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RESUMEN

El agrandamiento gingival es una entidad patolégica englobada dentro de la
clasificacion de la enfermedad periodontal. Las causas mas comunes son en primer
lugar como manifestacion secundaria al consumo de farmacos - hidantoinas,
ciclosporina y bloqueantes de los canales del calcio — y en segundo lugar, la forma

idiopatica asociada a un sindrome denominado fibromatosis gingival hereditaria.

La clinica de este agrandamiento gingival esta bien definida, pero las vias
moleculares no quedan del todo claras a pesar del gran nimero de ensayos que la han
abordado. En general se habla de una etiopatogenia multifactorial en la que se asocian
proliferacion de fibroblastos con descenso en su apoptosis, disminucion de la
degradacion de la matriz con aumento de su depoésito y la presencia de diversos

factores de crecimiento.

En el presente estudio hemos tratado de aclarar el papel que juega la
mitocondria en este proceso. Se conoce la importancia que esta organela toma en
procesos como la inflamacidn y distintas enfermedades sistémicas, entre ellas la
enfermedad periodontal. Ademas, al tratarse de farmacos cuya diana principal no va
a ser la encia pero que actdan a este nivel, queremos ver como afectan a otro érgano
de vital importancia, pero del que no tenemos una vision clinica directa, como es el

corazon.

Para lograr nuestros objetivos hemos usado en primer lugar un modelo
animal en el que inducimos la patologia con farmacos (ciclosporina A o nifedipina)
comparandolos con un grupo control, y en segundo lugar hemos evaluado el tejido
gingival de dos pacientes diagnosticados de fibromatosis gingival hereditaria. Asi,

hemos estudiado los tejidos a nivel histoldgico, ultraestructural y bioquimico con
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diversas técnicas. Analizando los resultados hemos encontrado que los cambios
morfoldgicos y funcionales en la mitocondria y el estrés oxidativo podrian estar
involucrados en la etiopatogenia de este proceso. El tratamiento con ciclosporina
produjo un incremento del estrés oxidativo a nivel cardiaco, por lo que el paciente
podria beneficiarse de un cotratamiento con antioxidantes para el control de este
efecto secundario al farmaco. Seguimos necesitando méas estudios que nos permitan

aclarar las vias moleculares en este proceso.
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ABREVIATURAS

ADN
AGEs
ARN
ATP
BSA
Ca2+
CEJ
CoA
CoQ
CO2
COsLi2
CIP
CsA
CT
CTGF 0 CNN2
CTL
CTP
DMEM
DTNB
E

EMT

ER

Acido desoxirribonucleico.

Productos finales de la glicacion avanzada.
Acido ribonucleico.
Adenosin-5-trifostato.

Albdmina de suero bovino.

Calcio.

Limite amelocementario.

Coenzima A.

Coenzima Q.

Dioxido de carbono.

Carbonato de litio.

Coctel inhibidor de proteasas.
Ciclosporina A.

Tejido conectivo.

Factor de crecimiento del tejido conectivo.
Control.

Papilas del tejido conectivo.

Medio Eagle modificado de Dulbecco.
5,5'-dithiobis(&cido 2-nitrobenzoico).
Epitelio.

Transicion de epitelio a mesénquima.

Crestas epiteliales.
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FAD
FN ED-A
FSP-1
GAPDH
HLA
HPLC
HRP
Hsp47
H20
H20q
H&E
IGF
IL-1
IL-2
IL-6

JE

LB
MDA
MetOH
MMPs
MMP-1
MMP-2

MMP-9

Flavina adenin dinucledtido.
Fibronectina con ensamblaje alternativo.
Proteina 1 fibroblasto-especifica.
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Antigeno linfocitario humano.
Cromatografia liquida de alta resolucion.
Peroxidasa de rabano.

Proteina de choque térmico 47.

Agua molecular.

Agua destilada.

Hematoxilina y eosina.

Factor de crecimiento semejante a la insulina.
Interleuquina-1.

Interleuquina-2.

Interleuquina-6.

Epitelio de union.

Tampon de carga.

Malondialdehido.

Metanol.

Matriz de metaloproteinasas.
Metaloproteinasa 1.

Metaloproteinasa 2.

Metaloproteinasa 9.
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MMP-12 Metaloproteinasa 12.

MMP-13 Metaloproteinasa 13.

MnSOD Manganeso superoxido dismutasa.
mTOR Mammalian target of rapamycin.
N Nifedipina.

NaCl Cloruro sodico.

NAD Nicotinamida adenin dinucleo6tido.
NaOH Hidrdxido de sodio.

NFAT Factores nucleares de células T activadas.
NH3 Hidroxido de amonio.

OE Epitelio oral.

OGG 8-oxoguanina DNA glicosilasa.
OSE Epitelio del surco.

0Os04 Tetradxido de osmio.

02 Oxigeno molecular.

PBMC Células mononucleares periféricas.
PBS Tampdn fosfato salino.

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
ROS Especies reactivas del oxigeno.
SDS Dodecilsulfato sodico.

TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico.
TBS Tampon tris salino.

TCA Acido tricloroacético.
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TEMED Tetrametiletiléndiamina.

TFAM Factor A de transcripcién mitocondrial.

TG Tampon de tris y glicina.

TGF-p Factor de crecimiento transformante beta.

TGF-B1 Factor de crecimiento transformante beta 1.

TIMPs Inhibidores de metaloproteinasas.

TrisHCI Tris(hidroximetil)aminometano y acido clorhidrico.
VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial.
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1.

INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD PERIODONTAL

Concepto

Suponen un conjunto de patologias que afectan a los tejidos de sostén del
diente o periodonto; incluyendo como tal a la encia, el ligamento periodontal, el

cemento radicular y el hueso alveolar.

Clasificacion

Las primeras clasificaciones de la enfermedad periodontal surgen ante la
necesidad de facilitar el trabajo a los clinicos en cuanto a identificacion y tratamiento.
Esta clasificacion a lo largo del tiempo ha ido sufriendo cambios para adaptarse a los
nuevos conocimientos sobre la etiologia y patogenesis de la enfermedad periodontal

e incluir nuevas categorias.

Asi, surge en 1999 una completa clasificacion de la enfermedad periodontal,
la cual deberd seguir en revision y actualizarse segun los nuevos descubrimientos y

necesidades clinicas que surjan en un futuro.

Con la actual clasificacion de 1999 propuesta por Armitage (1): “the
International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions”
ya se incluye a la patologia objeto de nuestro estudio; y se divide a la enfermedad

periodontal en:

l. Gingivitis:

a. Inducida por placa dental.

i. Inducida por placa dental soélo.
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1. Sin la contribucion de otros factores locales.

2. Con la contribucion de otros factores locales

(ver VIII a).

ii. Modificada por factores sistémicos.

1. Asociada con el sistema endocrino.

a. Gingivitis puberal.

b. Gingivitis asociada al ciclo menstrual.

c. Gingivitis asociada al embarazo.

i. Gingivitis.

ii. Granuloma pidgeno.

d. Gingivitis asociada a diabetes mellitus.

2. Asociada a discrasias sanguineas.

a. Gingivitis asociada a leucemia.

b. Otros.

iii. Modificada por medicacion.

1. Agrandamientos gingivales inducidos por

medicamentos.

2. Gingivitis inducida por medicamentos.

a. Asociada a anticonceptivos orales.
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b. Otros.

iv. Modificada por malnutricion.

1. Gingivitis por déficit de acido ascorbico.

2. Otros.

b. Lesiones gingivales no inducidas por placa.

i. Gingivitis con origen bacteriano especifico.

1. Lesiones asociadas a Neisseria gonorrhoeae.

2. Lesiones asociadas a Treponems Pallidum.

3. Lesiones asociadas a Estreptococcus.

4, Otros.

ii. Gingivitis de origen viral.

1. Infeccion por herpes virus.

a. Gingivoestomatitis por primoinfeccion.

b. Herpes oral recurrente.

c. Infeccion por varicela zoster.

2. Otros.

iii. Gingivitis de origen fangico.

1. Infeccion por candidas.

a. Candidiasis gingival generalizada.
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2. Eritema lineal gingival.

3. Histoplasmosis.

4. Otros.

iv. Lesiones gingivales de origen genético.

1. Fibromatosis gingival hereditaria.

2. Otros.

v. Gingivitis por manifestacion de enfermedades

sistémicas.

1. Desérdenes mucocutaneos.

a. Liquen plano.

b. Penfigoide.

c. Pénfigo vulgar.

d. Eritema multiforme.

e. Lupus eritematoso.

f. Inducida por drogas.

g. Otros.

2. Reacciones alérgicas.

a. Materiales de restauracion dental.

i. Mercurio.
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ii. Niquel.

iii. Acrilicos.

iv. Oftros.

b. Reacciones atribuidas a.

i. Pasta dental/dentifricos.

ii. Enjuagues/colutorios.

iii. Aditivos de gomas de mascar.

iv. Alimentos y aditivos.

v. Otros.

vi. Lesiones traumaticas.

a. Quimicas.

b. Fisicas.

c. Térmicas.

vii. Reaccion a cuerpo extrafo.

viii. Otro origen no especifico.

Periodontitis cronica.

a. Localizada.

b. Generalizada.

Periodontitis agresiva.
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a. Localizada.

b. Generalizada.

V. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.

a. Asociada a desérdenes hematoldgicos.

i. Neutropenia adquirida.

ii. Leucemias.

iii. Oftros.

b. Asociada con desordenes genéticos.

i. Neutropenia familiar y ciclica.

i. Sindrome de Down.

i. Sindromes de deficiencia en adhesién leucocitaria.

iv. Sindrome de Papillon-Lefévre.

<

Sindrome de Chediak-Higashi.

vi. Sindromes de histiocitosis.

vii. Glucogenosis.
viii. Agranulocitosis congenita infantil.
iX. Sindrome de Cohen.

X. Sindrome de Ehlers-Danlos (Tipos IV y VIII).

xi. Hipofosfatasia.
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xii. Otros.

c. Otro origen no especifico.

V. Enfermedad periodontal necrotizante.

a. Gingivitis ulcerativa necrotizante (GUN).

b. Periodontitis ulcerativa necrotizante (PUN).

VI.  Abscesos en el periodonto.

a. Absceso gingival.

b. Absceso periodontal.

c. Absceso pericoronal.

VIIl. Periodontitis asociada a lesiones endoddnticas.

a. Lesiones combinadas endodontico-periodontales.

VIII. Deformidades del desarrollo o adquiridas.

a. Factores locales dentales que modifican o predisponen a la

gingivitis/periodontitis inducida por placa.

i. Factores anatémicos.

ii. Restauraciones dentales.

iii. Fracturas radiculares.

iv. Reabsorciones radiculares cervicales y perlas del

esmalte.
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b. Deformidades y condiciones mucogingivales en el dentado.

i. Recesion gingival y de tejidos blandos.

1. Superficie vestibular o lingual.

2. Interproximal (papila).

ii. Falta de encia queratinizada.

iii. Disminucion de la profundidad de vestibulo.

iv. Frenillo aberrante.

v. Excesos gingivales.

1. Pseudobolsa.

2. Margen gingival inconsistente.

3. Pantalla gingival excesiva.

4. Agrandamientos gingivales (ver La.iii y 1.b.iv).

vi. Alteraciones del color.

c. Deformidades y condiciones mucogingivales sobre el reborde

desdentado.

i. Deficiencia del reborde vertical y/o horizontal.

ii. Falta de encia queratinizada.

iii. Agrandamiento de la encia y tejidos blandos.

iv. Frenillo aberrante.
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v. Disminucion de la profundidad de vestibulo.
vi. Alteraciones del color.
d. Trauma oclusal.
i. Trauma oclusal primario.

ii. Trauma oclusal secundario.

1.2 MORFOLOGIA DE LA ENCIA SANA
Anatomia macroscépica

La encia es la parte de la mucosa masticatoria que recubre la apofisis alveolar
y rodea la porcion cervical de los dientes. Adquiere su forma y textura definitivas
con la erupcion dental. Se extiende desde el margen gingival libre hasta la linea
mucogingival, donde se continda con la mucosa alveolar (esto no ocurre a nivel
palatino, donde toda la mucosa es de tipo queratinizado), y su anchura varia entre 1

y 9 mm, aumentando con la edad (Figura 1).
Esta formada por:

- Encia libre (desde el margen gingival libre, hasta la linea de encia libre - que
corresponde horizontalmente con el limite amelocementario -). De color rosa
coralino, opaca y de consistencia firme. Incluye también a las papilas

interdentales.
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- Encia adherida (desde la linea de encia libre, hasta la linea mucogingival). De
color rosa coralino, textura firme y punteada (debido a las fibras conectivas

que se anclan al cemento y hueso adyacente).

Punto de contacto interproximal

Papila interdental

o< ! )
I \ i ”
\ Epitel
I\ | P ] , pitelio de union
v A\' B Encia libre
& 14 \‘
/l(} l i Encia adherida
= /i ) \\‘
- N AL Linea mucogingival
» \ |’ " L
] o L Mucosa alveolar
" He
e f“s i
v b 2

Figura 1. Anatomia macroscopica de la encia. Imagen modificada de “Periodontologia clinica e
implantologia odontologica”, Tomo 1. 5° edicion.

Anatomia microscépica
La encia est4 formada por epitelio y tejido conectivo/lamina propia.

En primer lugar tenemos el epitelio bucal, que es el que apunta a la cavidad
oral, siendo un epitelio plano, estratificado y queratinizado. EI componente celular
principal son los queratinocitos (90%), pero también encontramos los siguientes tipos
celulares: melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel y células

inflamatorias.

El limite con el tejido conectivo subyacente presenta una serie de
proyecciones que se denominan papilas de tejido conjuntivo o papilas coriales, que

estan separadas unas de otras por las crestas epiteliales o papilas dérmicas.
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El epitelio bucal se continGa a partir del margen gingival libre con el epitelio
dentogingival, formado por el epitelio del surco (con células cubicas y superficie
queratinizada), que enfrenta al diente sin estar en contacto con la superficie del
esmalte) y el epitelio de union (con células méas grandes y separadas, con menos
uniones entre ellas -desmosomas- y ausencia de papilas coriales), que provee el
contacto entre la encia y el diente, presentando sus células hemidesmosomas en union

con el esmalte (similar a la membrana basal entre epitelio-conectivo) (Figura 2).

Figura 2. Anatomia microscopica de la encia. Observamos el epitelio (E), dividido en epitelio oral (OE), epitelio
del surco (OSE) y epitelio de unién (JE). Bajo el epitelio vemos el tejido conectivo (CT). Tenemos una linea que
divide la encia a nivel del limite amelocementario (CEJ). A mayor aumento observamos las papilas de tejido
conectivo (CTP) y las crestas epiteliales (ER), formando un entramado que permite que un tejido penetre en otro.
Imagen modificada de “Periodontologia clinica e implantologia odontologica”, Tomo 1. 5° edicion.

Por otro lado, el componente tisular predominante en la encia es el tejido

conectivo, lamina propia o corion; cuyos componentes principales son:

- Fibras. Colagenas en su mayoria (producida por fibroblastos, cementoblastos
y osteoblastos), aunque también encontramos fibras de reticulina, de

oxitalano y elasticas.
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- Células. Siendo predominante el fibroblasto (65% de la poblacion celular
total y encargado de la sintesis de diversos tipos de fibras ademas de algunos
componentes de la matriz del tejido conectivo). También encontramos
mastocitos (responsables de la sintesis de algunos componentes de la matriz
y productora de sustancias vasoactivas), macrofagos (derivados de los
monocitos sanguineos, con funciones fagociticas y de sintesis), y células
inflamatorias  de  distintos  tipos:  granulocitos  neutrofilos o

polimorfonucleares, linfocitos y plasmocitos.

- Matriz. Producida principalmente por los fibroblastos, algunos componentes
por los mastocitos y otros derivan de la sangre. Compuesta por complejos
macromoleculares de proteinas e hidratos de carbono, que se clasifican
generalmente en  proteoglucanos (contienen  glucosaminoglucanos,
determinantes de la presion osmdtica e importantes en la elasticidad y

consistencia del tejido) y glucoproteinas (2).

1.3 AGRANDAMIENTO GINGIVAL

Concepto

Se refiere, en esencia, a un aumento de encia adherida a nivel de la encia libre
que sobrepasa el limite amelocementario con engrosamiento del tejido. La literatura
usa una amplia gama de terminologia para referirse a esta situacion: hiperplasia,

hipertrofia, aumento o agrandamiento.

Los términos agrandamiento o aumento, son clinicamente descriptivos;

mientras que hiperplasia e hipertrofia son términos histologicos.
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Hiperplasia describe el aumento de tamafio de un érgano debido a un
incremento en el nimero de sus células. Esta deberia distinguirse del término
hipertrofia, el cual es exceso de crecimiento del tejido debido a un aumento en el

tamano de las células (3).

“Agrandamiento” (“overgrowth”) es el término preferido para referirnos a
muchas de estas situaciones en relacién con medicamentos, previamente etiquetadas
como “hiperplasia gingival” e “hipertrofia gingival”, ya que estos términos no
reflejan nuestro conocimiento actual sobre el aumento macroscopico de una encia

histolégicamente alterada (4).

Por lo tanto, con los conocimientos actuales, definir a esta situacion con el

término de agrandamiento gingival es lo que nos parece méas adecuado.

Clasificacion

El agrandamiento gingival puede ser clasificado en funcion del grado de

crecimiento clinico del tejido gingival (3):

- Grado 0, no hay signos clinicos de agrandamiento.

- Grado 1, el agrandamiento esta confinado a la papila interdental.

- Grado 2, el agrandamiento se extiende mas alla de la papila por el

resto de tejido queratinizado.

- Grado 3, el tejido gingival llega a cubrir tres cuartas partes 0 mas del

diente.

Principales causas
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La causa més comun de aumento del tejido gingival es una inflamacion
inducida por placa. Pero tenemos una serie de situaciones de aumento del tamafio del
tejido en las que el factor etioldgico no va a ser puramente inflamatorio, y estas son,

de mayor a menor frecuencia:

1. Agrandamiento gingival por medicamentos.

2. Fibromatosis gingival hereditaria.

3. Neurofibromatosis |.

4. Infiltrado leucémico gingival.

5. Agrandamiento gingival como manifestacién del linfoma de Hodgkin.

6. Sindrome de Sweet.

7. Sindrome de Schinzel-Giedion (3).

Farmacos comunmente asociados

El agrandamiento gingival asociado a medicamentos se produce como un
efecto secundario a fa&rmacos que son usados principalmente para tratamientos no

dentales, en los que la encia no es su 6rgano diana.

Estos farmacos asociados con el aumento gingival pueden ser categorizados

en general dentro de tres grandes grupos, de acuerdo a su accion terapéutica (4):

1. Anticonvulsivantes (especialmente fenitoina - Dilantina®, Epanutin®,

Neosidantoina®, Sinergina®).

2. Inmunosupresores (principalmente ciclosporina A - Neoral®,

Sandimmune®).
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3. Antagonistas de los canales de calcio (principalmente nifedipina -
Adalat®, Nifelat®- aunque también se ha descrito con otros principios

activos de la misma familia — amlodipino, diltiazem, verapamilo, etc).

El tratamiento con ciclosporina se sigue prescribiendo a una gran proporcion
de los pacientes trasplantados o con patologias autoinmunes, y se estima que ira en
aumento debido a la alta eficacia de la terapia (5). Por otro lado, segun datos de la
Organizaciéon Mundial de la Salud de 2012, uno de cada tres adultos presentaba
hipertension arterial, siendo factor de riesgo de infarto y otras enfermedades
cardiovasculares. Muchos de estos pacientes logran controlar su tension gracias a la

administracion de antagonistas de los canales del calcio.

1.4 CICLOSPORINA A

La ciclosporina A (CsA) fue aislada por primera vez en Suiza en 1970, como
un metabolito del hongo Tolypocladium inflatum gams. En un principio se utilizé
como antifungico demostrando tener poco valor; sin embargo, sus polipéptidos
ciclicos poseen una potente accion inmunosupresora (6), permitiendo prolongar la
supervivencia de los trasplantes alogénicos que involucran a piel, corazén, rifién,

higado, pancreas, médula 6sea, intestino delgado y pulmén.

La ciclosporina A (Sandimmune™; Neoral™) ha demostrado suprimir algo
la inmunidad humoral (linfocitos B), y en un grado mucho mayor, la inmunidad
celular (linfocitos T), ayudando a tratar el rechazo de aloinjertos, hipersensibilidad
retardada, la enfermedad de injerto contra huésped y enfermedades autoinmunes (7).

Mecanismo de accion y farmacodinamica
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Se trata de un farmaco que inhibe la transmision de sefiales de activacion,
uniéndose selectivamente a las inmunofilinas del citoplasma celular (moléculas que
participan en el plegamiento de proteinas implicadas en el crecimiento celular), en
concreto a la ciclofilina, formando un complejo que facilita la accion del farmaco
sobre su molécula diana: la calcineurina (8).

La farmacodinamia de la ciclosporina principalmente envuelve al linfocito T;

su respuesta y papel en el rechazo a trasplantes, que puede ser resumida en:

Reconocimiento de antigeno del tejido extrafio.

- Procesamiento de los antigenos por macréfagos con la posterior produccion

y liberacion de interleuquina-1 (IL-1).

- Activacion por parte de la IL-1 de precursores de linfocitos T-citotoxicos, los

cuales adquieren receptores para interleuquina-2 (IL-2).

- Activacion de linfocitos T-helper con la produccion y liberacion de IL-2, la

cual es acentuada por la IL-1.

- Amplificacion clonal de linfocitos T-citotdxicos que causan lisis mediada por

celulas y rechazo al tejido extrafio.

La ciclosporina inhibe muchos de estos estadios, actuando tanto a nivel
celular como molecular. Especificamente, la ciclosporina inhibe la sintesis de IL-2
con concentraciones de entre 10 y 20ng/mL. Tal inhibicion, limita la amplificacion
clonal de linfocitos T-citotdxicos. A altas concentraciones (100ng/mL), inhibe la
capacidad de los linfocitos T-citotoxicos de responder a IL-2. Se piensa que el
mecanismo por el cual se produce esta inhibicion es debido al bloqueo de los
receptores de IL-2 en estas células. Por otro lado, la ciclosporina tiene un “efecto

ahorro” sobre los linfocitos T-supresores.
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La accidn de la ciclosporina parece ser selectiva de los linfocitos T. Los
linfocitos T-supresores parecen ser resistentes a la ciclosporina, mientras que los T-
citotoxicos y T-helper son sensibles. Esta diferencia puede ser debida a las
propiedades de unién entre farmaco y célula, y a la posterior internalizacion de las

moléculas de ciclosporina dentro de la estructura celular (9).

Una vez introducida en el citoplasma del linfocito T, la ciclosporina se une a
la ciclofilina, formando un complejo capaz de unirse a la calcineurina y provocar asi
la inhibicidn de su actividad. EIl resultado final de este complejo formado por tres
proteinas es la incapacidad de activacion de los genes que estan involucrados en la

activacion de la célula T (10).

Farmacocinética

La ciclosporina puede ser administrada por via oral, intramuscular o
intravenosa. Tras la administracion oral, el farmaco es absorbido a nivel del tracto
gastrointestinal mostrando gran variacion interindividual. La concentracion
plasmatica maxima la alcanza a las 2 o0 3 horas después de la dosis, teniendo una vida
media en suero de entre 17 y 40 horas. La ciclosporina es metabolizada en el higado
y este metabolismo es principalmente mediado por el sistema enzimatico citocromo
P450 monoxidasa; incluyendo N-desmetilacion, hidroxilacion y ciclacion. Siendo
identificados algunos de sus metabolitos. Muchos de estos metabolitos son
excretados por via biliar a traves de las heces. S6lo el 10% son excretados por via

renal (9).

Posologia

Para el mantenimiento de la inmunosupresion se requieren unas dosis orales

diarias de entre 10 y 20mg por kilogramo de peso. Estas dosis permiten una
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concentracion en suero de entre 100 a 400ng/mL. Debido a la variabilidad
interindividual en la biodisponibilidad, en un rango entre el 20 y 50% en adultos, y
al relativamente estrecho rango terapéutico del farmaco, la seleccion de una dosis
terapéutica dptima debe basarse en una monitorizacién individual de ciclosporina en
sangre. La meta es tratar a cada paciente con una dosis efectiva lo més baja posible;

siendo los niveles deseados en suero entre 100 y 250ng/mL (11).

Debido a la variabilidad intra e interindividual en la farmacocinética de estos
farmacos y a su estrecho intervalo terapéutico, se recomienda monitorizacion de sus

concentraciones (8).

Aplicaciones terapéuticas

Las aplicaciones terapéuticas las podemos dividir en general en dos grandes

grupos:

- Trasplantes. Prevencién del rechazo agudo del injerto en el trasplante
alogénico de 6rgano sélido y de la enfermedad de injerto contra huésped en
el trasplante de médula dsea. Debido a su toxicidad, se administra asociada a
otros farmacos con los que se consigue reducir la dosis y el riesgo de

toxicidad.

- Enfermedades autoinmunes. En la uveitis de naturaleza no infecciosa y
resistente a corticoides, la uveitis en la enfermedad de Behcet, la psoriasis
grave que no responde al tratamiento convencional, indicada en sindrome
nefrotico, en el tratamiento de la artritis reumatoide, en la dermatitis atdpica
grave y en enfermedades inflamatorias intestinales tales como la enfermedad
de Crohn y la colitis ulcerosa. También se ha usado para el tratamiento de la

diabetes mellitus insulino-dependiente y otras alteraciones autoinmunes
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como el liquen plano erosivo, lupus eritematoso, pénfigo, penfigoide,

esclerosis multiple (8, 11).

Ademas de estos dos grupos de patologias, recientemente se ha utilizado

como complemento en el tratamiento de la hepatitis activa y el SIDA (5).

Efectos adversos

La mayoria son dependientes de las dosis y con frecuencia son reversibles

con una disminucion de la misma o con el cese de administracion del farmaco.

Los principales efectos adversos incluyen nefrotoxicidad, hepatotoxicidad,
hipertension, neurotoxicidad, predisposicion a las infecciones bacterianas, fungicas

y virales, fibrosis del tejido pulmonar, pericardico e insuficiencia renal.

El efecto adverso mas notable en términos odontoldgicos es el agrandamiento

gingival (11).

1.5 NIFEDIPINA

Se trata de un farmaco que pertenece al grupo de los antagonistas de los
canales de calcio o bloqueantes de los canales de calcio dependientes de voltaje de
subtipo L, desarrollados para el manejo de las enfermedades cardiovasculares. Estos
farmacos pueden clasificarse segun su composicién quimica en derivados de
benzodiazepina; derivado de bencilalquilamina; o sustitutos de dihidropiridinas;

siendo el principal representante de este dltimo grupo la nifedipina (7, 12).

Mecanismo de accion y farmacodinamia
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El calcio es uno de los mensajeros intracelulares mas ubicuos y de mayor

protagonismo en procesos de regulacion celular de lo mas variado.

Las indicaciones terapéuticas de los antagonistas de los canales del calcio se
basan en sus efectos sobre la homeostasis celular del calcio en el musculo liso

vascular y estriado cardiaco.

Las células se encuentran sumergidas en elevadas concentraciones de calcio,
pero solo cuando se excitan permiten el paso de este al interior, utilizando para ello
sus propios canales dependientes de voltaje. Se han llegado a identificar hasta cinco
canales con distinta sensibilidad a farmacos y toxinas. El tipo L se encuentra en
neuronas, cardiomiocitos, células musculares lisas vasculares y no vasculares, y
células endocrinas; bloqueandose por mediacion de este extenso grupo que

componen los antagonistas de los canales de calcio.

Los bloqueantes de los canales de calcio tipo L acttan inhibiendo el flujo de
iones de calcio a través de la membrana de las células cardiacas y del musculo liso;

sin que se traduzcan sus efectos en el musculo esquelético y células neurosecretoras.

La nifedipina, uniéndose a receptores acoplados a dichos canales, precipitan
su cierre, el descenso de los niveles citosélicos de calcio y la vasodilatacion; siendo
la nifedipina el de mayor potencia vasodilatadora. Esta vasodilatacion es selectiva

para lechos arteriales, y se afectan poco los venosos.

La caida brusca de las resistencias periféricas y de la presion arterial, pone en
marcha un doble mecanismo compensador: vasoconstriccion periférica e incremento
de la frecuencia y gasto cardiaco (activacion simpatica refleja). Por ello, la nifedipina
produce una discreta taquicardia y modesto incremento de la contractilidad

miocérdica (7, 12).
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Farmacocinética

Este farmaco se va a absorber por via oral con gran rapidez, alcanzando su
concentracion méxima en 20-45 minutos y presenta una vida media de eliminacion
de 3 horas. Por via sublingual la absorcion es ain més rapida. El efecto hipotensor
comienza a los 20 minutos (5 por via sublingual) y perdura 4-6 horas, lo que obliga

a administrarlo tres o cuatro veces al dia.

Se ha desarrollado un preparado galénico: OROS (Oral Release Osmotic
System) que proporciona concentraciones plasmaticas constantes durante 24 horas

(12).

Principales aplicaciones terapéuticas

Angina de pecho. Efecto antianginoso derivado de la vasodilatacion

coronaria.

- Hipertensidn arterial. Los antagonistas de los canales de calcio se consideran

farmacos de primera linea en el tratamiento de la hipertension arterial.

- Otras enfermedades vasculares. Prevencion del espasmo de ciertas

vasculopatias periféricas y en el tratamiento de migrafas.

- Proteccion renal. Indicada en nefropatias y en insuficiencia renal secundaria

al uso de ciclosporina, entre otros, asi como en el trasplante renal.

Efectos adversos

Aunque la hiperplasia gingival es la Unica complicacion oral recogida hasta
la fecha, hay asociados al consumo de blogueantes de canales de calcio un gran

numero de efectos adversos.
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La potente vasodilatacién puede causar enrojecimiento, cefalea, edema
periférico, taquicardia refleja, hipotension y bradicardia. Otras reacciones adversas
incluyen alteraciones en la conduccidon cardiaca, trastornos gastrointestinales
(estrefiimiento), efectos betabloqueantes. Trastornos cutdneos, como la necrolisis
epidérmica, dermatitis exfoliativa, erupcion cutanea y fotosensibilidad, también se

han registrado, ademas del agrandamiento gingival.

En general, son bien tolerados y efectivos. Ya que la mayoria de estos efectos
adversos no son frecuentes y normalmente estan limitados al efecto vasodilatador

(13).

1.6 AGRANDAMIENTO GINGIVAL POR CICLOSPORINA Y

NIFEDIPINA

Antecedentes

El primer caso de agrandamiento gingival inducido por farmacos fue
registrado en 1939 como consecuencia de la administracion crénica de un agente

antiepiléptico, hidantoina (fenitoina - Dilantina®) (14).

La asociacion entre la terapia con ciclosporina y el agrandamiento gingival
fue registrada algo maés tarde, a principio de los afios 80, durante el proceso de
evaluacion inicial del farmaco. La posterior experimentacion animal confirmé este

efecto no deseado (9).

El primer caso de agrandamiento gingival inducido por ciclosporina fue
publicado en la literatura dental en 1983 por Rateitschak-Pliss et al; quienes en un

estudio sobre 50 pacientes trasplantados renales, encontraron que 7 de ellos
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desarrollaron problemas gingivales similares a los anteriormente descritos para
Dilantina®, pero en relacion con la ciclosporina; produciéndose el agrandamiento

gingival entre 4 y 6 semanas después de iniciar el tratamiento con ciclosporina (15).

Un afio mas tarde, en 1984, fue cuando se publicaron los primeros casos de
agrandamiento gingival asociado al consumo de nifedipina por Lederman et al,
quienes observaron en un paciente de 58 afios en tratamiento con nifedipina un
incremento de la encia que comenzo a los 3 meses de iniciar el tratamiento, que
mejoraba con su suspension y se exacerbaba con su reinstauracion; siendo similar a
los anteriormente descritos para fenitoina y ciclosporina (16). De manera casi
simultanea, Ramon et al describieron 5 casos de agrandamiento gingival asociado al
tratamiento con nifedipina de caracteristicas muy similares a los agrandamientos

producidos por Dilantina® (17).

Epidemiologia

En un andlisis de los diferentes estudios, la prevalencia de aparicion de la
hiperplasia con relacién a la ciclosporina se encuentra en un amplio rango de entre el

8 al 100% (5).

Para la nifedipina, el rango de prevalencia de acuerdo con la literatura se

encuentra entre el 14,7 y el 83% (18).

Por otro lado, se sugiere la existencia de sinergismo entre ambos farmacos,
de manera que la prevalencia aumentaria cuando se administraran de manera

conjunta (19).

Manifestaciones orales
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Ocurre habitualmente durante los tres primeros meses de estar recibiendo
terapia con ciclosporina o nifedipina. Se produce un incremento de tamafio de la
encia adherida que comienza a nivel de la papila interdental, siendo mas frecuente a
nivel vestibular de la region anterior que en lingual o palatino. Gradualmente, puede
Ilegar a extenderse en sentido vestibulo-lingual y coronal, pudiendo llegar a cubrir la

corona dental por completo (11, 20) (Figura 3 (21)).

Figura 3. Imagen clinica de un paciente con agrandamiento gingival inducido por
medicamentos (Nakib & Ashrafi, 2011).

Esto va a causar problemas estéticos, dificultades funcionales (masticacion,
habla y contacto oclusal), ademas de dificultar al paciente el mantenimiento de una
higiene oral adecuada, favoreciendo el acumulo de placa y la aparicion de

complicaciones inflamatorias en un paciente con un problema sistémico de base (3).
Factores de riesgo

No todos los pacientes que consuman estos farmacos van a desarrollar el
agrandamiento, de hecho, en la literatura se habla de pacientes “susceptibles” y
pacientes “no-susceptibles”. De ahi que se estén tratando de identificar todos los
posibles factores relacionados con la aparicion y la severidad de este agrandamiento

(22, 23, 24). Entre ellos encontramos:
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Edad. Reconocida como un factor de riesgo importante para la ciclosporina,
siendo los nifios y adolescentes més susceptibles (25). Numerosos estudios se
han centrado la prevalencia dentro de pacientes pediatricos trasplantados,
observandose valores significativamente mas altos con respecto a los adultos
(26). Esto sugiere que un componente hormonal contribuiria a la sensibilidad
del fibroblasto al farmaco. Para la nifedipina, la edad no es aplicable ya que
el uso de este fArmaco esta principalmente confinado a adultos de la tercera y
mediana edad. Por lo que no se establece a la edad como factor de riesgo para
desarrollo de agrandamiento gingival por nifedipina.

Género. Muchos de estos estudios presentan sesgo debido a que los pacientes
trasplantados son con mas frecuencia hombres que mujeres. Parece que existe
una mayor predileccién por hombres que por mujeres, ademas de afectarse
estos con mayor severidad (27). Respecto a los bloqueantes de los canales del
calcio, se habla de que el hombre presenta tres veces méas de probabilidad de
desarrollar el agrandamiento que la mujer (28). Parece que el umbral minimo

de farmaco en suero es menor para el hombre.

Variables del farmaco. Una gran cantidad de variables farmacocinéticas han
sido estudiadas (dosis, duracion, concentracion en suero, saliva y fluido
crevicular) sin encontrarse hallazgos consistentes. Varia mucho de un estudio
a otro la manera de clasificar el agrandamiento, el momento de obtencién de
la muestra sanguinea, el nimero de pacientes y la evaluacion de la
farmacocinética del propio farmaco. No parecen ser datos Utiles a la hora de
ver como el paciente podria responder a uno de estos farmacos. En lo que si

parecen coincidir la mayoria de los estudios es que se requiere superar un
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umbral de concentracion del farmaco para que se produzcan los cambios

gingivales, y este varia de un individuo a otro.

- Medicacion concomitante. Es bastante comun la asociacion de ciclosporina
con nifedipina en el paciente trasplantado para controlar la hipertension
secundaria al inmunosupresor. Existe bastante evidencia de que la
combinacién de ambos farmacos produce mayor agrandamiento gingival que
si se administrasen de manera individual (29, 30, 31). Sugiriéndose que la
prevalencia de este efecto no deseado aumenta significativamente, pero no la

severidad (32).

Por otro lado, prednisolona y azitromicina parecen proporcionar cierto grado
de proteccién frente al desarrollo del agrandamiento; pudiendo ser derivada

de su accion antiinflamatoria (33).

- Variables periodontales. Los cambios inflamatorios inducidos por placa
parecen exacerbar la expresion del agrandamiento, independientemente del
farmaco inductor. Esto sugiere una relacion de causalidad entre la higiene oral

del paciente y el desarrollo del agrandamiento gingival (25, 28).

Debemos tener en cuenta que muchos de estos estudios son transversales, y
es dificil de determinar si el acumulo de placa es factor inductor o
consecuencia del cambio gingival. En otras circunstancias, donde hay
estructuras adicionales, tales como aditamentos ortodoncicos que interfieren

con la limpieza, la prevalencia del agrandamiento es alta (34).

Un ensayo en ratas sugiere que la nifedipina por si sola no es capaz de inducir
el agrandamiento, sino que requeriria la presencia de algun factor irritante

como es la inflamacidn del periodonto (35).
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En el caso de la ciclosporina, se ha observado que el estado periodontal previo
al inicio del tratamiento en pacientes trasplantados esta relacionado con
mayor probabilidad de desarrollar el agrandamiento (36). Analizando la
higiene durante el tratamiento en otro grupo de pacientes trasplantados se
observd también, que esta no previene su aparicién (25). Por otro lado, un
estudio en nifios trasplantados concluyé que el factor mas relacionado con la
aparicion y severidad del agrandamiento era el indice de placa (37). De lo que
no existe duda es que la mejora de la higiene y la reduccion del componente
inflamatorio, parecen minimizar la severidad del agrandamiento inducido por
ciclosporina. Aunque seguimos observando a un grupo de pacientes en los
que se va a desarrollar el agrandamiento independientemente de su higiene y
condicion periodontal, aqui otro tipo de factores deben tener mayor

importancia.

Tabaco y enfermedades sistémicas subyacentes. En un estudio
epidemioldgico en el que se evaluaron un amplio nimero de sujetos parecid
tener importancia la relacion entre agrandamiento gingival, tabaco,
enfermedad cardiovascular y periodontitis (38). Para los bloqueantes de los
canales de calcio, es interesante como los cambios gingivales son mas
pronunciados en pacientes que los toman por desérdenes cardiovasculares

que los que los toman por otros motivos.

Factores genéticos. Un factor clave ha sido atribuido a la heterogenicidad en
los fibroblastos en los estudios in vitro, pero se ha tenido poco exito a la hora
de extrapolar clinicamente estos hallazgos valorando el riesgo para el
paciente. Se habla de una predisposicion genética del paciente que podria

tener su explicacion en el citocromo P450, que participa en el metabolismo
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hepéatico de ambos farmacos, pero es poco préactico a la hora de la evaluacién

en clinica (39).

También se ha evaluado el polimorfismo en el gen que codifica al

transportador de ciclosporina: P-glucoproteina.

Otros estudios se han centrado en la expresion del antigeno linfocitario
humano (HLA). EL fenotipo de este marcador es determinado previamente al
trasplante en todos los pacientes. EI mecanismo no esta claro, pero se ha
postulado una posible relacion entre la expresion de HLA y la incidencia del
agrandamiento, identificandose un desequilibrio entre los genes HLA y no-

HLA en el cromosoma humano 6 (40).

Un estudio sobre pacientes sometidos a trasplante y bajo terapia con
ciclosporina habla de una triada que explicaria la mayor parte de la variabilidad del
agrandamiento gingival. Incluyendo en esta triada a la inflamacién gingival, el nivel
del farmaco en saliva y la actividad residual de los factores nucleares de células T
activadas (NFAT; el cual es activado por la calcineurina, la diana de nuestro

inmunosupresor) (41).

Etiopatogenia

Muchos estudios han intentado clarificar el mecanismo de accion por el cual
se va a producir este efecto adverso a determinados farmacos que tienen
caracteristicas farmacoldgicas tan dispares. Por tanto, aunque su farmacologia es

muy diferente debe existir un mecanismo biologico comun.
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Se trata de un efecto indeseado secundario a la administracion sistémica de
un medicamento cuya diana no es el periodonto pero si que va a afectar al tejido

periodontal.

En general, en el agrandamiento gingival inducido por farmacos se va a
producir una acumulacion de componentes de la matriz extracelular en el tejido
conectivo gingival con diferentes grados de infiltrado inflamatorio, acompafiado de
engrosamiento del epitelio correspondiente y elongacion de las redes de cresta. Y
aunque a grandes rasgos se trate de la misma entidad patoldgica, parece que a nivel
molecular y celular las lesiones causadas por nifedipina y ciclosporina presentan

caracteristicas diferentes (42).

Evaluacion del papel de los fibroblastos, su muerte y proliferacién

Respecto a los hallazgos sobre los fibroblastos son, en su mayoria,
inconsistentes. Parece que los fibroblastos susceptibles de sufrir
agrandamiento gingival responden de manera diferente a estos farmacos en
comparacion con células gingivales sanas, sugiriendo unas variaciones
fenotipicas que dan lugar a una respuesta diferente frente al agente
farmacoldgico (43). Tomando juntos todos los estudios, se podria decir que
el mecanismo primario no va a derivar de la regulacién directa sobre el
metabolismo extracelular y la proliferacion de los fibroblastos, pudiendo
contribuir de una manera mas significativa en el desarrollo y mantenimiento

del agrandamiento los desequilibrios en las citoquinas (44).

Algunos estudios se han centrado en evaluar el equilibrio entre
proliferacion y apoptosis, observandose una disminucion de la apoptosis

asociada a un aumento en la proliferacion celular en todas las formas de
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agrandamiento gingival inducido por farmacos (45). Aunque existe una
tendencia general a encontrar una disminucién de la apoptosis con aumento
de la proliferacion, existen algunos autores que no encuentran una relacion

concluyente (46).

Evaluacién de los marcadores de fibrosis

Lo mas caracteristico del agrandamiento gingival es el proceso de
fibrosis e inflamacion que tiene lugar en el tejido, de ahi que muchas
investigaciones se centren en el andlisis de los factores relacionados con este
proceso como pueden ser el colageno, las citoquinas y los factores de

crecimiento.

En este desequilibrio de la homeostasis del tejido, se han registrado
alteraciones en la matriz de metaloproteinasas (MMPSs) - una familia de
proteinas de degradacion muy en relacién con la periodontitis -, los
inhibidores de metaloproteinasas (TIMPs) y catepsina-L (enzima

proteolitica).

En un estudio mediante PCR en pacientes con agrandamiento gingival
por antagonistas del calcio y periodontitis se detectaron niveles elevados de
MMP-1 'y MMP-12 junto con aumento de la catepsina-L; vy
contradictoriamente, no encontraron aumento de los factores de crecimiento
TGF-B1 y keratin-10 (47). En ese mismo estudio se analizaron biopsias de 4
pacientes con agrandamiento gingival por antagonistas del calcio, y a la
principal conclusion que llegaron fue la gran variabilidad individual que
presentaba esta patologia. En contraposicion, encontramos otro estudio en el

que el nivel de esta MMP-1 se encuentra disminuido (48).

54 | Parametros mitocondriales en el agrandamiento gingival



Cuando se han intentado analizar las variaciones en la MMPs y otras
enzimas proteoliticas a nivel del fluido crevicular (49), los estudios han tenido
poco éxito. Al igual que otros estudios relacionados con la composicion

salival (50).

Respecto a las factores de crecimiento, se ha evaluado el papel del
factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f}), cuya expresion se encuentra
elevada en respuesta a la presencia de una herida (51). Existe amplia literatura
que analiza las vias de sefializacion de TGF-B y su relacion con los procesos
de fibrosis (52, 53). Existen 3 isoformas del TGF-B: 1, 2 y 3. Sabemos que
TGF-p tiene un importante papel en la activacion de los fibroblastos, siendo
capaz de inducir la expresion de genes que promueven el depoésito de
componentes de la matriz extracelular y de aquellos de inhiben la MMPs (54,
55). Por otro lado, varios ensayos in vitro han observado que la ciclosporina
es capaz de aumentar la expresion de TGF-B1, hecho que explicaria ¢l efecto

fibrogénico de este farmaco a nivel celular (56, 57).

Por otro lado, estd tomando gran importancia la presencia del factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF o CCNZ2); se trata de un polipéptido
rico en cisteina secretado por las células del endotelio vascular y que
pertenece a una familia de factores conocidos como CCN; los cuales se
encargan de coordinar complejos procesos bioldgicos, entre los que se
encuentran procesos de diferenciacion y reparacion. CTGF tiene su propia
funcién como molécula de sefalizacion celular y se asocia con la
estimulacion del acumulo y dep6sito de colageno ademas de haberse
establecido una relacion directa con los procesos de fibrosis (43). Este CTGF
es un marcador establecido de fibrosis, estudios in vivo muestra su presencia
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en tejido fibrético pero no en tejido normal (58). CTGF esta fuertemente
inducido por TGF-B1 (59), contribuyendo ambos a la regulacion de los genes
que controlan la matriz extracelular (60). Podemos considerar que TGF-B1 y
CTGF/CCNZ2 van a crear un ambiente favorable para el desarrollo de la
fibrosis (61), aunque ambos por si solos no son capaces de explicar la
formacion de un tejido fibroso persistente, viéndose la necesidad de

implicacion de otros factores.

Comparando a los fibroblastos del tejido gingival con las células del
higado y el pulmén, parece que las vias de sefializacion de CTGF y TGF-$

presentan un comportamiento diferente en funcion del tejido (62).

En estrecha relacion con TGF-f, también encontramos la periostina,
una proteina de la matriz celular claramente relacionada con procesos
fibroticos (63). En un estudio realizado sobre biopsias de pacientes sanos y
con agrandamiento gingival inducido por nifedipina se observo un
incremento de la periostina mediante técnicas de inmunohistoquimica de
estos respecto a los controles, ademas de valorar la presencia de periostina in
vitro en cultivo celulares tratados con el farmaco (64). Hasta lo que se conoce,
la presencia de periostina no se ha valorado en el agrandamiento gingival

inducido por ciclosporina.

Otro factor de los factores estudiado es el factor de crecimiento
semejante a la insulina (IGF). Su accion sobre el fibroblasto incluye la
induccion de la produccién de colageno y la inhibicion de la produccion de

colagenasas (65). Ensayos sobre fibroblastos de ratas han observado como la
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ciclosporina es capaz de inducir la proliferacion de receptores de IGF junto a

un aumento de la sintesis de matriz extracelular (66).

Un paso esencial para un aumento de un tejido es el desarrollo de
nuevos vasos 0 angiogénesis. La estrecha relacion de CTGF y TGF-B con el
endotelio vascular podria estar relacionada con la induccion de la
angiogénesis. Ensayos clinicos en ratones han demostrado el papel
proangiogénico tanto de la nifedipina como de la ciclosporina sobre el tejido
conectivo, relacionando al agrandamiento, principalmente en el caso de la
ciclosporina, con el aumento de la microvasculatura junto con la acumulacion

de colageno (67).

A nivel vascular se estudia el papel de la angiotensina y endotelina.
La angiotensina es una enzima capaz de causar vasoconstriccion y aumentar
la presién sanguinea. Parece que el papel de la angiotensina en el
agrandamiento gingival esta ligado a TGF-p (68), observandose in vivo como
angiotensina Il no es capaz de inducir fibrosis en ausencia de TGF-p (69).
También, en estrecha relacion con TGF-f parece estar la endotelina (70), un
potente vasoconstrictor con capacidad para inducir fibrosis mediante la
estimulacion de la replicacién, migracion y contraccion del fibroblasto,
aumento de la fibronectina, induccion de la sintesis de colageno, y

disminucidn de la destruccion de colageno (71).

Teoria de la transicién de epitelio a mesénquima

Otras hipotesis relacionan la patogénesis del agrandamiento con un

proceso similar al que ocurre en algunos canceres o enfermedades fibroticas;
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caracterizado por una transicion fenotipica de epitelio a mesénquima

conocida como “Epithelial to Mesenchymal Transition” (EMT) (72).

EMT es un concepto bien definido en desarrollo embrionario,
progresion del cancer y dafio o estrés epitelial en el que se produce una
disminucion de las proteinas asociadas con el fenotipo epitelial y un aumento

de las asociadas con un fenotipo mesenquimal y migratorio.

La célula epitelial pierde su polaridad, sus uniones célula-célula y
célula-matriz extracelular y son remodeladas y reorganizadas para adquirir
caracteristicas de células mesenquimales. En definitiva, tenemos una células
que deja de ser epitelial para ser una célula fibrogénica similar al fibroblasto,
una célula epitelioide que pierde sus uniones celulares, adquiere movilidad,
cruza la membrana basal y se incorpora al estroma del tejido conectivo,

contribuyendo a la formacién de la matriz.

En el estudio de Katarci et al se demuestra la existencia de
caracteristicas relacionadas con el proceso de EMT (73); como es la falta de
continuidad de la membrana basal en el tejido gingival afectado mediante
técnicas de inmunohistoquimica, produciéndose un contacto anémalo entre el

epitelio y el conectivo.

En el proceso de EMT también toman importancia el CTGF y su
activador el TGF-B1, cuya presencia en el agrandamiento gingival ha sido
demostrada por la mayoria de los trabajos y son considerados tanto inductores

de EMT como potentes marcadores del proceso.
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Dentro de las funciones de TGF-B1, vamos a encontrar que es
activador de MMPs, las cuales van a tener un papel importante dentro del

proceso de EMT, como va a ser la degradacion de la membrana basal.

Junto a CTGF y TGF-fB1, otros marcadores importantes de EMT son:
la disminucién de E-caderina (una proteina transmembrana unida a calcio que
permite mantener la unién e integridad epitelial y cuya pérdida se asocia a
malignidad y a mal prondstico en cancer) y al aumento de fibronectina; de
una forma de fibronectina con ensamblaje alternativo (FN ED-A) (activada
por TGF-B1 y que junto a este induce formacion de la matriz); de la proteina
1 fibroblasto-especifica (FSP-1) y la integrina avB6 (molécula mediadora de

la comunicacion celular, cuya mayor funcion es la activacion del TGF-B1).

En la evaluacion de resultados, encontraron, con excepcion de la
integrina avfB6, una presencia significativa de estos marcadores junto con el
aumento de MMP-2, MMP-9 y MMP-13 para el agrandamiento gingival
inducido por ciclosporina y nifedipina. Y llegan a la conclusion de que el
proceso estd regulado por la interaccion entre TGF-Bl1 y CTGF, el
desequilibrio en los mediadores inflamatorios y la presencia de marcadores

de EMT.

En relacion a las integrinas, se trata de una familia de heterodimeros
formados por una subunidad a y otra 3, encargadas de la comunicacion célula-
célula y célula matriz. Son receptores de membrana que median los efectos
de los estimulos externos sobre el estado de la matriz extracelular, morfologia
celular o la expresion de enzimas de degradacion entre las que se encuentran

las MMPs. Como anteriormente se ha mencionado, algunas de ellas se han
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relacionado con la integridad de la membrana basal y su alteracién, y también
con otros procesos como la periodontitis. Algunos ensayos se han centrado
en su estudio y han visto que se encuentran disminuidas (74), lo que estaria a
favor de esta alteracion de la homeostasis que se produciria en el

agrandamiento gingival.

Evaluacion del papel del sistema inmune e inflamacion

Dentro de este agrandamiento gingival inducido por farmacos
encontramos cierto grado de infiltrado inflamatorio, siendo este componente
inflamatorio mayor en el caso de la ciclosporina (43). El sistema inmune
innato toma gran valor a nivel de la cavidad oral debido al continuo desafio
microbiano. Ante la administracion de ciclosporina, que actua principalmente
atenuando al sistema inmune adquirido, se va romper la situacion de
equilibrio entre estos sistemas innato y adquirido, que unido a la accién de la
ciclosporina sobre su diana la ciclofilina, va a alterar la acumulacion y
maduracion de coldgeno y promover la inflamacion a nivel del tejido gingival

(42).

En relacion con el infiltrado inflamatorio, encontramos un estudio en
ratas acerca de la posible interaccion entre linfocitos y factores de crecimiento
(75). Se centraron en el estudio del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), un factor esencial en el desarrollo tanto de procesos normales como
patologicos, relacionado con la induccion de la angiogénesis y migracion y
proliferacion celular. De acuerdo con ensayos previos se observo un aumento
del VEGF, junto con un aumento en los linfocitos T CD4, CD8 y CD45R0O+

(células T con memoria).
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Papel del calcio

El Ca?* es un mensajero intracelular clave que coordina un amplio
repertorio de funciones celulares que van desde la contraccion, la secrecion y
la fecundacion para el control de la transcripcion, la proliferacion, varios

aspectos del desarrollo asi como el aprendizaje y la memoria (76, 77).

Tanto ciclosporina como nifedipina tienen cierto papel modular en el
calcio intracelular, de ahi que se haya tratado de relacionar los cambios en el

calcio con los que se producen a nivel gingival.

En un ensayo previo se demostro en células de rata tratadas con ambos
farmacos que las oscilaciones del calcio intracelular no estan relacionadas con
los cambios en el metabolismo del colageno gingival (67); pero si que podrian
asociarse de manera directa o indirecta a otros cambios que tienen lugar en el

agrandamiento gingival inducido por farmacos.
Otras lineas de investigacion

Se ha evaluado la relacién de los receptores de androgenos con la
nifedipina, en la que los investigadores sugieren que en el agrandamiento hay

un aumento del nimero de receptores androgénicos e IL-1p (78).

Hasta ahora, el mecanismo sigue siendo desconocido. Se habla de una

etiologia multifactorial en la que existe una alteracion en la homeostasia del tejido,

encontrando como principales involucrados a los fibroblastos, una alteracion en las

citoquinas y a los factores de crecimiento.

Se hacen necesarios modelos animales para una mayor comprension de los

mecanismos moleculares y celulares que conducen al agrandamiento gingival.
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1.7 FIBROMATOSIS GINGIVAL HEREDITARIA

Antecedentes

La fibromatosis gingival hereditaria fue descrita por primera vez en 1856 por
Cross (79), aunque ya se venia observando desde un siglo atras. Se trata de una

enfermedad hereditaria de caracter autosomico dominante.

Algunos autores la han clasificado como autosémica recesiva (80, 81, 82),
pero hay que decir que en estos casos el agrandamiento gingival se ve asociado a
otros cambios sistémicos como pueden ser cierto grado de retraso mental o

dismorfismos faciales, sugiriendo la presencia de un sindrome.

Caracteristicas y epidemiologia

Situacion inherente al individuo en la que se va a producir un agrandamiento
espontaneo y progresivo a nivel del tejido gingival (83). Se va a formar un tejido de

color y consistencia firme, no hemorragico y cursa de manera asintomatica.

Debuta durante la infancia, coincidiendo con la erupcion de la denticion
permanente, siendo pocos los casos en los que se presenta desde el nacimiento (84).

Afectando de igual modo a varones y mujeres. La prevalencia es de 1:175000 (85).

Presenta gran variabilidad individual, incluso dentro de la misma familia (84).
El agrandamiento es mas marcado durante la erupcién dentaria, agravandose la
situacion durante la adolescencia y llegando a ser minimo o a penas detectable en la
edad adulta (84, 86). Parece que existe cierta influencia hormonal sobre el

metabolismo del periodonto (87).
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En un estudio epidemiolégico se realizo el seguimiento de la enfermedad en
méas de 100 miembros pertenecientes a cinco generaciones de dos familias que
presentaban esta patologia (88). En este estudio se confirmo la gran variabilidad
dentro de la misma entidad patoldgica, estableciéndose un riego de un 8,5% de
padecer la enfermedad en una de las familias, frente a casi un 50% de probabilidad
en la otra. Se observo ademas que existen los denominados de individuos portadores
de la enfermedad, que no estan afectados clinicamente por la misma pero si pueden

dar herencia de ella.

Esta fibromatosis gingival va a producir problemas tanto estéticos como
funcionales, los efectos mas comunes son la aparicion de diastemas, malposiciones
dentarias, retardo en la erupcion de la denticion tanto primaria como permanente,
mordidas cruzadas y abiertas, labios prominentes y ausencia de sellado labial.
Ademaés de inducir un mayor acumulo de placa bacteriana, incluyendo inflamacion

y halitosis.

Una condicion sine qua non para la aparicion del agrandamiento parece ser la

presencia dental; es decir, la existencia del periodonto alrededor de un diente (85).

Histologia

Analizando las caracteristicas del epitelio en la fibromatosis gingival
hereditaria, observamos unas papilas elongadas y estrechas que penetran en un tejido
conectivo fibroso (89). La mayoria de las investigaciones se han centrado en las
alteraciones del tejido conectivo (85, 89), apareciendo de manera constante una
mayor cantidad de fibras conectivas. Analizando estas fibras mediante microscopia
electronica se observan anormalidades en su estructura y didametro (90).

Habitualmente podemos ver la presencia de un leve infiltrado inflamatorio crénico
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subepitelial. Parece que presenta las caracteristicas habituales de un tejido gingival

libre con infiltrado inflamatorio (Figura 4 (91)).

Figura 4. Corte histolégico de la hiopsia gingival de un paciente con fibromatosis.

Hematoxilina y eosina a 10x y 50x. Se observa elongacion en la crestas e infiltrado
inflamatorio en el tejido conectivo (Sabina et al, 2015).

Las caracteristicas histoldgicas parecen no ser especificas, y el diagnéstico

debe basarse en los hallazgos clinicos y la historia familiar del paciente (92).

Mecanismo biologico

Hasta la fecha, los mecanismos biol6gicos involucrados en la etiopatogenia
de la fibromatosis gingival hereditaria siguen siendo desconocidos, pero al igual que
con el agrandamiento gingival inducido por farmacos, se han analizado ciertos

factores que se pudiesen relacionar con el crecimiento del tejido.

Proliferacion celular

Los resultados de los primeros ensayos en cultivos celulares son
contradictorios, principalmente debido a que en el pasado no se diferenciaba
la fibromatosis gingival hereditaria como entidad Unica de otros sindromes
que cursaban con fibromatosis (92), pero los ultimos estudios parecen indicar

que los fibroblastos procedentes de pacientes con fibromatosis gingival
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hereditaria presentan mayores tasas de proliferacion (93, 94). Concretamente,
de Andrade (93) evalu6 la proliferacion celular - incluyendo cuatro técnicas
diferentes - en 12 lineas celulares de distintos pacientes pero pertenecientes a
la misma familia, y demostré la existencia de una proliferacion de los
fibroblastos de los pacientes con fibromatosis significativamente superior a

los de un tejido gingival normal.

Se ha observado que una alta tasa de proliferacion de fibroblastos
produce unos niveles elevados de sintesis de &cidos grasos y receptores
androgenos, lo que explicaria el factor hormonal dentro de la fibromatosis

(95).

Colageno

Respecto a la sintesis de colageno, los resultados parecen ser
inconsistentes, observandose tanto aumento como disminuciéon del mismo

(96).

La tendencia es a observar mayor sintesis de colageno en el fibroblasto
del paciente con fibromatosis - entre un 30 y un 40% mas de sintesis de
colageno (97). Esto se une a un aumento de la presencia de una molécula
especifica tipo chaperona: la proteina de choque térmico 47 (Hsp47) que se
asocia a una mejor maduracion y agregacion del colageno tipo I, y presenta
cierto efecto inhibidor de la degradacion de colageno. La presencia de esta
Hsp47 se ha encontrado significativamente elevada en los cultivos de

fibroblastos de los pacientes con fibromatosis (95).

Degradacion de la matriz extracelular
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Parece que otro de los mecanismos que contribuyen al agrandamiento
es una menor degradacion de la matriz extracelular. Esta se realiza a través
de dos procesos: 1) fagocitosis por parte del fibroblasto (98) y 2)
degeneracion en el espacio extracelular por la accion de la familia de

proteasas MMPs (99).

Al igual que ocurre en el agrandamiento gingival inducido por
medicamentos, se ha visto un descenso en los niveles de la actividad de la
MMPs (100). Este descenso va a contribuir al aumento de los niveles de

coléageno.

Citoquinas y factores de crecimiento

Los més estudiados son la IL-6 y el TGF-B, la expresion de ambos
puede sustentar la aparicion de gran parte de las caracteristicas fenotipica de
la fibromatosis gingival hereditaria (101, 102). Ambos se asocian a una mayor
cantidad de coladgeno y Hsp47, y a una disminucion de la MMP (97). Parece
que esta caracteristica también es compartida con el agradamiento gingival

inducido por farmacos (103).

El efecto que TGF-p tiene sobre los fibroblastos parece depender de
su capacidad de inducir la transdiferenciacion del mismo a miofibroblasto, a
través del CTGF (104). Los miofibroblastos son células altamente
especializadas que tiene un fenotipo entre un fibroblasto y una célula
musculas lisa, caracterizandose por la expresion de a-actina (105). Estas
células aparecen durante procesos de cicatrizacién de heridas, donde la
contraccion del tejido para el cierre y curacion de la herida juega un papel

esencial (106). Estos miofibroblastos quedan presentes de manera
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permanente en lesiones fibraticas, llevando a una acumulacion excesiva de
colageno (107). Por lo que parece que pudieran tener un papel importante en

la fibromatosis gingival hereditaria.

La fibromatosis gingival hereditaria se trata de una patologia principalmente
pediatrica en la que se debe descartar la presencia de un sindrome. Aunque esta
patologia de manera aislada no compromete la vida del paciente, si que va a afectar
en gran medida a la calidad de vida del mismo pudiendo conllevar problemas

psicosociales y funcionales.

1.8 DISFUNCION MITOCONDRIAL Y ESTRES OXIDATIVO

Estudios anteriores han tratado de relacionar el proceso de agrandamiento
gingival con cambios a nivel de la mitocondria, es necesario conocer esta estructura
para poder valorar como puede llegar a influir en la aparicién y persistencia del

agrandamiento gingival.

El oxigeno es esencial para todos los mamiferos. Lo obtienen a través de sus
pulmones y es usado para oxidar moléculas ricas en carbono e hidrogeno y producir
las diferentes formas de energia. Esta energia la va a usar el organismo para llevar a

cabo todas las reacciones bioquimicas necesarias para el desarrollo de su vida.

La energia se produce en forma de adenosin-5-trifostato (ATP), siendo su
principal fuente de produccion la mitocondria, que produce este ATP a partir de los
productos del ciclo de Krebs, la oxidacion de &cidos grasos, y la oxidacion de

aminoacidos, mediante la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion
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oxidativa. Este procedimiento implica un proceso de oxidacion en el que el oxigeno

supone el principal combustible.

Toda esta produccion de energia en la mitocondria implica respiracion
celular, esta, a su vez, la componen reacciones metabolicas y procesos que tienen
lugar en las células para finalmente convertir, bioguimicamente, a la energia
contenida en los nutrientes en una forma molecular que pueda ser utilizada por la
celula: ATP. Estos nutrientes incluyen azucares, aminoacidos y &cidos grasos; y
tienen en comun al oxigeno molecular (O2) como agente oxidante, usandose como

aceptor final del electrén. Asi se produce la respiracion aerdbica.

La energia producida y almacenada en forma de ATP seréa utilizada en todos
aquellos procesos celulares dependientes de energia; como son la biosintesis, el

movimiento o el transporte de moléculas a través de la membrana celular (108).

Para hablar de disfuncién mitocondrial, es importante conocer la estructura y
funcion de la mitocondria. Sabemos que es un constituyente esencial en la mayoria
de células eucariotas y que su diametro oscila entre 0,5 y 10um. Como se ha dicho
anteriormente, supone una fuente de energia quimica para la célula; pero esta no es

su Unica funcion, también esta involucrada en los procesos de sefializacion a traves

de la homeostasis del calcio, Membrana
Membrana externa
diferenciacion celular, Espacio mterna
intermembrana ‘ t N
apoptosis, crecimiento celular, ' L\
J ) ’

mantenimiento del gradiente

ionico transmembrana, sintesis

proteica y transporte vesicular
Lado exterior de la
Matriz membrana externa

(109) ) Crestas

Figura 5. Estructura de la mitocondria.
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Estructuralmente, se encuentra cubierta por una doble membrana, es decir,

dos bicapas lipidicas que separan cuatro compartimentos (Figura 5):

Membrana externa. Es lisa y supone el limite entre la mitocondria y el citosol.
Contiene las porinas mitocondriales y una proteina canal voltaje-dependiente
selectiva de aniones. Esta membrana es altamente selectiva, dejando pasar por
difusion simple a las moléculas de tamafio inferior a 500 Da mientras que

previene el paso de moléculas mayores.

Espacio intermembrana. Contiene idénes y moléculas esenciales para los

procesos que se van a desarrollar en la mitocondria.

Membrana interna. Forma una serie de invaginaciones hacia la matriz
mitocondrial conocidas como crestas. La densidad de estas crestas varia en
funcion del tejido. Esta membrana es poco permeable, s6lo permite la
difusion simple de algunos compuestos como agua, Oz, CO2 y NHs; el resto
de moléculas de importancia bioldgica necesitan la ayuda de canales
especificos y proteinas transportadoras para traspasar la membrana. A
diferencia de la membrana externa, esta membrana se encuentra libre de

colesterol en su composicion.

Aqui en la membrana interna es donde se aloja el complejo megadalton de la
cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP mediante la

fosforilacion oxidativa.

Matriz mitocondrial. Es donde tiene lugar el ciclo de krebs, la -oxidacion, y
la sintesis de colesterol y lipidos. En la matriz también encontramos al ADN
mitocondrial; se trata de un ADN circular compuesto por 37 genes. Este ADN

codifica un nimero limitado de proteinas mitocondriales especificas, ARN
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ribosomico y ARN de transporte; el resto de proteinas son producidas en el
nacleo. Este ADN, para una mayor proteccion, se empaqueta en forma de

nucledtidos compuestos por una 0 mas copias asociado a proteinas.

Lo caracteristico del ADN mitocondrial es que su herencia es via materna y
acumula un gran nimero de mutaciones debido a que no esta protegido por
las histonas, es ineficazmente reparado y estd mas expuesto al dafio oxidativo

producido por los radicales libres.

Las copias del ADN mitocondrial en una unica célula pueden ser de cientos
o miles; por ello, cuando todo este ADN es idéntico, prevalece una situacion
conocida como homoplasmia; mientras que cuando prevalecen dos o mas
genomas mitocondriales resulta en heteroplasmia; esa heteroplasmia supone
un importante factor de severidad a tener en cuenta en las patologias

mitocondriales.

La poblacion mitocondrial es dinamica y muestra variaciones en namero,
tamafio y masa durante las distintas etapas del desarrollo, diferenciacion celular y
diversas situaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas (110). Dentro de esta
dinamica toma importancia el fendbmeno de biogénesis mitocondrial en el que
confluyen: 1) proliferacion mitocondrial, que consiste en el aumento del nimero de
mitocondrias por célula, y 2) diferenciacion, mediante la cual este organulo adquiere
sus caracteristicas estructurales y funcionales especificas anteriormente descritas
(111). Este fenomeno de biogénesis mitocondrial permite adaptar la poblacion de
mitocondrias a las demandas energéticas a traves de la dinamica y la bioenergética

mitocondrial, siendo unos de los moduladores mas importante de la biogénesis
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mitocondrial el factor A de transcripcion mitocondrial (TFAM), a través de la

interaccion directa con el ADN mitocondrial (112).

El nimero de mitocondrias por células esta fuertemente relacionado con las
demandas energéticas del tejido, pudiendo contener desde una docena a varios miles
de mitocondrias por célula. Los 6rganos con mayor actividad metabdlica contienen
un mayor numero de mitocondrias, asi ocurre en musculo (liso, esquelético y
cardiaco), higado y cerebro. Siendo, por tanto, més susceptibles a la actuacién de

farmacos sobre la mitocondria y a las patologias mitocondriales.

En muchos tejidos el estudio de la mitocondria mediante microscopia
electrénica ha demostrado la existencia de las denominadas redes mitocondriales, en
las que estas, forman fragmentos y ramificaciones de estructuras mayores. Otros
datos hablan de un comportamiento célula/tejido-especifico de la mitocondria en su
dindmica, morfologia, regulacién y organizacion intracelular. Lo que indicaria una
integracion de la mitocondria dentro del citoesqueleto, el nucleo y el reticulo

endoplasmico (113).

La vision de la mitocondria como productora de energia ha cambiado desde
que se tiene conocimiento de su comportamiento dinamico en respuesta a sefiales
intracelulares. Ahora sabemos que la mitocondria forma un reticulo funcional cuyo
estado estable morfoldgico es regulado por una dinamica de acontecimientos de

fision, fusion y movilidad (114).

Como hemos comentado anteriormente, la estructura mitocondrial es
altamente dindmica en funcion del tipo celular e incluso en una misma célula,
pudiendo tener una amplia variedad de formas que van desde pequefias esferas o

bastones cortos a tubulos largos. Hay estudios que afirman que la mitocondria esta
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en constante movimiento y transiciones estructurales. Los tabulos mitocondriales se
mueven con su ejes longitudinales alineados con el tracto citoesqueletal. Las
mitocondrias aisladas pueden reconocerse entre si durante estos movimientos y sufrir
fusion, dando como resultado la fusiéon de las dobles membranas y la mezcla de
ambas bicapas lipidicas y el contenido de la matriz mitocondrial. Por otro lado, una
Unica mitocondria puede dividirse por fisién y dar lugar a dos 0 mas mitocondrias
més pequefias. La mitocondria estd en continua fusion y division, teniendo
consecuencias importantes sobre su forma, funcién y distribucién. Esta dinamica

permite:

Controlar la forma, longitud y nimero de mitocondrias.

- El intercambio del contenido de las membranas lipidicas e intramitocondrial

(esencial para el mantenimiento de una poblacion mitocondrial sana).

- Afectar a la habilidad celular para distribuir sus mitocondrias en
localizaciones subcelulares especificas. De hecho, las células especializadas
presentan diferentes poblaciones mitocondriales con caracteristicas

estructurales y funcionales especificas para desempefiar tareas especializadas.

- Con la fision se facilita la apoptosis celular regulando la liberacion de

proteinas desde el espacio intermembrana hacia el citosol.

- El envejecimiento de la mitocondria la hace mas facilmente detectable en

células con baja tasa de recambio (como la neurona).

Esta dindmica mitocondrial representa el mecanismo central de adaptacion
bioenergética a las necesidades metabdlicas de la célula. La morfologia mitocondrial

afecta a la produccion de ATP y eficiencia energética, y esta morfologia cambia en
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funcién de las demandas de ATP y disponibilidad de sustrato. Asi, ante una baja
demanda con sustrato suficiente, las mitocondrias seran mas fragmentadas y
numerosas, mientras que ante una mayor demanda con baja disponibilidad de
sustrato, las mitocondrias se fusionaran y alargaran para mantener los niveles de ATP

y la viabilidad celular (115).

Podemos decir que dentro del funcionamiento celular, la dinamica
mitocondrial tiene consecuencias en el desarrollo, la enfermedad y la apoptosis (116).
Asi, se conoce que la mitocondria estd fuertemente involucrada a gran cantidad de
procesos bioldgicos debido a sus dos caracteristicas Unicas: 1) a su elevada dinamica
y cambios morfoldgicos, y 2) a su capacidad de detectar e influenciar las sefiales
intracelulares (iones y moléculas como el Ca?*, ATP, pH y el potencial reductor)

(117, 118).

El flujo intracelular de Ca?* est altamente asociado con la mitocondria. Esta
contribuye eficazmente a dar forma a la sefial de Ca?* a través de su absorcion y
liberacion (119, 120, 121). Existen multitud de trasportadores de Ca®* en las
membranas mitocondriales (122). Las sefiales de Ca®* en la matriz mitocondrial
actian sobre una serie de vias de sefializacion relacionadas con la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y es capaz de cambiar el estado oxidativo y
controlar la funcién mitocondrial, oxidacion de nutrientes, permeabilidad
mitocondrial, muerte celular y morfologia mitocondrial (123). El estudio de estas
sefiales in vivo esta constituyendo todo un desafio (124), tomando gran interés el

efecto del Ca®" en la generacion de ROS vy la regulacion energética celular (125).

La funcion mitocondrial también se ha relacionado con la inmunidad innata.

Recientemente se han descubierto vias de sefializacion mediadas por la mitocondria
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que activan la respuesta inmune innata del huésped frente a la infeccion viral y quizas

pudiera interferir en la apoptosis celular (126).

A pesar de todas estas funciones que se asocian a la mitocondria, el proceso
de fosforilacion oxidativa tiene un papel destacado ya que la supervivencia celular
va a depender de una generacion eficiente de energia. Entender las vias por las cuales
se va a producir esta energia es importante para comprender las enfermedades

asociadas a la mitocondria.

La fosforilacion oxidativa supone el culmen de la respiracion celular en la
que la energia de la oxidacién va a impulsar la sintesis de ATP. Este proceso no es
mas que el flujo de electrones por una cadena de transportadores transmembrana en
la que finalmente se va a producir la oxidacion de Oz a H20 gracias a los electrones
cedidos por el NADH (nicotinamida adenin dinucleétido reducido) y el FADH:

(flavina adenin dinucledtido reducido).

Los transportadores transmembrana van a actuar secuencialmente, estos son
en su mayoria proteinas con la capacidad de aceptar y donar uno o dos electrones.
Ademas del NAD y FAD, hay otros tres tipos de moléculas que funcionan en la

cadena respiratoria:

1. Benzoquinona hidrofébica o ubiquinona, también llamada coenzima Q

(CoQ).

2. Citocromos.

3. Proteinas ferrosulfatadas.
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Estos transportadores de electrones se organizan en complejos
supramoleculares incrustados en la membrana interna de la mitocondria.

Encontramos asi cuatro complejos distintos:

Complejo I: NADH a ubiquinona oxidorreductasa 0 NADH deshidrogenasa.

- Complejo II: succinato a ubiquinona

- Complejo I1I: ubiquinona a citocromo c.

- Complejo IV: citocromo oxidasa. Aqui es donde se produce el paso de O2 a

H-0.

En definitiva, los electrones llegan al CoQ a través de los complejos 1 y II; y
este acttia como transportador mavil de electrones y protones. Pasa los electrones al
Complejo 111, el cual los pasa a otro escalén de conexién mavil, el citocromo c. El
complejo 1V transfiere los electrones desde el citocromo c reducido al O..Y el flujo
electrénico a través de los Complejos I, 111y 1V, va acompafiado del flujo de protones

desde la matriz al espacio intermembrana.

Este movimiento de electrones crea un gradiente electroquimico
transmembrana, y esta fuerza proton-motriz es usada por el denominado complejo V

(ATP sintetasa) para sintetizar finalmente ATP.

Aunque la fosforilacion oxidativa es el procedimiento mas eficiente para la
obtencion de ATP, lleva consigo la generacion de ROS como resultado de una

reaccion prematura de los electrones con el O, en el Complejo 10 enel 111 (127).

El radical libre puede ser definido como una especie molecular o atomica con

uno o mas electrones desapareados en su estructura. Los radicales libres mas
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importantes son los derivados del oxigeno. Las especies reactivas del oxigeno no sélo
incluyen a los radicales libres del oxigeno, sino también a los derivados del oxigeno
no-radicales involucrados en la produccion de radicales de oxigeno (128). Todos
ellos, forman un conjunto de moléculas muy reactivas que pueden oxidar a un gran

rango de sustratos bioldgicos diferentes.

ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

Radicales No radicales

Superoxido 02~ Oxigeno 02
Hidroxilo OH Ozono O3
Hidroperoxilo HOO  Acido hipocloroso HOCI
Ariloxilo ArOr Peroxido de hidrogeno H20:
Arilperoxilo ArOO

Peroxilo ROO

Aciloxilo RCOO

Acilperoxilo RCOOO

Estos ROS se forman de manera habitual como resultado del metabolismo
celular normal, y son esenciales para varios procesos fisioldgicos incluyendo la
fosforilacion proteica, activacion de factores de transcripcion, diferenciacion celular,
apoptosis, maduracion de ovocitos, esteroidogenesis, inmunidad celular, y defensa

celular contra microorganismos (129). Sin embargo, cuando se producen en exceso
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pueden afectar la funcidon celular a través del dafio a lipidos, proteinas y ADN celular

(129, 130), considerandose como productos de oxidacion avanzada.

Con el fin de mantener la salud del organismo es necesaria la existencia de
un equilibrio en la produccion de radicales libres y sus efectos dafiinos, conocido

como estrés oxidativo.

El buen estado del organismo depende de la actuacion eficiente de un sistema
de defensa frente al dafio oxidativo inducido por radicales libres y/o especies
reactivas del oxigeno. Halliwell definio en 1997 a los antioxidantes como “aquellas
sustancias que estando en bajas concentraciones con respecto a las biomoléculas que
protegen, previenen o reducen el dafio que sufren las mismas debido al dafio
oxidativo™ (131). Desde un punto de vista funcional, estos antioxidantes se pueden
clasificar en base a su actuacion en:

- Antioxidantes preventivos.

- Eliminadores de radicales libres.

- Reparadores y cofactores enzimaticos.

La mitocondria es la principal fuente intracelular de estos radicales, y como
consecuencia directa, su principal diana. Podemos decir, que en condiciones
fisiologicas normales, entre el 1 y el 5% del O, consumido por la mitocondria, es
convertido en especie reactiva del oxigeno. Cualquier defecto en la cadena
respiratoria de un paciente que presente patologia mitocondrial o un paciente de edad
avanzada, puede incrementar la produccion de aniones superioxido por la

mitocondria (132).
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Esta organela, tan susceptible de sufrir dafio in situ, para tratar con la continua
produccion de especies reactivas por el metabolismo aerdbico, ha desarrollado sus
propias enzimas antioxidantes: manganeso superdxido dismutasa, cobre/zinc

superdxido dismutasa, glutation perioxidasa y catalasa (133).

Aunque estas enzimas en combinacion con otros antioxidantes puedan acabar
con la mayoria de las especies reactivas del oxigeno y radicales libres generados bajo
condiciones normales, un porcentaje de estos podria escapar de los mecanismos de
defensa y causar dafio a macromoléculas celulares importantes, tales como, acidos

nucleicos, proteinas y lipidos (134).

Las investigaciones acerca de esta disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo
estan relacionandola con procesos patoldgicos que cursan con inflamacion. La
inflamacién es un proceso fisioldgico de defensa en el que el organismo va a
consumir gran cantidad de energia, dependiendo por tanto de la mitocondria, por lo
que cualquier alteracion en el proceso tendra como consecuencia una agresion

patoldgica que podria explicar ciertas enfermedades.

En la mitocondria se van a integrar informacion de sefalizacién vy
metabolismo celular, tales como los niveles de oxigeno, ATP, NADH, Ca?*, ROS,
especies reactivas de nitrogeno y componentes de la via apopt6tica. No es extrafio
pensar que cualquier alteracion en su estructura y funcionamiento va a desencadenar
numerosas patologias incluyendo a las afectaciones cardiacas, renales y hepaticas,
enfermedades neurodegenerativas, procesos de envejecimiento y fallo multiorganico
asociado a shock séptico (135); asi como otras enfermedades que cursan con
inflamacién cronica como son el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus, la

aterosclerosis y la periodontitis (136).
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1.9 ENFERMEDADES SISTEMICAS Y MITOCONDRIA

Como anteriormente hemos comentado, la mitocondria aparte de ser conocida
como la productora energética de la célula, también interviene en multitud de
procesos clave para el funcionamiento celular como son la sefializacion,
diferenciacion celular, y control del ciclo celular y de la apoptosis (137).
Consecuentemente, cualquier cambio en su funcion y/o estructura puede

desencadenar patologia.

Un mantenimiento adecuado de las funciones mitocondriales se vuelve
esencial ante situaciones de alta demanda energética como puede ser un proceso
inflamatorio, asi la mitocondria esta en el punto de mira para muchas enfermedades,
concretamente para todas aquellas patologias que cursan con inflamacion como son
las enfermedades cardiovasculares (138), la aterosclerosis, la obesidad (139), la
diabetes (140) y sus complicaciones (141), y la enfermedad periodontal;

englobandose en su mayoria en el proceso de sindrome metabdlico (142).

Por otro lado, la artritis reumatoide, dentro de las enfermedades inflamatorias
autoinmunes de tipo cronico, presenta un dafio degenerativo cuyo mecanismo
patogénico se ha asociado al dafio de componentes celulares esenciales por parte de
los radicales libre del oxigeno derivados del estrés oxidativo en ensayos en animales

(143).

En el caso del cAncer humano, las investigaciones se estan centrando en las
ROS, que llevan a un estado de aumento de la produccion de mediadores
inflamatorios (144, 145). Siendo la inflamacion un componente critico en la

progresion de los tumores, muchos de ellos evolucionan desde una infeccién
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localizada, a irritacion cronica e inflamacién. Se estan desarrollando diversos

tratamientos antiinflamatorios para combatir al cancer (146).

Respecto al papel de la disfuncion mitocondrial en la diabetes, existe una
“hipotesis unificada” de que la sobrecarga de glucosa podria dafar a la célula a través
del estrés oxidativo. Siendo esto responsable de la etiopatogenia de la mayoria de las
complicaciones que tienen lugar en el paciente diabético (147, 148). Como
consecuencia del exceso de radicales libre se produciria la formacién de productos
finales de la glicacion avanzada (AGESs), estos a su vez mediante la activacion de
diferentes vias moleculares proinflamatorias. Se ha observado que la administracion
de antioxidantes al paciente diabético previene de la aparicion de complicaciones
como la retinopatia, nefropatia y cardiomiopatia (149); en cambio, fallan como

tratamiento de estas complicaciones (150).

En el caso de la aterosclerosis, una patologia caracterizada por la inflamacion,
junto a una alteracion de la respuesta inmune y por ser un proceso proliferativo, se
ha determinado una “delecion mitocondrial comin” en el ADN mitocondrial que
frecuentemente se asocia a esta patologia (151). Esta delecion provoca una mala
reparacion del ADN mitocondrial dafiado, quedando mas expuesto a las especies
reactivas del oxigeno. En lesiones de pacientes con aterosclerosis se ha observado un
cumulo de alteraciones tanto en el ADN nuclear como el mitocondrial en asociacion
directa con el grado de la lesion (152). Parece que se produce un dafio progresivo de
la cadena respiratoria mitocondrial que va a reducir el aporte energético a la célula
alterando su actividad (153). Ademas se ha observado que los farmacos cominmente
usados para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares tienen cierto efecto

antioxidante (154). También parece ser que este tipo de paciente se ven muy

80 | Pardmetros mitocondriales en el agrandamiento gingival



beneficiados por los cambios en su alimentacién con una dieta que incluya el

consumo de frutas y verduras ricas en antioxidantes (155).

En nuestro siglo, cada vez existe una mayor demanda de consumo de
alimentos antioxidantes con la esperanza de mantenerse saludables y libre de
enfermedad (156). Estando ya establecido el potencial efecto beneficioso de los
antioxidantes frente a distintas patologias. EI consumo exdgeno supone la mayor

fuente de antioxidantes del organismo (157).

Cada vez tenemos mayor evidencia del papel que el dafio o disfuncién
mitocondrial tiene dentro del envejecimiento y las patologias. Las alteraciones de su

dinamica normal van a manifestarse de manera sistémica (158).

Enfermedad periodontal y disfuncion mitocondrial

La entidad mas ampliamente estudiada debido a su alta prevalencia en la
poblacion general es la periodontitis cronica, afectando alrededor del 40% de la
poblacién a partir de los 50 afios (159, 160). Ensayos clinicos demuestran la relacion
entre la periodontitis y el incremento del estrés oxidativo con la disminucion de la

capacidad antioxidante (161).

Un ensayo sobre un amplio nimero de pacientes con y sin periodontitis
demostro que en los paciente con periodontitis la existencia de una relacion directa
entre el estrés oxidativo y el acortamiento de telébmeros (162) - regiones no
codificantes del ADN que dan estabilidad estructural al cromosoma y estan muy

asociados con procesos de envejecimiento y carcinogénesis.

Anélisis mediante microscopia electronica de fibroblastos del tejido gingival

de pacientes con periodontitis crénica han observado anormalidades morfolégicas en
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un 60% de los pacientes, junto a un incremento en la produccion de ROS, y a una
reduccion del potencial de membrana mitocondrial y el consumo de oxigeno.
Ademas, se detectaron mutaciones en el ADN mitocondrial de los fibroblastos del
tejido gingival que no parecian a nivel de células sanguineas (163). Estas mutaciones
parecen que se acumulan en el ADN mitocondrial de los fibroblastos gingivales por

una accion directa de las ROS (164).

En analisis mediante microscopia electrénica de pacientes con agrandamiento
inducido por blogueantes de los canales del calcio con una patologia cardiovascular
de base se observa una restauracion de la morfologia mitocondrial respecto a los

pacientes con patologia cardiovascular no tratados con estos farmacos (165).

En esta relacion entre enfermedad periodontal y mitocondria se habla de la
existencia de un estado proinflamatorio en el que la respuesta inflamatoria del

individuo se ve modificada por el estrés oxidativo/disfuncion mitocondrial.

1.10 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios la investigacion de la etiopatogenia de la enfermedad
periodontal se ha centrado en la busqueda de su relacién con distintas patologias
sistémicas como son la enfermedad cardiovascular, la diabetes o el bajo peso del nifio
al nacer entre otras. Uno de los aspectos estudiados ha sido el del papel que juega el
estrés oxidativo, y en relacion directa con este, la mitocondria. Debido a la cantidad
de funciones que se van atribuyendo a esta organela, estd adquiriendo un papel
protagonista como responsable de muchas patologias entre las que encontramos
aterosclerosis, hipertension, resistencia a la insulina, fallo cardiaco, cancer y procesos

de envejecimiento.
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Una de las vias para el estudio de esta relacion es la evaluacion de la cavidad
oral de los enfermos cardiovasculares, y dentro de ellos destacan los efectos que
sobre la homeostasia de la encia pueda tener tanto la enfermedad en si como la
medicacion que puedan estar tomando. Los efectos secundarios de distintos farmacos
a nivel de la encia, como el agrandamiento gingival, ha sido objeto de estudio en los
ultimos afios, destacando a la ciclosporina y la nifedipina. Se trata de farmacos que
una vez prescritos, van a acompafar al paciente por el resto de su vida. La
ciclosporina se utiliza como medicamento modulador de la respuesta inmune en
pacientes trasplantados principalmente, pero tiene efectos cardiacos secundarios. Por
otro lado, la nifedipina se utiliza como medicamento vasodilatador en la hipertension.
Se ha intentado ver el mecanismo etiopatogénico involucrado en este proceso que
parece compartir ciertas caracteristicas tanto clinicas como subclinicas con la
fibromatosis gingival hereditaria, pero no se ha llegado a conclusiones evidentes. Por
ello, vamos a estudiar el mecanismo por el cual se va a producir este agrandamiento
que en tantas ocasiones se ha tratado en la literatura, buscando incorporar los nuevos
conocimientos de la biologia molecular que se han adquirido en los ultimos afios.
Nos centraremos en el analisis de los parametros mitocondriales alterados en la encia
de manera secundaria a los farmacos, ademas indagaremos en ver si la alteracién de
estos parametros se da también a nivel del miocardio. Con ello intentaremos
correlacionar las alteraciones mitocondriales en ambos tejidos: el miocardio y la

encia.
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2. HIPOTESIS

El agrandamiento gingival inducido por farmacos conlleva cambios
estructurales y morfoldgicos que podrian estar asociados a alteraciones oxidativas y
mitocondriales. Ademas, estos cambios podrian tener una correlacién con otros
tejidos sistémicos como el tejido cardiaco. Por ultimo, la disfuncién mitocondrial y
el estrés oxidativo podrian estar también involucrados en el agrandamiento gingival

asociado a fibromatosis gingival hereditaria.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Evaluar si los cambios en el metabolismo mitocondrial y el estrés oxidativo
tienen relacion con la etiopatogenia del agrandamiento gingival inducido por
farmacos en un modelo animal, asi como en un modelo genético de la enfermedad

como es la fibromatosis gingival hereditaria.

3.2 Objetivos secundarios

I.  Evaluar el estado oxidativo y mitocondrial en un modelo animal de
agrandamiento gingival inducido por ciclosporina A y nifedipina.

Il.  Establecer una posible relacion entre lo que ocurre en el periodonto con
lo que sucede en el musculo cardiaco en un modelo animal de induccion
de agrandamiento gingival con farmacos.

I1l.  Evaluar los cambios en el metabolismo y estrés oxidativo en un modelo

humano de agrandamiento gingival.
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4. MATERIAL Y METODO
4.1 ANIMALES Y CONDICIONES DE ESTABULACION

Tras la aprobacion por parte del Comité de Etica del Vicerrectorado de
Investigacion de la Universidad de Sevilla, se tomaron 33 ratas Wistar (Rattus
Norvegicus) adultas, machos de entre 250 y 400 g de peso que se dividieron de

manera aleatoria en tres grupos de 11 ratas cada uno:
1. Grupo control (CTL).
2. Grupo nifedipina (N).
3. Grupo ciclosporina (CsA).

Durante el periodo experimental se encontraron estabuladas en el Servicio de
Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla, con libre acceso
a agua y pienso, a temperatura constante de 25 grados y 12 horas alternas de luz y
oscuridad. Durante un periodo de 6 semanas las ratas recibieron una inyeccion
intraperitoneal diaria de distintitas soluciones en funcién del grupo al que

pertenecian:
1. Grupo CTL; 1ImL de suero salino fisioldgico.

2. Grupo N; 1mg/kg de peso de Adalat® (Bayer, Leverkusen,

Alemania).

3. Grupo CsA; 30mg/kg de peso de Sandimmun® (Novartis, Basel,

Suiza).

Al final del periodo experimental, todas las ratas fueron anestesiadas con

Ketamine/xylacine (100/10 mg/kg) y sacrificadas mediante decapitacion con
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guillotina. Se Tomaron entonces muestras de encia, musculo cardiaco y una
hemimandibula para su andlisis con microscopia dptica, microscopia electronica y

bioquimica.

4.2 ESTUDIO MORFOLOGICO
Microscopia Optica

Una vez extraidas las muestras de mandibulas se fijaron en formaldehido al
4% durante 12 horas. Tras la fijacion se sumergieron en 15mL de solucién
descalcificadora OsteoSoft® (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 15 dias, antes
de proceder a la técnica habitual de inclusién en parafina. Al 5° dia del inicio de la
descalcificacion se les practico una incision transversal con bisturi frio, de manera
que obtuvimos un bloque de unos 5mm de grosor que contenia los molares de la rata

con su encia alrededor.

Procedimos entonces a la técnica habitual de inclusién en parafina realizada

por un procesador de tejidos (STP-120, ESPECIALIDADES MEDICAS MYR, S.L).

Obtenidos los bloques se realizaron cortes al micr6tomo de entre 4 y 5 um de
espesor. Los cortes se colocaron en un bafio de 37°C, se recogieron con portaobjetos
silanizados, y se conservaron durante 60 minutos en la estufa a 60°C. Realizamos

entonces la tincién con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H&E):
- Hidratacién del tejido:
- Xilol 1 durante 10 minutos.
- Xilol 2 durante 10 minutos.
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- Bateria de alcoholes decrecientes:

e 30 pases en etanol de 100°.

e 30 pases en etanol de 100°.

e 30 pases en etanol de 90°.

e 30 pases en etanol de 80°.

e 30 pases en etanol de 70°.

e 5 minutos en agua destilada.

- Tincién:

- Hematoxilina (colorante basico), durante 2 minutos.

- Lavar con agua de grifo y escurrir en papel de filtro.

- 2 pases en carbonato de litio (COsLi>)

- Lavar con agua de grifo y escurrir en papel de filtro.

- Eosina (colorante acido), durante 2 minutos.

Lavar con agua destilada y escurrir en papel de filtro.

- Deshidratacion:

- Bateria de alcoholes crecientes:

e 30 pases en etanol de 70°.

e 30 pases en etanol de 80°.
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e 30 pases en etanol de 90°.

e 30 pases en etanol de 100°.

e 30 pases en etanol de 100°.

- Xilol 1 durante 10 minutos.

- Xilol 2 durante 10 minutos.

Se montaron los cristales echando una gota de resina para pegar el cubre y se

dejo secar.

Analisis morfométrico de la microscopia dptica

Se tomaron fotografias de las tinciones de H&E para la medicion del

agrandamiento gingival, valorandose este con dos medidas:

A. Altura del tejido gingival: como la distancia entre la cresta 6sea marginal

y el margen gingival de la encia libre siguiendo el eje axial del diente.

B. Anchura del tejido gingival: como la distancia entre la superficie dental y
la superficie del epitelio a nivel del limite apical del epitelio de union en

sentido perpendicular al eje axial del diente.

Se seleccionaron para ello solamente aquellos cortes en los que la encia y el
diente aparecian integros. Para la medicién se realizaron microfotografias a una
magnificacion de 10x, tomandose como referencia una cuadricula micrométrica
colocada en el ocular del microscopio oOptico (Olympus). Las fotografias se
calibraron y midieron con la ayuda del software ImageJ 1.46r, programa de dominio

publico del U.S. National Institutes of Health (Rasband WS. ImageJ. U.S. National
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Institutes of Health, Bethesda, Maryland. 2008) (Figura 6). Se realizaron tres

mediciones distintas por el mismo operador y se realizaron las medias.

\\\\ hY S SO :
Figura 6. Andlisis morfométrico del tejido gingival. A) Altura del
tejido gingival, B) Anchura del tejido gingival.

Microscopia electrénica

Realizamos técnicas de microscopia electronica en las muestras de encia y
musculo cardiaco siguiendo la técnica previamente descrita por Quiles et al en 2010
(166). Para ello, fueron inmediatamente seccionadas en piezas pequefias y fijadas en
una solucion de formaldehido al 1,5% en tampon de cacodilato al 1%, pH7,4 durante
2 horas. Posteriormente se realizaron 3 lavados con un tampo6n de cacodilato,
continuandose la fijacion con tetradxido de osmio (OsOa) al 1% durante 60 minutos.

La temperatura de la muestra durante el procesado se mantuvo en 4°C.

Lavamos con agua destilada y procedemos a la deshidratacion de la muestra

mediante una escala de etanoles creciente:
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e 15 minutos de etanol al 30%.

e 15 minutos de etanol al 50%.

e 2 horas de etanol al 70%.

e 15 minutos de etanol al 90%.

e 15 minutos de etanol al 100%.

e 15 minutos de etanol al 100%.

La muestra entonces es embebida en una resina Epon, y tras permanecer
incubando toda la noche a 65°C, se realizan los cortes con un ultramicrotomo
(Ultracut S). Primero se practica un corte semifino de 1um perpendicular a la
superficie del epitelio y el tejido conectivo subyacente de manera que nos permita
escoger el corte adecuado para nuestro estudio de las ultraestructuras del fibroblasto
y célula muscular cardiaca. Posteriormente se realizan cortes ultrafinos de 70nm de
espesor con una hoja de diamante usando el ultramicrotomo Ultracut S y estos cortes

se recogen en una rejilla de cobre.

Todas las secciones se tifieron sumergiéndolas durante 5 minutos en acetato

de uranilo en solucién acuosa y durante 3 minutos en una contratincion de citrato.

Los cortes se visualizaron con el microscopio electrénico de transmisién Carl
Zeiss EM10C (Oberkochen, Germany) a 4000x, 7500 y 40000x aumentos en el

Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada.

El software ImageJ 1.46r fue usado para determinar el area y perimetro de las

mitocondrias.

Analisis morfométrico de la microscopia electrénica
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Para su analisis morfométrico, se consideraron sélo aquellos fibroblastos del
tejido conectivo superficial y células musculares cardiacas en las que se apreciaba el
nacleo. Se tomaron imagenes con el microscopio electronico de transmision y se
estudiaron mediante un software analizador de imagenes ImageJ 1.46r y se

determinaron el area y el perimetro de las mitocondrias.

4.3 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS
Se determinaran tanto en las muestras de encia como en las de corazon.
Preparacién de los homogenados de las muestras

Las muestras de tejidos de encia y corazon debidamente identificados, fueron
seccionados en trozos mas pequefios y homogenados usando sobre un eppendorf un
mezclador (VWR™ Pellet Mixer, VWR International), y afiadiendo 300 pl de
tampon de lisis por cada 5 pg de tejido (tampdn de lisis: 0,9% NaCl, 20mM TrisHCL
pH 7°6, 0,1% Triton x-100), al que se le incluyé un coctel inhibidor de proteasas (1%

PMSF, 1% CIP).

Las muestras se sonicaron para liberar las proteinas de las membranas celulares
con pulsos de 4 segundos y manteniendo la cadena de frio usando un sonicador
(Bandelin, Sonoplus de LABOLAN). Los eppendorf se centrigaron durante 5 min a
10000rpm a 4°C y se recogio el sobrenadante. Estos homogenados se conservaron a

-80°C hasta su uso.
Cuantificacion de la cantidad de proteinas en los homogenados

Se determind la cantidad de proteina del homogenado usando el método de

Bradford (167).
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El ensayo se realiza afiadiendo en una placa multipocillo: 10uL de NaOH 1M,
1uL de la muestra y 200uL de reactivo de Bradford. Se usa como blanco un pocillo
con NaOH vy reactivo de Bradford. Después de dejar incubar la mezcla durante 5
minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz, se mide la absorbancia a

595nm en un lector de microplacas para absorbancia iMark (Bio-Rad).

La cantidad de proteina se determind mediante una recta patron realizada con

cantidades conocidas (0-28ug) de inmunoglobulina G.

Andlisis de la masa mitocondrial

Para ello, medimos la actividad de la citrato sintasa, una enzima de la matriz
mitocondrial encargada de catalizar la primera reaccion del ciclo de Krebs cuya
cantidad permanece altamente constante en la mitocondria y es considerada un
marcador de contenido en mitocondrias (168). Por ello permite normalizar su
actividad a la cantidad relativa de mitocondrias, usdndose como marcador de masa

mitocondrial.

La actividad especifica de la citrato sintasa en los extractos de tejidos
homogeneizados sera medida a 412nm utilizando 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)
para detectar los grupos sulfidrilos libres del coenzima A. Para ello seguimos el

método que ya ha sido descrito anteriormente por Garrabou (169).

Por duplicado y en el siguiente orden afiadimos a la cubeta:

- Tris-HCI 0,75M pH8 100pL 75mM.
- DTNB 1mM 100uL 100uM.
- Triton 1% 100uL 0,1%.
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- Acetil CoA (7mg/mL) 50ulL 350pg/mL.

- Homogenado de la muestra SuL.

- Agua destilada (H20q) 595ul.

Agitamos e incubamos durante 2 minutos a 30°C, para finalmente afiadir:

- Oxalacetato 10mM 50uL 0,5mM.

Volvemos a agitar e incubamos durante 30 segundos a 30°C. Pondremos
entonces a leer los datos durante 2 minutos a una longitud de onda de 412nm usando
para ello un espectofotometro (DU 800UV/Vis Spectrophotometer) (Calculos: € =

13,6 mM-1cm-1 (Abs/min) = Abs / min con Oxalacetato).

Niveles de ATP

Los niveles de ATP se determinaron en los homogenados de tejido mediante
un ensayo de bioluminiscencia utilizando un kit de determinacion de ATP (Molecular
Probes). Este Kit se basa en el requerimiento de ATP por parte de la luciferasa para
la produccién de luz, de manera que a mayor contenido de ATP de la muestra, mayor

serd la emision de luz.

De acuerdo con las instrucciones de fabricante, en los ensayos se mezclaron
cantidades proporcionales de una solucién de reaccion que contenia luciferasa de
luciérnaga recombinante y su sustrato D-luciferina con los homogenados de tejido,
para medir posteriormente la luminiscencia emitida con un luminémetro (GloMax®-

Multi Jr, Promega).

Deteccion de colageno
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La cantidad de colageno en los homogenados de muestra se determing por
espectofotometria utilizando un kit comercial Sircol Collagen Assay (Biocolor). Por
este método de unidn a colorante se pretende analizar el colageno soluble en &cido y
peptina. El ensayo evalla la tasa de colageno recién sintetizado que se produce
durante los periodos de crecimiento y desarrollo rapido, pero también el producido

por procesos de inflamacion, cicatrizacion de heridas y desarrollo de tumores.

Para la determinacion se siguen las instrucciones del fabricante, para
finalmente medir a 595nm con un lector de microplacas para absorbancia iMark (Bio-

Rad).

Peroxidacion lipidica

Lo que se pretende es analizar los niveles de TBARS (thiobarbituric acid
reactive substances) en los tejidos usando un método basado en la reaccion del mismo

con los lipoperdxidos a 90-100°C.

Preparacion del TBARS:

- 20mL H2Oq.

- 5mL é&cido Sulfurico.

- 0,2gr &cido Tiobarbitdrico (Sigma-Aldrich).

Se afiade en un eppendorf el mismo volumen de muestra y de &cido

ticloroacético (TCA) al 20%, entre 100-200pL.

Se centrifugan 5 minutos a 3000rpm a 15°C, recogiéndose el sobrenadante en

otro eppendorf, para afiadir un volumen aproximado al obtenido de TBARS al 0,67%.
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La mezcla se hierve a 90°C durante 15 minutos y se deja enfriar a temperatura

ambiente.

Trasladamos las muestras a compartimentos para el espectofotometro de un
tamafno acorde al tamafio de la muestra usando como blanco una mezcla de
TCA+TBARS a partes iguales. Pondremos entonces a leer los datos a una longitud

de onda de 532nm en el espectrofotometro (DU 800UV/Vis Spectrophotometer).

Los resultados obtenidos se corresponden a equivalentes de malondialdehido
(MDA) utilizando un coeficiente de extincion de 1,56p 10° Mt cm™. Aplicamos la

siguiente formula:

nmol MDA (As3s — Agop) X mmol y 106nmol « 1ml
grr 1,56 x 105ml 1mmol ~ 0,1gpp

Andlisis de proteinas mediante western blot

Vamos a utilizar los siguientes anticuerpos primarios preparados a una

concentracion de 1:250 en una solucion de TBS 1x (5% de BSA + 0,1% Tween20).

-  GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), que nos a servir
como control de carga (GAPDH (FL-335): sc-25778, Santa Cruz

Biotechnology, INC.).

-  TFAM, (Factor A de transcripcion mitocondrial) (TFAM Sygma

Aldrich).

- 0GGL1/2 (8-oxoguanina DNA glicosilasa) (OGG1/2 (G-5):s¢c-376935,

Santa Cruz Biotechnology, INC.).
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- MnSOD, (manganeso superéxido dismutasa) (SOD-2 (FL:222): sc-

3008, Santa Cruz Biotechnology, INC.).

- Catalasa, (catalase (H-300): sc-50508, Santa Cruz Biotechnology,

INC.).

A. Preparacion de la muestra:
Una vez determinada la concentracion del homogenado de muestra
mediante el método Bradford, se diluyen 50 veces hasta completar 40uL

afiadiendo H204 y 6 YL de un tampon de carga; LB 5x preparado con:

- Tris/HCI 1M pH 6,8 60mM.

- Glicerol 50% 25%.

- SDS 10% 2%.

- 2mercaptoetanol 14,4AmM.
- Azul de bromofenol 0,01%.

Esto se reserva overnight.
B. SDS-Page y Western-Blot:

Se preparan geles de 1,5mm de grosor con las siguientes caracteristicas:

Gel separador pH 8,8

Stock Uso 10mL
Acrilamida/Bisacrilamina 30% 10% 3,333mL*
H204d 2,757TmL*
Tris-HCI pH 8,8 1M 0.375M 3,75mL
SDS 10% 10% 0,10% 100uL
Persulfato de amonio 20% 0,10% 50uL
TEMED 100% 0,10% 10uL

*El gel separador se realiz6 a una concentracion del 10% por ser la que mas se adecuaba al

peso molecular de las proteinas a detectar.
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Gel condensador pH 6,8

Stock Uso 5mL
Acrilamida/Bisacrilamina 30% 4% 667uL
H204 3mL
Tris-HCI pH 6,8 1M 0.375M 1,25mL
SDS 10% 10% 0,10% 50pL
Persulfato de amonio 20% 0,10% 25uL
TEMED 100% 0,10% SpL

El analisis de las proteinas presentes en los homogenados de tejido se
realizard mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) a una intensidad de 35mA por gel en un sistema MiniProtean 111 (Bio-
Rad) y con tampdn de carrera TGS al 1% (Tris/Glycine/SDS Buffer 10X,

BioRad).

Finalizada la electroforesis de los geles se procede a la transferencia de
las proteinas a membranas de nitrocelulosa de 0,2um (Rio-Rad), ajustadas al
tamano del gel, protegida por dos papeles de filtro (Bio-Rad) y embebidas en

un tampon de transferencia preparado con:

- 50mL de TG 10x (Tris/Glycine Buffer 10X, BioRad).

- 100mL MetOH.

- 350mL H20u.

Este especie de sandwich se coloca en un dispositivo para la
electrotransferencia (Trans-Blot®SD, Semi-Dry Transfer Cell con fuente de

alimentacion Bio-Rad Power Pac 1000) a 25V y durante 30 minutos.
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Una vez finalizada la transferencia, la membranas son lavadas dos veces
durante 5 minutos con TTBS 1x (Tris 20mM pH 7°6, NaCl 150 mM,
Twenn20 0°05%) y se bloquean posteriormente con TTBS 1x + Leche al
0,5% (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad) durante 2 horas a temperatura

ambiente.

Para los lavados y el blogueo nos servimos de un agitador PMR-30

(Mini Rocker-Shaker, Grant-bio).

C. Inmunodeteccién con anticuerpos y revelado con liquido de
electroquimioluminiscencia (ECL):
Las membranas ya blogueadas se incubaran con los anticuerpos
primarios overnight y en agitacion a 4°C. Tras este periodo se lavaran 2 veces

durante 5 minutos con TTBS 1x.

A continuacién, las membranas se incubardn nuevamente durante una
hora en agitacién y a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo
secundario, marcado con peroxidasa de rabano (HRP) para catalizar la
oxidacion del luminol en presencia de peroxido de hidrogeno. El anticuerpo
secundario se prepara a concentracion 1:20000 en TTBS 1x + Leche al 0,5%

(Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad).

Tras tres nuevos lavadoscon TTBS 1x, la deteccion de la proteina se
realizard por quimioluminiscencia incubando durante 5 minutos con los
sustratos para quimioluminiscencia WesternSure® Premium (Li-Cor) y la
lectura se realizarda con asistencia del escaner personal para

guimioluminiscencia C-Digit (Li-Cor) y se cuantificaran las bandas obtenidas

108 | Parametros mitocondriales en el agrandamiento gingival



con el software Image Studio Ver 5.2

(https://www.licor.com/bio/products/software/image_studio_lite/).

4.4 EVALUACION DEL AGRANDAMIENTO GINGIVAL EN PACIENTES

Como complemento a los datos in vivo aportados por el ensayo en ratas,
hemos realizado anélisis de biopsias de dos pacientes a los que se les diagnosticd
fibromatosis gingival hereditaria, ademas de una serie de determinaciones
bioguimicas in vitro en las células de estos pacientes pertenecientes a la misma

familia: padre e hija.

Ambos pacientes acudieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Sevilla, presentaban salud sistémica y un agrandamiento gingival idiopatico, se
les diagnostico fibromatosis gingival hereditaria. Tras la aprobacion por parte del
Comité de Etica del Vicerrectorado de Investigacion de la Universidad de Sevilla 'y
su correspondiente consentimiento informado, tanto a los dos pacientes como a un
voluntario sano que actué como control, se les tomaron muestras de sangre Yy tejido

gingival.

Toma de muestras de sangre y obtencion de células mononucleares

periféricas (PBMC)

De manera ambulatoria se produjo a la extraccion de muestras de sangre
de los dos pacientes y un paciente sano que actué como control mediante una
puncidon venosa con Vacutainer. Se utilizaron tubos con anticoagulante

EDTA, y se extrajeron unos 16 mL de sangre por paciente.
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Para la obtencion de PBMCs se utilizd un protocolo basado en la
utilizacion del polisacérido hidrofilico Ficoll-Paque™PLUS. Se usaron entre
2,5y 3 mL de esta sangre heparinizada y se mezcl6 con 1,5mL de una
solucién salida equilibrada (BSS, Balanced Salt Solution), esta solucion
salina con contenido en glucosa permite mantener la viabilidad de las células
sanguineas. Para cada 2mL de sangre con BSS se utilizaron 1,5mL de Ficoll-

Paque™PLUS.

El primer paso consisti6 en introducir el Ficoll-Paque™PLUS dentro de
un falcon de 15 o 50mL, en funcion del volumen. A continuacion, la sangre
se introduce lentamente con una pipeta Pasteur, evitando la mezcla con la
capa de Ficoll-Paque™PLUS. Seguidamente se centrifuga a 900 g con una

centrifuga basculante durante 40 minutos.

Tras el centrifugado se observa que se han separado los distintos
componentes de la sangre dejando una fase superior amarilla de plasma, una
fase intermedia con los monocitos y linfocitos (PBMCs) justo encima del
Ficoll, y un precipitado de plaquetas, eritrocitos y otros fragmentos celulares
en la fase mas inferior. Recogemos esa fase intermedia con una pipeta Pasteur
y se trasladan estas PBMCs a un nuevo falcon. Ahora por cada mililitro de
células recogidas, se afiaden 3mL de tampdn BSS, se invierte el falcon y se
centrifuga de nuevo a 900g durante 10 minutos para terminar de limpiar las

PBMCs.
Toma de biopsias y procesado

La intervencion quirdrgica se realizo bajo anestesia local: articaina con

epinefrina. Obteniéndose con una hoja del nimero 15 y mango de bisturi una
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biopsia de unos 10x5x5mm aproximadamente de la region posterior del

maxilar, a nivel de la tuberosidad. La biopsia obtenida se dividié en tres

partes:

*

Una porcion de 1x1xlmm que se fijo en una soluciéon de
formaldehido al 1,5% en tampdn de cacodilato al 1%, pH7,4
durante 2 horas para su procesado para microscopia electronica

tal como se explica en el apartado 5.2.

Una segunda porcion de 5x5x2mm aproximadamente, que se
reservo se utilizo para realizar homogenados de tejido, tal como

se explica en el apartado 5.3.

El resto fue fijada en formaldehido al 4% durante 12 horas para
su posterior procesado para corte y tincion con H&E, tal como
se explica en el apartado 5.2 (excepto por la descalcificacion,

gue en este caso no es necesaria).

El caso del paciente que actu6 como control, se obtuvo otra

porcion de 5x5x2mm aproximadamente, que se reservé en suero

fisiologico.

Cultivo de fibroblastos gingivales sanos

Se tomo la pieza de la biopsia reservada en suero fisiologico estéril y se

tallo en trozos méas pequefios en condiciones de esterilidad dentro de una

campana de flujo sobre una placa de Petri. Se colocé el tejido conectivo hacia

la placa y se dejo secar unos 10 minutos para lograr la adhesion de las piezas.
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Transcurrido este tiempo se eché medio de cultivo. Estos fibroblastos
se cultivaron con medio de cultivo DMEM (4,5mg/L de glucosa, L-
glutamina, piruvato — Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS, Gibco, Invitrogen) y 0,5% de antibidtico (Sigma Chemical
Co.). Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO- al 5% vy se

dejaron crecer.

La recoleccion de los fibroblastos para los distintos ensayos se realizé
recogiéndose con tripsina (0,25% Trypsin-EDT  Solution, Sigma),
centrifugandose a 2000rpm durante 5 minutos a 4°C y resuspendiéndose en

tampon de lisis (0,9% NaCl, 20mM TrisHCL pH 7°6, 0,1% Triton x-100).

Evaluacion de los lipidos peroxidos

Se evalué en los PBMCs usando la misma técnica descrita en el

aparatado 5.3.

Evaluacion de la sintesis de colageno

Se determind la sintesis de colageno en los homogenados de tejido

gingival.

Se quiso evaluar la influencia del estrés oxidativo sobre los fibroblastos
en cuanto a la sintesis de colageno, disefiandose un ensayo en el que los

fibroblastos sanos permanecieron 48h en las siguientes condiciones:
H,0, 100uM

+
CoQ,, 30pM

H,0,

100pM

Sin tratamiento
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El coldgeno se evalud de la misma manera que se describe en el
apartado 5.3, tanto en los homogenados de tejidos como en los homogenados

de fibroblastos tratados.

Determinacion de los niveles de CoQ1o0 en los PBMC

El estudio de los niveles de CoQ se realiz6 en dos pasos:

1) Extraccion del CoQ de las membranas bioldgicas.

Sin romper la cadena de frio (4°C) se toman 100uL del
homogenado de la muestra y se resuspende en S00uL de PBS. Esto se
pasa a un tubo de vidrio de 15mL con tapdn de rosca (Pirex) y se le
afilade Qo como estandar interno de la extraccién. La concentracion del
estandar se determind por espectrofotometria, a una longitud de onda

de 275nm (¢CoQ9=14,7mM-1).

La solucidn celular con el estandar interno se mantuvo en hielo 5
minutos para después afiadir 500uL de SDS al 2% y agitar con un vortex

durante un minuto a maxima potencia.

A continuacion se afiaden 2mL de una mezcla etanol:isopropanol

95:5 y se vuelve a vortear durante un minuto.

Seguidamente, afiadimos a la mezcla 5mL de hexano, se agita con
el vortex y se centrifuga a 1000g durante 5 minutos a 4°C para separar

la fase organica (compuesta por los lipidos) de la fase soluble.

Tras esta centrifugacion, la fase organica se transfiere a una

ampolla de rotavapor de 25mL, volviendo a repetirse la extraccion con
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hexano dos veces mas. El hexano de las ampollas se seca en un
rotavapor (R-3000, B-U-CHI), en condiciones de vacio, a 35°C y con
un una potencia de rotor del 50%. El residuo seco se reconstituye en
333uL de etanol (calidad HPLC) y se pasa a un Eppendorf limpio,
repitiendo el lavado dos veces més. El etanol se evapora por vacio
(SPD121P, Savant) durante 2-3 horas a 50°C, guardando finalmente el
residuo seco a -20°C para ser reconstituido en el volumen adecuado de

etanol (calidad HPLC) antes de la medida cromatografica.

2) Determinacion de los niveles de CoQ por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC).

El proceso de separacion de los componentes lipidicos de las
muestras se lleva a cabo en un HPLC Beckmann 166-126, equipado con
una columna silica de fase reversa 15-cm Kromasil C-18, con horno a
40 °C, flujo de 1mL/min en una fase mdvil compuesta de

metanol:isopropanol (60:40) y 1,42 mM de perclorato de litio.

Los niveles de CoQ se analizan por detectores ultravioleta
(System Gold 168; Beckman Coulter, Brea, CA, USA) vy

electroquimico (Coulochem 11 ESA).

Los datos obtenidos fueron referidos a mg de proteinas.
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizara un estudio estadistico descriptivo de las variables analizadas en
los tres grupos (porcentaje, media, desviacion estandar). Se comprobaran las
diferencias entre grupos comprobando la normalidad con el test de Kolmogorov.
Posteriormente se usard el test de ANOVA con el test post hoc de Bonferroni para
ver las diferencias entre grupos. El nivel de significacion que se utilizara serd p<0,05.

Todos los datos se tabularan y seran procesados con el paquete estadistico SPSS.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISIS DEL GRADO DE AGRANDAMIENTO GINGIVAL
MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA

Los cortes histoldgicos tefiidos con H&E (Figura 7) muestran de forma total
o parcial al primer molar mandibular de la rata rodeado por todo el complejo
periodontal dentro del maxilar inferior. Se puede apreciar la pulpa dental y el tejido

0seo. A nivel gingival vemos como las crestas epiteliales disminuyen en el grupo N.

Las mediciones en estos cortes fueron realizadas por duplicado, por el mismo
operador y en dias distintos, obteniéndose las medias y desviaciones estandar. Se

valor6 tanto la anchura como la altura del tejido.

El andlisis de las mediciones nos muestra que en el grupo CsA se ha
producido un aumento significativo del tejido en altura, no siendo asi para el grupo
N, cuyos valores son equiparables a los del grupo CTL. En el caso de la anchura, no
existen diferencias significativas de los grupos de tratamiento respecto a los CTL

(Figura 8).
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CONTROLES (CTL)

NIFEDIPINA (N)

CICLOSPORINA (CsA)

Figura 7. Cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina y eosina de los tres grupos de tratamiento. A la izquierda se observa el
primer molar rodeado por su periodonto a 4x, y a la derecha vemos en detalle la encia vestibular a 10x.
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Figura 8. Evaluacion morfométrica del tejido gingival vestibular en altura (A, a la izquierda) y en anchura (B, a la derecha).
* —
= p<0.05.

5.2 ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LAS MITOCONDRIAS

Al igual gue en el caso anterior, en el grupo que se observan mas cambios es
en el CsA, cuyas mitocondrias a nivel del tejido gingival presentan mayor area y
perimetro respecto al grupo CTL y N, las mitocondrias son significativamente
mayores. En el caso del tejido cardiaco no se observan diferencias entre grupos

(Figura 9).
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Figura 9. Evaluacion morfométrica del area y perimetro mitocondrial tanto de los fibroblastos como de los cardiomiocitos. * = p<0.05.
Evaluando las imagenes de la microscopia electrénica se puede observar que
el tratamiento con los farmacos provocO desestructuracion interna de las
mitocondrias, en mayor o0 menor grado, para todos los casos, siendo mas marcada en

las mitocondrias de los fibroblastos de las ratas tratadas con CsA (Figura 10).
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Figura 10. Iméagenes de los fibroblastos a la izquierda y de los caridiomiocitos a la derecha de los distintos

grupos de tratamiento. Las flechas indican desestructuracion interna de la mitocondria.
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En el caso de las mitocondrias de los fibroblastos del tejido gingival se
pudieron analizar también los procesos de fusion-fisién, la cantidad de

autofagosomas y la presencia de vacuolas internas (Figura 11).
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@ 31 Figura 11. El analisis de la microscopia electrénica a nivel de
e 5 los fibroblastos revelé un descenso de los procesos de fusion y
S fision en las mitocondrias de los fibroblastos de ambos
= 1 - tratamientos. En el caso de los tratados con nifedipina,
disminuyeron los autofagosomas y aumentaron las vacuolas
0 internas.

* = p<0.05.
CTL N CsA

Se observa un descenso de la dindmica mitocondrial de los fibroblastos
tratados con ambos farmacos, mayor en el caso del tratamiento con CsA. Ademas,
en el grupo tratado con N se produjo un descenso en el nimero de autofagosomas
mitocondriales, con incremento en la acumulaciéon de vacuolas internas a nivel

celular.
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Citrato sintasa en tejido gingival

5.3 DETERMINACION BIOQUIMICA DE MASA MITOCONDRIAL

MEDIANTE LA ACTIVIDAD DE LA CITRATO SINTASA

La actividad de esta enzima se relaciona directamente con la masa
mitocondrial. Se observé que su actividad se mantuvo estable en el tejido gingival,
en cambio aparece disminuida en ambos grupos de tratamiento en el tejido cardiaco
(Figura 12).

La disminucion en la actividad de esta enzima indica que hay una disminucion

en el niumero de mitocondrias en los cardiomiocitos de las ratas tratadas respecto a

las CTL.
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Figura 12. Actividad de la citrato sintasa en tejido gingival (a la izquierda) y en tejido cardiaco (a la derecha). * = p<0.05.

5.4 NIVELES DE ATP
Los niveles de ATP se mantuvieron en valores similares para todos los grupos

(Figura 13). No parece verse afectada la produccidn energética por los tratamientos.
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Figura 13. Niveles de ATP en tejido gingival (a la izquierda) y en tejido cardiaco (a la derecha). * = p<0.05.
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5.5 PRODUCCION DE NUEVO COLAGENO
Al evaluar la cantidad de coldgeno nuevo que se estaba produciendo se
observo que esta no se veia afectada por los tratamientos, manteniéndose en niveles

equiparables (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacion de la sintesis de colageno en tejido gingival (a la izquierda) y en tejido cardiaco (a la derecha). * = p<0.05.
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5.6 PEROXIDACION LIPIDICA
Se observaron mayores niveles de lipidos peréxidos en ambos grupos de
tratamiento respecto a los controles tanto a nivel gingival como a nivel del miocardio,

siendo esta diferencia significativa para CsA en el miocardio (Figura 15).
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Figura 15. Niveles de lipidos perdxidos en tejido gingival (a la izquierda) y en tejido cardiaco (a la derecha). * = p<0.05.

5.7 WESTERN-BLOT EN TEJIDO GINGIVAL

Los analisis mediante western-blot indican que estd aumentado el dafio
oxidativo en ambos grupos de tratamiento (OGG). Sucede lo mismo con la
biogénesis mitocondrial (TFAM), que se encuentra aumentada en ambos grupos
respecto a los CTL, ligeramente en el caso de N y de formas significativa para CSA

respecto a los CTL (Figura 16).

En relacion con los antioxidantes, encontramos que la catalasa se encuentra
aumentada en ambos grupos de tratamiento, mientras que la MnSOD, se encuentra
aumentada de forma significativa en el grupo N respecto a ambos grupos, y de

manera no tan marcada en el grupo CsA (Figura 16).

Lourdes Victoria Romdn Malo | 127



1,2 . % 0,6
CTL N GCsA .
I 1 T - 05
o [a)]
0GG - - — S 0,8 S 0,4 [
N 06 § 0,3
i
TFAM o e g 04 < 02
3 0,2 =01
| 0 0
Catalase — CTL N CsA cTL N
0,8 * %k k¥
S 06 508
o 3
GAPDH s s v 306
S~
< 0,4 S
8 004
. .. wv -
Figura 16. Western-blot en tejido % 0,2 §
(@]

gingival. *p<0.05, ** p<0.01.

o

i
o

o N

CTL N CsA CTL N

5.8 WESTERN-BLOT EN TEJIDO CARDIACO

Respecto a OGG, se encuentra significativamente disminuida en el grupo
CsA. La biogénesis mitocondrial, marcada por TFAM, se mantiene en valores
estables, existiendo diferencias entre N y CsA pero no de ambas respecto a los CTL.
La alteracion mas marcada se produce a nivel de los antioxidantes, con un
comportamiento diferente en el grupo N y en el CsA. Se produce un descenso
significativo de MnSOD vy catalasa en el grupo CsA, mientras que para el grupo N la
MnSOD se mantiene en niveles equiparables a los CTL, y la catalasa ligeramente

inferiores (Figura 17).

Analizando las proteinas de disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo vemos

que existe un comportamiento diferente segun los tejidos y segun los farmacos.
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5.9 PACIENTES CON FIBROMATOSIS GINGIVAL HEREDITARIA

Una vez realizados los analisis en nuestro modelo animal, quisimos valorar el
comportamiento a nivel estructural y molecular de este agrandamiento gingival en
un modelo de patologia en humanos, como es el agrandamiento idiopatico que se
produce en la fibromatosis gingival hereditaria.
Descripcion del caso clinico

Un sefior de 50 afios de edad acude al area clinica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Sevilla aquejando la presencia de “una hinchazon
de las encia en toda su boca” que le causaba dificultades en el habla y que comenzo

4 o 5 afos atrds habiendo progresado lentamente. El paciente presentaba salud
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sistémica y tras el correspondiente analisis clinico y radioldgico no se le diagnosticd
ninguna otra patologia (Figura 18).

Le propusimos al paciente realizar un analisis intraoral a su familia. El
paciente tenia dos hijas, una de las cuales, con 12 afios de edad, presentaba
caracteristicas gingivales similares a las del padre pero menos acentuadas (Figura
19).

En ambos podia observarse un agrandamiento gingival que involucraba tanto
a maxilar como a mandibula, afectando a toda la encia alrededor de la denticion
permanente y temporal. En el paladar del padre se puede observar que el tejido
crecido forma un tdnel que dificultaba el habla y la higiene. En las
ortopantomografias no se observan lesiones dseas en las ortopantomografias.

Observando la presencia de este agrandamiento gingival idiopético, no
asociado al consumo de farmacos o a sindromes, la presencia de salud sistémica y el
patron hereditario del agradamiento, fueron diagnosticados de fibromatosis gingival

hereditaria.
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Figura 18. Fotos intraorales y ortopantomografia del padre. Se aprecia la
mordida abierta anterior derecha, rotaciones y migraciones dentarias,
diastemas y un agrandamiento severo que compromete la masticacion,
dificulta la higiene y afecta al habla. Ausencia de 36 asociada a una gran
caries.

El tratamiento consistio en la instauracion de unas rigurosas medidas de
higiene oral y revisiones periddicas. Para el padre, que era quien presentaba el
agrandamiento mas severo e incapacitante, la gingivectomia a bisel externo fue la
técnica quirtrgica de eleccion realizada en dos pasos y asociada a una rigurosa
técnica de higiene oral. Se realizaron incisiones en el paladar para eliminar el tejido
gingival sobrante en ambos cuadrantes del maxilar. El tejido total extirpado consistid
en cuatro fragmentos de 100g, de superficie brillante y blanquecina, con consistencia

densa y homogénea (Figura 20).
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Figura 19. Fotos intraorales y ortopantomografia de
la hija. Paciente en fase de denticion mixta. Se
aprecia también la mordida abierta anterior derecha.
Existe un retraso en el recambio dentario y falta de
erupcion pasiva. Grosor de tejido queratinizado
aumentado alrededor de los dientes permanentes
erupcionados.

Durante el postoperatorio y cicatrizacion no se produjo ningln tipo de

complicacion o incidencia (Figura 21). Los pacientes continuaron con sus revisiones

periddicas.
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Figura 20. Gingivectomia.

Figura 21. Retirada de sutura a los 15
dias y cicatrizacion tras 6 semanas.

Hallazgos histopatol6gicos en la H&E

Los cortes tefiidos con H&E muestran la presencia de infiltrado inflamatorio,
e imagenes de falta de continuidad de la ldmina basal, migracion celular desde el
epitelio y células de aspecto mesenquimatoso en el interior del tejido conectivo
(Figuras 22 y 23). Estas imagenes son compatibles con la teoria de “Epithelial to
Mesenchymal Transition”.
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Figura 22. Hematoxilina y eosina en el
padre. Se puede observar el infiltrado
inflamatorio.

| Figura 23. Hematoxilina y eosina en la hija.

Las flechas incidan rotura de la Idmina basal
con migracion celular, y las puntas la

dpresencia  de  células de  aspecto

mesenquimatoso.

A nivel ultraestructural del tejido, se observan imagenes compatibles con

autofagosomas y acumulacion de vesiculas en la célula (Figura 24).

Andlisis de los PBMC

Figura 24. Microscopia electronica de las biopsias gingivales, a la izquierda el padre, y a la derecha la hija.

En el caso del paciente que manifestaba los signos clinicos mas severos (el

padre) se observo una mayor presencia de peroxidacion lipidica y una disminucion

de los niveles de CoQ1o, un importante antioxidante y transportador de electrones

mitocondrial (Figura 25). Lo que es indicativo de presencia de estrés oxidativo.
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Figura 25. Evaluacion del estrés oxidativo en células mononucleares periféricas, a la izquierda vemos los niveles de lipidos peréxidos (MDA), y
a la derecha los niveles de coenzima Q (CoQ,,). * = p<0.05, **=p>0.001.

Evaluacion de la sintesis de colageno
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Figura 26. Evaluacion de la sintesis de colageno.
* = p<0.05, **=p>0.001.

Influencia de las ROS en la sintesis de colageno
Para comprobar la relacion entre el incremento de estrés oxidativo y la sintesis
de colageno, realizamos un modelo experimental in vitro. Para ello, sometimos a
estrés oxidativo a fibroblastos sanos, asi como a un potente antioxidante. La
presencia de H.O», precursor de la peroxidacion lipidica, indujo la sintesis de
colageno en los fibroblastos gingivales del donante sano, restaurandose a los valores

normales cuando se administraba junto a CoQ1o (Figura 27).
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Figura 27. Ensayo sobre la influencia del estres oxidatico (H,0,) sobre
la sintesis de colageno. * = p<0.001.
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Discusion
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6. DISCUSION

Con la investigacion desarrollada en la presente tesis doctoral hemos tratado
de aclarar el papel que desempefia la mitocondria y el estrés oxidativo dentro del
agrandamiento gingival. La mitocondria es una organela que ha sido recientemente
redescubierta y a la que cada vez se le asocian mas funciones tanto fisioldgicas como
patologicas (170). Por otro lado, el agrandamiento gingival es una entidad
clinicamente bien definida de la que cada vez tenemos mas conocimiento, se van
aclarando ciertas vias moleculares del proceso, pero seguimos sin tener una idea

totalmente clara de lo que esta sucediendo (42).

Para aportar nuestro grano de arena al estudio de esta entidad patoldgica
hemos utilizado un modelo animal sano al que le hemos inducido la patologia.
Observamos en primer lugar el grado de agrandamiento conseguido, para
posteriormente evaluar las mitocondrias a nivel ultraestructural y realizar una serie
de determinaciones bioquimicas comparando los resultados con los de otro tejido
importante en nuestro organismo como es el corazon, del que no tenemos una visién
clinica tan directa como en el caso de la encia. Finalmente utilizamos un modelo de
agrandamiento gingival en humanos para compararlo con los resultados obtenidos en

las ratas.

El uso de ratas como modelo animal en el estudio de la patogenia de la
enfermedad periodontal estd ampliamente extendido (171). Este modelo resulta
particularmente Util debido a su facil disponibilidad y manejo, a una anatomia
periodontal que a nivel de los molares se asemeja mucho al humano, y a que el
agrandamiento ocurre con una incidencia de practicamente el 100% sin necesidad de

ningun factor local irritante (172). En menores ocasiones se han utilizado perros
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beagles, pero la respuesta a los farmacos no parece ser constante en los diferentes

ensayos (173, 174).

Este modelo animal sobre rata wistar de agrandamiento gingival inducido por
CsA'y N ya ha sido utilizado previamente por Bullén et al (67), quienes encontraron
variaciones en la anchura del tejido gingival a nivel de la encia adherida, siendo més
acentuada para CsA. Nosotros hemos evaluado la altura y anchura a nivel de la encia
libre, ya que parece ser la porcion que se ve inicialmente afectada por el
agrandamiento. Ayanoglou & Lesty (175), usando las mismas dosis de CsA en ratas
y una técnica histomorfométrica similar, observaron que a partir de la cuarta semana
de administracion del farmaco ya se producia un agrandamiento moderado. También
con N se ha evaluado histomorfométricamente el tejido con la misma técnica pero
usando unas dosis mas elevadas a las nuestras y apareciendo aumentos
estadisticamente significativos respecto a los controles (176). En nuestro caso, si
vemos un claro agrandamiento con la administracion de CsA, no siendo asi para el
grupo N. Fernandes et al (35), utilizando también una técnica histomorfométrica
parecida, si encontr6 un agrandamiento significativo en los grupos a los que habia
administrado N respecto al grupo CTL, pero en este caso les incorpor6 un factor local
irritante como es la colocacion de una ligadura de algodén alrededor del molar. Los
ensayos parecen estar de acuerdo en que uno de los factores mas asociado a la
aparicion del agrandamiento es la presencia de placa bacteriana (177), de ahi que este
autor a diferencia de nosotros si que haya encontrado un aumento significativo en el
tamafio del tejido gingival para el tratamiento con N. Por otro lado, Bencivenni et al
(178) usando unas dosis de N inferiores a las nuestras e inyectadas directamente sobre
la encia en un periodo experimental de tres semanas, tampoco encontraron cambios

morfomeétricos significativos respecto al grupo control.
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Los datos histomorfométricos obtenido en el presente ensayo se correlacionan
con los datos de prevalencia descritos por la literatura, donde el agrandamiento
inducido por CsA es el que se presenta de manera mas severa y en un mayor

porcentaje de pacientes (179).

En anteriores ocasiones se ha valorado el tejido gingival a nivel
ultraestructural sin encontrar grandes diferencias respecto a los controles (180). En
un ensayo previo en el que se compararon biopsias de tejido gingival de tres grupos
de pacientes: sanos, con patologia cardiovascular y con patologia cardiovascular pero
tratados con N, se observaron cambios a nivel de la morfologia mitocondrial,
concluyendo que el tratamiento con bloqueantes de los canales de calcio restauraba
la morfologia mitocondrial en el paciente con patologia cardiovascular (165). En
nuestro caso, hemos encontrado que a nivel cardiaco la morfologia mitocondrial se
ha preservado para los 3 grupos. En el caso de los fibroblastos del tejido gingival, en
concordancia con el estudio de Bullon et al (165), las ratas tratadas con N presentan
una morfologia mitocondrial similar a los CTL o ligeramente inferior, en cambio en
el grupo CsA las mitocondrias parecen aumentar de tamafio. No obstante, si que
observamos cierta desestructuracion en la morfologia interna mitocondrial para todos
los grupos de tratamiento, mas marcada para el grupo que recibié CsA. En un ensayo
previo en el que se tratd a ratas wistar con las mismas dosis de CsA, también se
observO desestructuracion de las crestas pero en este caso de las mitocondrias
hepaticas (181), demostrando en cierto modo algun efecto sistémico en cuanto a

mitocondrias.

Los datos morfoldgicos de microscopia electronica se complementaron con
los datos bioquimicos de actividad de la enzima citrato sintasa. Esta enzima de la

matriz mitocondrial se relaciona directamente con la masa mitocondrial (168).
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Sabiendo esto, parece que a pesar del mayor tamafio de las mitocondrias en los
fibroblastos de las ratas tratadas con CsA, el numero de mitocondrias esta
ligeramente disminuido sin llegar a ser significativo. Esto podria explicarse por un
aumento en los procesos de fusion mitocondrial. En el caso de los cardiomiocitos,
aunque la morfologia parece mantenerse estable, disminuye el nimero de
mitocondrias para ambos grupos de tratamiento respecto a los CTL, aunque estas
diferencias tampoco son significativas. No teniéndose constancia de ensayos previos
similares. EI musculo cardiaco es un tejido cuyo funcionamiento Ileva consigo una
alta demanda energética, y el ratio de mitocondrias por células es de los mayores que
encontramos en el organismo. La mitocondria es una organela con gran capacidad de
adaptacion a los requerimientos celulares, siendo altamente sensible a los cambios
en el sustrato, como puede ser la administracion de estos farmacos (182). Asi, a pesar
de ciertos cambios morfoldgicos en tamafio y estructura interna, vemos que no se
encuentra afectado el rendimiento energético, ya que los niveles de ATP
permanecieron constantes: sin diferencias significativas respecto a los CTL. Esto
podria significar que aunque el funcionamiento mitocondrial no sea el 6ptimo, la
células podria estar tirando de vias moleculares menos eficientes para la obtencion

energética como es la glicolisis (paso previo al ciclo de Krebs).

Respecto al analisis del colageno, de su recambio y densidad, ha sido objeto
de estudio en muchas investigaciones, usando técnicas como las de
inmunohistoquimica (183) o RT-PCR para ver la expresion de genes que controlan
el recambio del colageno (184). Para determinar el colageno hemos utilizado un kit
comercial que evalla la presencia de nuevo colageno. Este mismo método de
determinacion de colageno ya ha sido validado anteriormente por Lin et al (185) y

Liu et al (186), pero en este caso aplicado al sobrenadante de cultivos celulares de
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pacientes con esta patologia a las que tratan con N e IL1p, por lo que sus resultados
no son comparables a nuestros datos extraidos directamente de homogenados de

tejido de ratas sanas tratadas.

Todos los estudios previos indican que existe un aumento en la cantidad de
colageno total (42). Segun nuestros hallazgos, parece que la produccion de nuevo
colageno no se ve afectada por el tratamiento con los fArmacos ni a nivel gingival ni
cardiaco. Esto estaria en concordancia con los estudios que hablan de una afectacion
de la degradacion del colageno que conlleva una mayor acumulacion del mismo,
mediado por una fagocitosis reducida del fibroblasto (187), pudiendo esto explicar el
acumulo de autofagosomas/vacuolas internas observadas en la microscopia
electronica. Este acimulo de vesiculas en la célula podria relacionarse con la
disminucion de la autofagia celular en este agrandamiento gingival inducido por
farmacos. En un ensayo en ratas a las que se les administré de forma concomitante a
CsA un tratamiento con sirolimus (farmaco inhibidor del mammalian target of
rapamycin o0 mTOR) se observo que el agrandamiento gingival era menos severo
(188). mTOR es un modulador de una de las vias moleculares que inhibe la autofagia
(189), por lo que podria estar implicado en la acumulacion de
autofagosomas/vesiculas en el interior celular y a la falta de degradacién de todos
estos componentes de la matriz extracelular que se acumulan y producen el

agrandamiento.

Como aportacion al estudio de la etiopatogenia de este proceso, hemos
querido evaluar la afectacion mitocondrial y el estrés oxidativo. Previamente,
diversos autores han tratado de relacionar a este agrandamiento gingival con el estrés
oxidativo y la disfuncion mitocondrial (165, 181, 190), existiendo poca literatura

acerca de esta relacion. No tenemos constancia de que se haya realizado un analisis
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exhaustivo de los parametros mitocondriales, por ello planteamos este estudio sobre

modelo animal, que nos permita acercarnos un poco mas a la evidencia cientifica.

Los niveles de peroxidacion lipidica nos van a resultar un indicador util del
estrés oxidativo, ya que la presencia de lipoperoxidacion es una de las consecuencias
maés conocidas de la generacién de ROS (191). Los lipidos, principales componentes
estructurales de las membranas celulares, son compuestos muy susceptibles a la
oxidacion, de ahi que los lipidos peréxidos se usen como biomarcadores del estrées
oxidativo (192). El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de bajo
peso molecular formados durante la descomposicion de los acidos grasos
polinsaturados inducida por ROS (193). MDA reacciona rapidamente con el &cido
tiobarbiturico produciendo un pigmento rojo que puede ser facilmente medido por
espectofotometria en forma de sustancia reactiva del acido tiobarbitarico (TBARS)
(193). Aunque este ensayo es criticado debida a su baja especificidad y variacion
segun las condiciones del ensayo (194), estas parece que son debidas a las variaciones
individuales de concentracion de MDA (195), de ahi que siempre refiramos nuestros
resultados a la cantidad de proteina de la muestra detectada mediante el método

Bradford.

Observando nuestros resultados, en el grupo N hay un ligero aumento de los
niveles solo a nivel del tejido gingival, mientras que en el grupo CsA hay un aumento
significativo de lipidos perdxidos respecto a los controles tanto para encia como para
tejido cardiaco. A través de la evaluacion de los lipidos per6xidos con una técnica
similar, Josephine et al (196) han relacionado los dafios renales secundarios a la
administracion de CsA con el estrés oxidativo. Esto parece indicar que la mitocondria

trata de mantener el rendimiento energético (niveles de ATP) con una dindmica que
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la lleva aumentar los niveles de lipidos peréxidos y consecuente, mayor estrés

oxidativo en el tejido.

Para completar el anélisis del funcionamiento mitocondrial hemos evaluado
varias proteinas mediante técnicas de western blot. Esta técnica esta universalmente
extendida como el método mas idoneo para deteccién de proteinas, ya que nos aporta
datos fiables tanto de cuantificacion como de actividad proteica. Lo que nos interesa
saber es cuanto se estdn expresando las proteinas relacionadas con el dafio
mitocondrial y antioxidantes. Para ello hemos evaluado la presencia de OGG-1/2,
un enzima reparadora del ADN que actia como protectora de los &cidos nucleicos
frente al dafio oxidativo, siendo la forma OGG1 maés prevalente en el nicleo, mientras
que OGG?2 es una forma especifica de la mitocondria (197); TFAM, es una proteina
mitocondrial que a través de su interaccion con el ADN mitocondrial estd
directamente relacionada con la biogénesis mitocondrial; MnSOD, antioxidante
especifico mitocondrial; y catalasa, antioxidante regulador de estrés oxidativo e

inflamacién. Todo ello normalizado mediante un control de carga con GAPDH.

En cuanto al tejido gingival, se ha observado que tanto N como CsA van a
incrementar la presencia de OGG, su acumulacion es indicativo de que se esta
produciendo dafio oxidativo. Por otro lado observamos que TFAM también se
encuentra aumentado, pero sélo de forma significativa para CSA, en este grupo, ante
una situacion de estrés reflejada por los cambios ultraestructurales, presencia de ROS
y dafio oxidativo, se observa una mayor demanda de biogénesis mitocondrial. Otra
forma de valorar la respuesta al dafio oxidativo es mediante la presencia de
antioxidantes, observamos que en ambos grupos de tratamiento existe mayor
presencia de catalasa y MnSOD en respuesta a la situacién de estrés oxidativo. En el

caso del grupo CsA la presencia de MnSOD es menor que en N, al ser especifica
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mitocondrial puede asociarse que en este grupo las mitocondrias presenten mayor

desestructuracién en sus crestas.

Respecto a los datos de western blot en el tejido cardiaco, los cambios méas
Ilamativos se producen en el grupo tratado con CsA, donde se produce un descenso
significativo en los niveles de ambos antioxidantes respecto a los grupos Ny CTL.
Esto, unido al aumento significativo de ROS (en forma de lipidos perdxidos) en este
grupo indica una clara presencia de estrés oxidativo en el tejido cardiaco, no siendo

asi para el corazon de las ratas tratadas con N.

Comparando nuestros datos con los de ensayos anteriores, no existen estudios
previos que hagan un andlisis exhaustivo en tejido gingival y cardiaco del dafio
oxidativo de estos farmacos. Otros autores han demostrado que CsA induce estrés
oxidativo a dosis superiores a 1uM en cultivos de células endoteliales de aorta bovina
(198), parece que estas dosis son las que se suelen manejar en los pacientes en
tratamiento que sufren agrandamiento gingival secundario. Otros ensayos en cultivos
celulares han observado que el tratamiento con CsA aumenta el estrés oxidativo,
viendose una disminucion en el nivel de antioxidantes, en este caso de glutation
reductasa, con un aumento concomitante en los niveles de ROS en forma de glutation
peroxidasa, asociando al estrés oxidativo como posible factor determinante en la
incidencia del agrandamiento gingival (190). Battino et al (199), tratando con las
mismas dosis de CSA a ratas wistar y analizando las mitocondrias hepaticas encontrd
que estas también presentaban anomalias morfoldgicas en sus crestas y que los
niveles de antioxidantes de tipo lipofilico estaban ligeramente aumentados (vitamina
E, CoQgy CoQ1o). Otros autores han evaluado también en ratas el estrés oxidativo
producido por CsA en otros 6rganos como el rifién (196) y el higado (200), llegando

a resultados similares sobre el estrés oxidativo. Queda bien establecida la relacidn
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directa entre la nefrotoxicidad de la CsA con el dafio oxidativo (201). Como podemos
ver, son mayores los estudios que relacionan a CsA con el dafio oxidativo, en cambio,
y en concordancia con nuestros datos, se ha observado que una de las vias de
actuacion de la N para mejorar la patologia cardiaca del paciente es a través del
control del estrés oxidativo, ofreciendo una proteccion al paciente frente a este a nivel
cardiaco (202).Tal como apoyan otros estudios, las vias de sefializacion molecular

que conducen al agrandamiento gingival son diferentes en funcion del farmaco (42).

Respecto a los datos de los pacientes con fibromatosis, la histologia de las
biopsias muestran ciertas caracteristicas que han sido previamente asociadas con la
teoria de EMT, como son la falta de continuidad en la ld&mina basal, migracion de
células epiteliales hacia el conectivo y presencia en tejido conectivo de células

epitelioide (203).

Comparando los resultados en las ratas con los de los pacientes con
fibromatosis gingival hereditaria, observamos que al contrario de lo que sucede en
las ratas tratadas con N y CSA, en estos si existe un aumento en la produccién de
colageno asociado a la severidad clinica del agrandamiento. Otros autores han
observado que en estos pacientes se produce un aumento en la sintesis de colageno
(204, 97), que unida a una disminucion en la degradacion de la matriz extracelular
(100) produce un gran acumulo de coladgeno en el paciente. En general, se ha
observado que existe gran variabilidad individual en los pacientes con fibromatosis

(205). Queda claro que las vias moleculares de uno y otro proceso son diferentes.

Por otro lado, hemos evaluado in vitro, mediante el uso de fibroblastos
gingivales de un donante sano, como el estrés oxidativo puede influir la produccion

de colageno, a traves de la aplicacion de H.O». Parece que este estrés oxidativo
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induce un aumento en la produccion de colageno y que esta se restaura a niveles
normales cuando se aplican antioxidantes. No tenemos constancia de ensayos
similares anteriores. Algunos autores defienden que existe aumento de la matriz de

colageno a consecuencia de un descenso en su degradacion (206).

En general, la aparicidn de este efecto no deseado a nivel gingival, no suele
ser motivo suficiente para cambiar el fAirmaco que ayuda a tratar una patologia
sistémica que si llega a comprometer la vida del paciente. Ademas, se espera que la
prescripcion de estos farmacos continde aumentado en los proximos afios. Se hace
necesario identificar la etiopatogenia del proceso para llevar a cabo un manejo
adecuado del mismo y mejorar la calidad de vida de estos pacientes médicamente
comprometidos. En el presente estudio, y a pesar de un periodo experimenatal de tan
solo 6 semanas, los datos parecen indicar que existe cierto grado de disfuncion
mitocondrial como consecuencia de la administracion de N y CsA, ademéas de
observarse que en una situacion de agrandamiento idiopatico como es el caso de la
fibromatosis gingival hereditaria, parece tener cierta influencia el estrés oxidativo.
Por otro lado, y observando los datos en el tejido cardiaco, podriamos considerar un
cotratamiento con antioxidantes en los pacientes a los que se administra CsA, para
mejorar los efectos secundario al farmaco a nivel cardiaco. Se siguen necesitando
mas ensayos que terminen de aclarar todas las vias moleculares que tienen lugar en

este proceso.
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Conclusiones
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7. CONCLUSIONES

VI.

VII.

El estrés oxidativo y los cambios en el metabolismo mitocondrial
podrian estar relacionados con la etiopatogenia del agradamiento

gingival.

El agrandamiento gingival inducido por CsA en ratas, presenta una
clinica més severa en cuanto al grado de aumento en la altura del tejido
respecto a N, y esta clinica se asocia a cambios mas severos en la
morfologia mitocondrial y desestructuracion interna, y a mayores

valores de estrés oxidativo y biogénesis mitocondrial.

El agrandamiento gingival inducido por N en ratas, no lleg6 a producir
un agrandamiento significativo del tejido, ni cambios a nivel
ultraestructural. El tratamiento con N se asocié a mayor dafio oxidativo

y mayor presencia de antioxidantes.

El rendimiento energético celular en forma de ATP se mantuvo en

valores adecuados a pesar de los tratamientos.

La sintesis de colageno no se ve afectada por el tratamiento con N y

CsA en ratas.

El tratamiento con CsA induce estrés oxidativo a nivel cardiaco, por lo
que el paciente podria beneficiarse de un cotratamiento con

antioxidantes para mejorar los efectos secundarios a nivel cardiaco.

El tratamiento con N induce mayores niveles de antioxidantes a nivel

cardiaco.
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VIII.  Enlafibromatosis gingival hereditaria se produce un aumento del estrés
oxidativo, y este estd directamente relacionado con la severidad en

manifestacion clinica del agrandamiento gingival.

IX.  Los pacientes con fibromatosis presentaron mayores niveles de sintesis

de colageno.

X.  Lapresencia de ROS induce una mayor tasa de produccién de colageno
en fibroblastos sanos, y esta es capaz de ser restaurada con el

tratamiento con antioxidantes.

XI.  El tratamiento con antioxidantes podria ser un posible enfoque
terapéutico en el agrandamiento gingival de los pacientes con

fibromatosis gingival hereditaria.

XIl.  El estrés oxidativo estd aumentado en la fibromatosis gingival
hereditaria de forma directamente proporcional a la severidad de la

clinica.

XII.  Aunque fibromatosis gingival hereditaria, CsA'y N comparten la misma
entidad clinica, presenta vias moleculares muy diferentes y se

comportan de distinta manera en funcion del tejido.

Es critico entender como se desarrolla este proceso a nivel tisular, celular y
molecular para poder desarrollar estrategias terapéuticas especificas que reduzcan la
incidencia de este agrandamiento gingival y mejoren la calidad de vida de estos
pacientes que, en general, ya se encuentra comprometida por los motivos que los

llevan al consumo de estos farmacos.
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Un manejo eficaz de estos pacientes reside en la colaboracion activa del
médico especialista y el odont6logo, logrando minimizar la aparicion de posibles

complicaciones.
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