen con
respecto a la modulacién que ejerce la respuesta inflamatoria en el
comportamiento y la interaccidn con las actividades de los fibroblastos -ver
2-Inflamacién gingival y respuesta adaptativa inmunitaria y 4.4-Patogenia-. En concreto los
efectos de los farmacos en los cultivos serian de accién directa por la
simplicidad del disefio del cultivo.

3-Proliferacion de los fibroblastos y pruebas de viabilidad

En el proceso de replicacién celular puede influir el cardcter reactivo -
responder- del fibroblasto. Asi ocurre en la fibromatosis gingival
hereditaria (FGH) en la que Coletta y cols.1998 observaron un aumento de la
proliferacion de fibroblastos reactivos al comparar con fibroblastos de
encia normal.

Por consiguiente la procedencia y calificacion de los fibroblastos -responder

0 no- que inician el cultivo es importante para prever el resultado de los
efectos de la induccién farmacoldgica. En este trabajo experimental en el
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que se cultivan fibroblastos responder procedentes de AG por induccién de
ciclosporina, no se llega a comprobar si /n vitro mantienen su caracteristica
de responder ante la induccion por otros fdrmacos inductores -fenitoina y
nifedipina- aunque en teoria es un fenotipo que se espera obtener.
Matsumoto y cols.2001 realizaron un estudio comparativo y cruzado de
muestras de encia de pacientes que recibian nifedipina, nicardipina y
nisoldipina, que eran responder, y las sometieron /n vitro a fdrmacos
también antagonistas del Ca -nifedipina, diltiazem, verapamil y nicardipina-,
tfomando como control positivo a fenitoina. Los resultados fueron de
reactividad para los fibroblastos procedentes de encia responder a
nifedipina y a nicardipina y de non responder para los procedentes de encia
reactiva a nisoldipina.

Al estudiar la viabilidad celular sometida a la accién farmacoldgica, fampoco
se observé un cambio importante en su forma celular con la administracién
de los fdrmacos.

Las dosis empleadas para las viabilidades de los fibroblastos se tomaron de
las que emplean la mayoria de trabajos experimentales /n vitro aportados en
la literatura cientifica. Sus valores estaban dentro de los rangos de medida
que permiten obtener unos efectos en la replicacién fibrobldstica y
compararlos.

En nuestros resultados la viabilidad de los fibroblastos fue la misma para
cada una de las 2 procedencias de fibroblastos -encia sana y AG- y se
observé reduccién de la proliferacion celular -para fenitoina- y de
estabilidad en el crecimiento fibrobldstico para la induccion de los otros 2
fdrmacos: nifedipina y ciclosporina. Estos resultados también coinciden con
el estudio de viabilidad realizado con fibroblastos de encia de ratdn

NIH3T3, aunque en este apartado experimental la induccion de fenitoina a
rango nM tampoco permitié ninguna variacién en la replicacion fibrobldstica.

En consecuencia, no se podia considerar que hubiera hiperplasia
fibrobldstica en las células procedentes de las muestras gingivales porque el
porcentaje de replicacién se mantenia las 24h, para nifedipina y ciclosporina
y disminuia para fenitoina, en ausencia de suero fetal bovino -que aporta
factores de crecimiento- incluso aumentando las dosis de los farmacos. Hay
que considerar la fisiopatologia del AG farmacoldgico en otros componentes
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estructurales que podrian ser responsables del sobrecrecimiento clinico
como se ha visto en el capitulo de la patogenia.

Estos efectos obtenidos sobre la proliferacion de los fibroblastos de
nuestro trabajo contradicen lo aportado por algunos autores y asimismo
coincide con otros en sus aportaciones experimentales. Esta variabilidad en
la respuesta de las poblaciones de fibroblastos puede ser consecuencia de
la acusada sensibilidad de las células del tejido conectivo -Cockey y cols.1986-,
aunque también hay factores variables en el procedimiento experimental
que influyen en los resultados.

Coley y cols.1986 comprobaron que ciclosporina a 400ng/ml provocé un
aumento ligero de la proliferacién al final del periodo de observacién de 10
dias mientras que se producia una inhibicion de la sintesis de proteina y
coldgeno al aumentar progresivamente la dosis de ciclosporina de 100 a
400ng/ml. Zebrowski y cols.1986,1988 observaron un aumento de sintesis
de DNA en los fibroblastos dosis-dependientes para los tres fdrmacos
inductores y mayores efectos para ciclosporina -250-500ng/ml- y
permitieron un crecimiento celular evidente a los 12 dias de cultivo.
También Bartold 1989 estudio el comportamiento de un cultivo de
fibroblastos sometido a ciclosporina y comprobé un incremento en la
sintesis de DNA con mdximo efecto a 10ng/ml aunque esta estimulacién de
crecimiento no afecté la produccién de glicosaminoglicanos ni de proteinas
en general. El mismo resultado obtuvieron Willershausen-Zonnchen vy
cols.1992 en una poblacion de fibroblastos cultivados durante 72h con
ciclosporina a una dosis de 1pg/ml con un resultado dosis-dependiente y sin
alteracidn de la sintesis de proteoglicanos de la matriz. Cuando la incubacion
se produjo en un periodo largo -6 semanas- los resultados fueron altos al
comparar con controles en la replicacion celular y en la sintesis de proteinas
y coldgeno. En un estudio similar de los mismos autores en 1994 con
induccidn de nifedipina en una poblacién de fibroblastos cultivados durante
72h con a una dosis de 10ug/ml y a 6 semanas a una dosis de lpg/ml
observaron también un incremento significativo -p<0.001- y sin alteracién de
la sintesis de proteoglicanos de la matriz. Mariotti y cols.1998 comprobaron
que ciclosporina y MI17 -su metabolito- indujeron un aumento de
proliferacion celular de 23,2% -a dosis de 400ng/ml- y 36,7% -100ng/ml-
respectivamente con respecto a los controles.

Moy y cols.1985 observaron un perfil de respuesta variable segin la
concentracién del farmaco y el periodo de incubacién sobre la replicacién
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celular, similar al que hemos obtenido ante una incubacion corta -3h- de la
poblacién de fibroblastos sometida a concentraciones bajas de fenitoina -
5ug/ml-, en cambio la respuesta proliferativa se mantenia alta durante un
periodo largo de incubacion -48h- con unas dosis altas de fenitoina-
50ug/mil-.

Otros autores han observado, coincidiendo con nuestros resultados,
reducciones evidentes de la proliferacion fibrobldstica o una ausencia de
cambios, al estar sometido el cultivo a los diversos fdrmacos:

Fan y Scott 1989 comprobaron que ciclosporina en un rango de dosificacion
amplio -200-800ng/ml- no aumenté la proliferacion celular. Sobhani y
cols.1989 observaron que ciclosporina inhibio la proliferacion de las 9 cepas
de fibroblastos gingivales humanos a distintas concentraciones -100, 400 y
1000ng/ml- en 72h de incubacion y los efectos inhibitorios fueron
dependientes de la dosis. Barber y cols.1992 comprobaron que fibroblastos
procedentes de AG inducido por ciclosporina sintetizaron menos DNA al
comparar con fibroblastos de encia sana o de pulmén fetal a unas
concentraciones normales plasmdticas -10'%g/ml-; si esta concentracién
aumentaba hasta 10°g/ml se producia una inhibicidn significativa.
Schincaglia y co0ls.1992 tampoco observaron ningln efecto de ciclosporina
sobre la sintesis de DNA.

También otros autores han observado un efecto inhibitorio de Ia
proliferacion de fibroblastos /n vitro al administrar a un cultivo monocapa y
en tres dimensiones altas concentraciones de ciclosporina -10 g/ml- con
resultados significativos -James y cols.1995-. Pistorius y cols.2003 estudiaron
fibroblastos de encia humana sometidos a distintos inmunosupresores y
comprobaron que en un periodo de incubacion de 6h la proliferacién celular
disminuyé en todos los cultivos bajo la accion de los farmacos con respecto
al control -78,2% para ciclosporina, 70,7% para azathioprina, 64% para
tacrolimus-.

Referente a la induccién de fenitoina para la proliferacién fibrobldstica,
Modéer y cols.1982 comprobaron que explantes tomados de nifios que
recibian el farmaco experimentaban una reduccion de la proliferacién del
20-25% al estar en contacto con el metabolito -p-HPPH- y comparar con los
fibroblastos que no estaban sometidos a esta induccién. La sintesis de
proteinas y la de DNA se mantenian sin cambios.
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La misma ausencia de inducciéon se obtuvo con fenitoina y nifedipina a
distintas concentraciones -5-10pg/ml y 100-200ng/ml respectivamente- en
un cultivo de fibroblastos procedente de encia sana -Salo y cols.1990-. Kato y
cols.2005 en sus experimentos con fibroblastos gingivales humanos
observaron que al someterlos a la induccion de fenitoina no se produjo
ningin efecto significativo sobre la proliferaciéon celular a unas
concentraciones de 5, 10 y 20ug/ml durante 20 dias de incubacién.

Otros estudios con antagonistas del calcio también han aportado
reducciones en la tasa de proliferacion fibrobldstica, conviene citar a Pernu
y cols.1989 en su estudio con verapamil en el que observaron este efecto al
comparar con fibroblastos control de encia sana a los 18 dias de incubacion.
En el estudio de Hassell y cols.1991 se comprobé que nifedipina no tuvo
ninguna accién a concentraciones proporcionales fisioldgicas. En otro
estudio /n vitro con fibroblastos de encia humana sometidos a la accion de
nifedipina no se observé ningln efecto en la proliferacién celular a una
concentracidn fisioldgica del fdrmaco -1x10® a 1x10°M-, al aumentar esta
concentracién -1x10°M- ya se produjo una inhibicién significativa -p<0.005-
de la replicacidn -Nishikawa y cols.1991-. Fujii y cols.1994 tampoco obtuvieron un
aumento significativo de la poblacion de fibroblastos de AG sometidos a
antagonistas del calcio al comparar con fibroblastos no reactivos. Coincide
con otros estudios /n vitro realizados con fibroblastos procedentes de una
fibromatosis gingival hereditaria en los que se observa una disminucion de la
velocidad de replicacion celular si se compara con controles y la causa se
establece en un posible defecto de los fibroblastos -Johnson y cols.1986, Shirasuna
y cols.1989-.

En nuestro estudio consideramos que esta reduccion no indica muerte
celular ya que no se observé a microscopia ningln signo de muerte en los
pocillos coincidiendo con la hipdtesis de Modéer y cols.1982. Se podria
considerar que habria una desaceleracion en la replicacion celular -parada
del ciclo celular- por la accion de los fdrmacos inductores en ambas lineas
celulares como consecuencia de citotoxicidad a partir de una dosis
determinada y para los 3 grupos de fdrmacos y que pudiera afectar en
alguna de las fases de la mitosis de los fibroblastos.

También es interesante observar que los fibroblastos que se sometieron al
medio rico con factores de crecimiento -suero fetal bovino (SFB)-
experimentaron menor proliferacion que aquéllos que crecieron sin su
presencia o ho se observaron cambios en la replicacion. Incluso en contra de
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lo que se esperaba, redujeron el porcentaje de viabilidad con mds intensidad
en el mayor tiempo de exposicion -72h-, y con el aumento creciente de dosis
especialmente cuando estaban sometidos a la accion de fenitoina. Este
efecto contradictorio se podria entender como un conflicto de competencia
no especifica entre los factores de crecimiento enddgenos que contiene
SFB y los fdrmacos inductores en la afectacidon del comportamiento de los
fibroblastos en el cultivo. Tal vez habria que reducir la concentracién de
SFB a un valor que permitiera un crecimiento fibrobldstico continuado del
cultivo. Segin James y cols.1995 esta concentracion mdxima de SFB seria
de 2,5% y en nuestro estudio la proporcion recomendada y administrada en
el medio de cultivo fue de 10% sin variar en ninguna condicién. En los
trabajos /n vitro de Fujii y cols.1994 y Matsumoto y cols.2001 la presencia
minima de SFB aplicada en el medio de cultivo fue de 1% para prevenir la
proliferacion celular y mantener las células en la fase S del ciclo celular,
adecuado para el estudio de la sintesis de DNA y de coldgeno, o como
minimo sincronizadas en la misma fase del ciclo celular -6riinheid y Zentner 2005-.
En el estudio de Anderson y cols.1998, ya se observé que la proliferacion de
fibroblastos era mayor en los casos en los que el medio estaba libre de SFB
y la respuesta celular dependia exclusivamente de los factores de
crecimiento exdgenos: PDGF y TGFp. En los casos en que el medio contenia
SFB se producia al parecer una modulacién de los factores exdgenos con
capacidad saturable, sin sumacion de efectos.

4-La transcripcion de TGFP, coldgeno y colagenasa

A partir de los resultados de las viabilidades la experimentacion se realizé
sélo con la muestra que presentaba el AG para el estudio de la transcripcidn
y traduccion proteicas ante la respuesta mds rdpida y esperada de los
fibroblastos responder.

Los resultados obtenidos en la Rea/ Time-PCR sorprenden al comparar con
otros de la literatura y en lo que cabria esperar en la patogenia del AG por
la disminuciéon de la degradacién del coldgeno: Obtuvimos unos valores
aumentados y significativos en los referentes a la expresion de mRNA-
colagenasa ante la induccion con ciclosporina a dosis de 300ng/ml vy
700ng/ml. También con nifedipina -1uM- hubo un aumento significativo para
mRNA-colagenasa. Posiblemente el origen de la muestra de encia en el
paciente transplantado bajo la administracion crénica de ciclosporina
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también correspondiera a un diagnéstico de enfermedad periodontal de
gravedad moderada con un componente destructivo en la insercién conectiva
que justificara los niveles altos de mRNA-colagenasa. Aunque estos
resultados corresponden a la expresion génica del mRNA del enzima y
habria que esperar el correspondiente a su traduccion como proteina en su
cantidad y en su actividad funcional enzimdtica de lo que se desconoce.

El grado de significacién estadistica de las barras en sus resultados no
dependeria de su valor absoluto sélo sino también del grado de dispersion
de los valores, por eso poca expresiéon de mRNA de proteina en alguna dosis
de fdrmaco era significativa si presentaba poca dispersion de valores como
la induccién de TGFB por la dosis 2 de ciclosporina o la correspondiente al
coldgeno por la dosis 2 nM de fenitoina.

En el estudio de Lohi y cols.1994 /n vitro con fibroblastos humanos de la
dermis se observd que ciclosporina aumentaba la expresién de la colagenasa
o bien la inducia a través de citocinas -IL1p, TNFa- y agentes procolagenasa
-ésteres de forbol-, y este dato coincidiria con el resultado obtenido en la
RT-PCR de nuestra muestra en la que se observaba una transcripcion génica
muy elevada de la colagenasa de 5 y 7 veces de expresion del mRNA por la
induccién de las dosis de ciclosporina. También en el estudio de Griinheid y
Zentner 2005 un par de cepas de fibroblastos expresaron un aumento de
colagenasa que se corresponderia con un incremento previo de su
transcripcién génica, aunque en unas condiciones de estimulacion mecdnica.

Por el contrario, otros autores han observado una disminuciéon de la
expresién mRNA-colagenasa:

Bolzani y cols.2000 comprobaron en estudios 7/ vitro que la adicion de
ciclosporina en cultivos de fibroblastos humanos provocaba una disminucién
de los niveles de colagenasa y estromelysina. Yamada y cols.2000
observaron que ciclosporina y fenitoina suprimian o disminuian la expresién
de la mRNA-colagenasa y de mRNA-catepsina L que es una cistein
proteinasa de los lisosomas que degrada componentes de la matriz
extracelular. En el estudio de Gagliano y cols.2004 con fibroblastos
gingivales humanos, la acumulacién de coldgeno que se producia por la
induccion de ciclosporina en el cultivo era consecuencia de una disminucion
de la degradacién por disminucién no significativa de la transcripcién de la
colagenasa y también de su actividad enzimadtica. Kato y cols.2005
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comprobaron en su estudio con fibroblastos gingivales humanos incubados a
distintas concentraciones de fenitoina -5, 10 y 20ug/ml- durante 2, 4 y 8h
una supresion dosis-dependiente de la expresion de mRNA-colagenasa.
También se asocié una reduccién de la endocitosis del coldgeno confirmada
por citometria y RTPCR de las expresiones de las proteinas de membrana
intfegrinas.

En un estudio con modelo de rata, en el que se sometié a un grupo de ratas a
una dieta con suplemento de ciclosporina, con controles sin fdrmaco con
observacion los dias O, 3, 8, 15, 30 y 55, se comprobd una reduccion de
mRNA-colagenasa, asociada a una actividad fagocitica disminuida -Kataoka y
cols.2000-,

La transcripcién del coldgeno en nuestro estudio experimental aumenté en
su expresion en casi todas las condiciones, pero de forma significativa para
la induccién de fenitoina a 35nM, con nifedipina a 80nM y 1uyM y con
ciclosporina a 700ng/ml, por lo que hubiera sido posible esperar una
traduccion proteica similar. Otros estudios de autores confirman o
contraponen estos resultados:

Shikata y cols.1993 observaron un incremento de la expresién génica de
coldgeno tipo VI en fibroblastos sometidos a la acciéon de fenitoina y
nifedipina. En cambio, Salo y cols.1990 observaron que la presencia de
fenitoina y nifedipina en un cultivo de fibroblastos gingivales humanos
provocaba un decrecimiento de la expresion de mRNA-coldgeno tipo I. En
estudios con modelo de rata, Kataoka y cols.2001 observaron una reduccién
de mRNA-coldgeno I en los fibroblastos gingivales después de someter a las
ratas a una dieta con nifedipina -125mg/Kg en la 1* semana y 250mg/Kg el
resto de dias- y se sacrificaron los dias 0, 3, 15, 30 y 55. Los controles no
recibieron el suplemento de nifedipina. En el estudio de la fagocitosis del
coldgeno I se observé una disminucién de esta actividad por lo que aumenté
el volumen neto de coldgeno. El mismo resultado se obtuvo en el estudio
experimental de los mismos autores administrando como fdrmaco
ciclosporina: disminucién de la transcripcién de coldgeno por RTPCR -Kataokay
cols.2000-.

Con respecto a la proteina TGFp, nuestro trabajo experimental permitio

obtener un aumento generalizado de su expresion de mRNA con resultados
significativos para 1 yM de nifedipina' y 700ng/ml de ciclosporina.
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Podria haber un reconocimiento celular de los fibroblastos mds evidente
hacia la expresién de mRNA de las tres proteinas por ciclosporina y
nifedipina -estos 2 fdrmacos permiten en las tres grdficas resultados
significativos- tal vez porque el paciente fuera mds reactivo /n vivo durante
afios con esta terapia ante su patologia y transplante renal.

5-La traduccidn del coldgeno

Los resultados obtenidos en la traduccién proteica de coldgeno por
induccién de los fdrmacos fueron indiferentes en la variacion concreta de su
sintesis aunque es ciertfo que otfros autores han mostrado en sus
observaciones /n vitro la misma ausencia de cambios en la sintesis de
coldgeno y proteinas en general también en sistema de cultivo en monocapa -
James y cols.1995-. Hassell y cols.1991 observaron una falta de influencia /n
vitro de nifedipina sobre la sintesis proteica de fibroblastos de AG humano
sometidos a nifedipina al comparar con los procedentes de encias humana
sana (p>0.05).

Nishikawa y cols.1991 observaron la misma falta de respuesta en muestras
de AG por nifedipina a concentraciones de 1x10” M, si aumentaban a 1x107
M se inhibian ambas de forma significativa. No se puede descartar la
supuesta falta de reconocimiento del Ac utilizado para el tipo I de coldgeno
ante un posible cambio de sintesis de tipo de esta proteina en el cultivo
debido a una alteracién ambiental en el medio -por aumento de densidad
celular y confluencia, por acciéon de SFB o por los productos de deshecho
celular..-. Willershausen-Zénnchen y cols.1992, Mariotti y cols.1998
comprobaron una inhibicién de la sintesis de coldgeno sin afectarse la
produccion del resto de proteinas en un cultivo de fibroblastos sometidos a
ciclosporina y a su principal metabolito M17 a dosis de 400ng/ml y a
100ng/ml respectivamente. Griinheid y Zentner 2005 en su estudio con
distintas cepas de fibroblastos sometidas a estimulacion tensional
obtuvieron resultados distintos en la produccién de coldgeno: el tipo I sin
diferencias significativas, el tipo IIT con aumento, reduccidn y sin cambios
en diversas cepas y el tipo V con aumento y sin cambios.

En el estudio de Zebrowski y cols.1986 se obtuvo un aumento significativo

en la produccion de coldgeno a altas dosis de ciclosporina y fenitoina -
~500ng/ml y ~10°ng/ml respectivamente- y en cambio disminuyé su sintesis
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en presencia de dosis bajas de nifedipina -~100ng/ml-. Schincaglia y
cols.1992 observaron que ciclosporina permitio el aumento de forma directa
de la sintesis de procoldgeno I a las 24h de induccién. Otros autores
obtuvieron en muestras de AG sometidas a antagonistas del calcio y a
fenitoina aumentos significativos de la sintesis de coldgeno y de DNA -Fujii y
cols.1994-. Gagliano y cols.2004 en un estudio /n vitro con ciclosporina como
farmaco inductor aportaron un aumento del depdsito de coldgeno pero de
forma indirecta: por reduccién de los niveles de colagenasa.

Por el contrario, para verapamil como inductor, se produjo una reduccion
estadisticamente significativa de la sintesis de coldgeno y de proteinas en
general en un estudio /n vitro -Pernuy cols.1989-.

En muestras de AG inducido por ciclosporina si el sistema de cultivo era en
tres dimensiones se producia un aumento estadisticamente significativo en
la sintesis de coldgeno y proteinas -Jamesy cols.1995-.

En un estudio con modelo de perro beagl/e se observé que tanto /n vivo -al
administrar 25mg/Kg/dia de ciclosporina durante 8 semanas- como en
laboratorio -400ng/ml durante 72h- se producia una elevacion de la sintesis
de coldgeno. La sintesis de proteinas también se incrementé con la
administracidn oral -seibel y cols.1989c-.

En nuestro modelo experimental podia haber sucedido una afectacion del Ac
que no reconocié a TGFp, resultados que no aparecieron objetivados de
ningin modo a pesar de que se repitié varias veces el procedimiento.

La actividad colagenolitica no se pudo valorar ante la ausencia de datos
concluyentes por lo menos en cuanto a la traduccion proteica de la
colagenasa aunque se obtuviera una cantidad de coldgeno invariable después
de la induccidn farmacolégica y una transcripcién previa de mRNA de ambas
proteinas con resultados distintos para cada induccién. Zebrowski y
cols.1988 estudiaron la actividad colagenolitica sobre la degradacién del
coldgeno C"* en un cultivo de fibroblastos sometido a los 3 fdrmacos
inductores. Fue mdxima a los 3 dias a partir de los cuales descendié por la
influencia de fenitoina y resulté invariable para ciclosporina, en cambio
nifedipina provocé un aumento de la misma, con efectos dosis-dependientes
para fenitoina y nifedipina. Tampoco se pudo valorar la via degradativa del
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coldgeno en su actividad fagocitica porque no se realizé ninguna técnica de
reconocimiento de receptores de membrana del coldgeno ni un estudio
ultraestructural que permitiera observar fagosomas citoplasmdticos
conteniendo coldgeno ni caracteristicas morfoldgicas que reconocieran un
aumento de actividad metabdlica sintética -aumento del reticulo
endoplasmadtico, mitocondrias, complejo de Golgi,...

La ciclosporina es capaz de aumentar los depésitos de glicosaminoglicanos
(GAG) por sintesis de fibroblastos en cultivos sometidos a ciclosporina pero
sélo cuando el cultivo era de baja densidad y/o de poca confluencia -Newell y
Irwin 1997-. Una regulacién por aumento -Up regulation- en la sintesis de GAG
por fibroblastos en respuesta a ciclosporina puede ser una posible
patogénesis de AG provocado por ciclosporina. Seglin Zebrowski y cols.1994
puede influir la presion osmética coloidal tisular que al aumentar provocaria
edema tisular que al asociarse con la acumulacion de GAG no sulfatados
favoreceria el AG. La fenitoina también se ha visto capaz de influir en la
sintesis y secrecion de GAG y coldgeno y modificar el fenotipo de los
fibroblastos que pertenecen a poblaciones heterogéneas: asi en un estudio
de Bosi y cols.1998 sobre el comportamiento de fibroblastos de paladar
hendido se observé que tienen mayor capacidad de sintetizar GAG y
coldgeno que fibroblastos normales y la administracion de fenitoina
modifico esta produccién con reduccion de coldgeno y especialmente de
GAG en fibroblastos normales mientras que no se alterd la secrecion de
GAG en los fibroblastos de paladar hendido. Vernillo y Schwartz 1986 ya
comprobaron en células mesenquimales de pollo que fenitoina era capaz de
modificar la accién de la colagenasa para aumentar la cantidad de coldgeno
asi como la concentracién de GAG, aproximadamente de 1,5 a 2 veces los
niveles iniciales. Barber y cols.1992 en su estudio comparativo de cultivos de
fibroblastos de diferentes origenes: AG por ciclosporina, encia sana y
pulmon fetal observaron una respuesta estadisticamente significativa menor
en la sintesis de GAG en la muestra procedente de AG.

En nuestro trabajo experimental, no se realizé el estudio del sobrenadante
in vitro para el andlisis de los GAG y de niveles de proteinas extracelulares
en general por la complejidad de la técnica y la limitacion de recursos.

Los resultados precarios en la expresién del coldgeno no invalidan su sentido

ya que se ha estudiado el coldgeno intracelular que tiene una via de
secrecion al exterior para la composicién de la matriz extracelular y donde
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serd metabolizado por la colagenasa. Por consiguiente no sorprende
encontrar poca variacién en los niveles de coldgeno intracelular acumulado y
con el dmbito extracelular sin estar estudiado.

La falta de correlacion entre los resultados de la expresion del mRNA del
coldgeno y su traduccion en lo que seria de esperar también un aumento
significativo de proteina, podria obedecer a alguna afectacion
transcripcional o modificacién en el proceso de eliminacion de las secuencias
de intrones.

Ante la interpretacién de los resultados obtenidos, se podria afirmar que el
aumento cuantitativo del mRNA-coldgeno y del mRNA-TGFR al comparar,
con el control sin induccion, estaria en lo admisible de Agrandamiento
Gingival por aumento de la matriz extracelular.

Cabria la determinacion de investigar con mayor nimero de muestras, y
llegar a la traduccion de TGFBR y de colagenasa. Estudiar la actividad
funcional de la colagenasa y comprobar su accién enzimdtica, independiente
de su cantidad y que en la muestra estudiada podia estar reducida y no ser
activa totalmente en su capacidad de degradacién.

Se podria considerar el efecto indeseable del Agrandamiento gingival por la
administracién del fdrmaco, como un efecto terapéutico en casos de pérdida
de la papila interdentaria... La investigacion siempre queda abierta para la
aplicacién de nuevos conocimientos cientificos en el tratamiento de las
enfermedades.
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ESTUDIO CELULAR Y MOLECULAR EN CULTIVOS DE FIBROBLASTOS TRATADOS CON
FARMACOS INDUCTORES DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL

H-CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Los fibroblastos gingivales de cultivos primarios son sensibles
a fdrmacos inductores de Agrandamiento gingival -fenitoing,
nifedipina y ciclosporina- .

2. Los fdrmacos inductores de Agrandamiento gingival no
provocan hiperplasia gingival secundaria a la proliferacion
celular de fibroblastos.

3. Los fdrmacos inductores provocan un incremento significativo
de la transcripcién del TGFB, coldgeno y colagenasa.

4. Los fdrmacos inductores no producen un incremento de la
traduccién del coldgeno, con repercusion en la matriz
extracelular.
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