Acta Odontolégica Colombiana
A [: TA ISSN: 2027-7822

Odontol ﬁ!:_l ico Colombiaonog actaodontologicacol@gmail.com
Uing srvinta o srvicie e o exadomis, b cloncias Universidad Nacional de Colombia

ol ideraarrolle Mot pord Ao Lotind y ol Caeider

Colombia

Simancas-Escorcia, Victor Hugo; Diaz—Caballero,
Antonio José; Vergara-Hernandez, Clara Inés

Diferencias fenotipicas de fibroblastos gingivales en sujetos con hiperplasia
gingival idiopatica frente a sujetos periodontalmente sanos: estudio piloto

Acta Odontolégica Colombiana, vol. 11, nim. 2, 2021, Julio-Diciembre, pp. 25-38
Universidad Nacional de Colombia
Bogota, Colombia

DOI: https://doi.org/10.15446/aoc.v11n2.88890

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=582369890003

Como citar el articulo (eé)a‘yc'dffg

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica Redalyc

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal

Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso
abierto


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=582369890003
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=5823&numero=69890
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=582369890003
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=5823
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=5823
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=582369890003

ARTICULOS ORIGINALES | Research Articles

Diferencias fenotipicas de fibroblastos gingivales en sujetos con hiperplasia
gingival idiopatica frente a sujetos periodontalmente sanos: estudio piloto

Victor Hugo Simancas—Escorcia 1
Antonio José Diaz—Caballero 2
Clara Inés Vergara—Herndndez 3

RESUMEN

Objetivo: identificar, describir y diferenciar las caracteristicas fenotipicas de los
fibroblastos gingivales (FGs) en pacientes con hiperplasia gingival idiopatica (HGI) e
individuos periodontalmente sanos. Métodos: los FGs fueron aislados a partir de tejido
gingival de individuos periodontalmente sanos (n=2) y pacientes con HGI (n=2). Los
FGs se cultivaron en el medio DMEM (Dulbecco’s Modified of Eagle Medium) a 37°C
con 5% de CO2. La identificacién y localizacién de la actina, vimentina y mitocondrias
en FGs fue realizada y evaluada microscépicamente mediante inmunofluorescencia
con anticuerpos monoclonales. La capacidad de migracién de los FGs en los pacientes
con HGI e individuos sanos también fue estudiada. Resultados: todos los FGs fueron
mononucleares, fusiformes y con prolongaciones citoplasmaticas visibles. La faloidina
permitié identificar una densa red de actina en los FGs de pacientes con HGI, contraria-
mente a los FGs de individuos periodontalmente sanos. La vimentina y mitocondrias
fueron identificadas en los FGs de individuos sanos y pacientes con HGI sin ninguna
alteracion ensu expresiony localizacién. La migracion de la monocapa de los FGs indico
una actividad de migracién celular importante en los FGs de los pacientes con HGI, en
relacién a los FGs de los individuos periodontalmente sanos. Conclusién: los FGs de
pacientes con HGI conservan caracteristicas fenotipicas celulares similares a los FGs de
individuos periodontalmente sanos. Sin embargo, los FGs de pacientes con HGI simulan
tener una mayor capacidad migratoria que amerita ser explorada en futuros trabajos
de investigacion.

Palabras clave: hiperplasia gingival; encia; fibroblastos; citoesqueleto de actina; vi-
mentina; mitocondria; inmunofluorescencia indirecta.

ABSTRACT

Objective: To identify and to describe the phenotypic characteristics of gingival
fibroblasts from patients with idiopathic gingival hyperplasia (IGH) and periodontally
healthy individuals. Methods: Gingival fibroblasts (GFs) were isolated from gingival
tissue from periodontally healthy individuals (n=2) and patients with IGH (n=2). The
GFs were grown in DMEM (Dulbecco’s Modified of Eagle Medium) at 37°C with 5%
CO2. The identification and location of actin, vimentin and mitochondria in GFs were
performed and evaluated microscopically by immunofluorescence with monoclonal
antibodies. The migration capacity of GFs from IGH and healthy individuals was also
studied. Results: All the GFs were mononuclear, fusiform and with visible cytoplasmic
extensions. The phalloidin allowed to identify a dense actin network in the GFs of
patients with IGH, contrary to the GFs of periodontally healthy individuals. Vimentin
and mitochondria were identified in the GFs of healthy individuals and patients with
IGH without any alteration in their expression and location. Monolayer migration of GFs
indicates significant cell migration activity in the GFs of patients with IGH in relation
to the GFs of periodontally healthy individuals. Conclusion: GFs from patients with
IGH retain cellular phenotypic characteristic similar to GFs from periodontally healthy
individuals. However, the GFs of patients with IGH simulate having a greater migratory
capacity that deserves to be explored in future research works.

Key words: Gingival Hyperplasia; Gingiva; Fibroblasts; Actin cytoskeleton; Vimentin;
Mitochondria; Indirect immunofluorescence.

Acta Odontoldgica Colombiana Julio - Diciembre 2021; 11(2):25 - 38

Phenotypic differences of gingival
fibroblasts in subjects with
idiopathic gingival hyperplasia
versus periodontally healthy
subjects: a pilot study

1.0dontélogo. Especialista en Pedagogiay Docencia.
Magister en Biologia Celular, Fisiologia y Patologfa.
Doctor en Fisiologia y Patologia. Investigador, Grupo
de Investigacion GITOUC, Facultad de Odontologia,
Universidad de Cartagena. Cartagena, Colombia.
Contacto: vsimancasescorcia@hotmail.com

http://orcid.org/0000-0003-0910-030X

2.0dontélogo.  Especialista en  Periodoncia.
Magister en Educaciéon. Doctor en Ciencias
Biomédicas. Investigador, Grupo de Investigaciéon
GITOUC, Profesor, Facultad de Odontologia,
Universidad de Cartagena. Cartagena, Colombia
Contacto: adiazc1@unicartagena.edu.co

§%) http.//orcid.org/0000-0001-9693-2969

4.0dontéloga. Especialista en Patologia y Cirugia
Oral. Doctora en Educacién. Investigadora, Grupo
de Investigacion GITOU. Profesora, Facultad de
Odontologia, Universidad de Cartagena. Cartagena,
Colombia.

Contacto: cvergarah@unicartagena.edu.co

) https.//orcid.org/0000-0002-6834-813X

CITACION SUGERIDA:

Simancas—Escorcia VH, Diaz—Caballero AJ, Verga-
ra—Hernandez CI. Diferencias fenotipicas de fibro-
blastos gingivales en sujetos con hiperplasia gingival
idiopatica frente a sujetos periodontalmente sanos:
estudio piloto. Acta Odont Col. 2021; 11(2): 25-38.
Disponible en: https;//revistas.unal.edu.co/index.
php/actaodontocol/article/view/88890

d https.//doi.org/10.15446/aoc.v11n2.88890

Recibido
05/07/2020

Aprobado
07/05/2021
Publicado
01/07/2021

$90¢0


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
https://revistas.unal.edu.co/index.php/actaodontocol/article/view/88890
https://revistas.unal.edu.co/index.php/actaodontocol/article/view/88890
https://doi.org/10.15446/aoc.v11n1.87927
https://doi.org/10.15446/aoc.v11n2.88890

S3|DIMY YDIeasay

ZapueUIaH—eIRBIIA S2U| BIR]D ‘0J3]|RGRD~2ZR)(J 9SO OIUOJUY 'B12J0ISI-SeIURWIS 0BNH JOIIIA

SITVNIDIYO SINOIDVOILSIANI

po1pdoipi )pnibuib pisp)diadiy ua sa)paIbuib s035D)qoIqI4

Introduccion

La hiperplasia gingival (HG) es una condicién patolégica heterogénea caracterizada por el
aumento excesivo de los elementos del tejido conectivo de la encia libre, adherida e inter-
papilar. Las formas severas de HG causan problemas funcionales y de fonacién, ademas,
de problemas estéticosy psicoldgicos (1, 2). La HG es de evolucidn lenta, progresiva, gene-
ralizada o localizada (3). La etiologia de esta condicién patoldgica no estd bien estable-
cida. Sin embargo, esta estaria relacionada con enfermedades hereditarias, neoplasias,
tratamiento ortoddntico, la ingesta prolongada de ciertos medicamentos y factores idio-
paticos (4-6). En la actualidad, no existe un tratamiento curativo para la HG.

La HG hereditaria es una enfermedad rara que puede desarrollarse como un trastorno
patoldgico aislado o sindrémico. Se estima que tiene una prevalencia de 1/175000 y que
afecta, indistintamente, a hombres y mujeres (7, 8). A diferencia de la HG hereditaria, en
la hiperplasia gingival idiopatica (HGI) el agente causal responsable no se ha establecido.
De manera general, la HG pone en evidencia un tejido epitelial paraqueratinizado e hiper-
plasico con crestas epiteliales engrosadas y algunas de ellas fusionadas. El tejido conec-
tivo de pacientes con HG es denso y abundante en fibras de coldgeno. Esta acumulacién
excesiva de coldgeno, principalmente, coldgeno tipo |y tipo Ill, parece ser una caracteris-
tica comUn en todas las formas de HG, incluso, en pacientes con HGI (9).

Aunque los mecanismos celulares y moleculares que participan en el aumento del colé-
geno de tejidos gingivales de pacientes con HG son desconocidos, estos, probablemente,
obedecen a un desequilibrio en la homeostasis de moléculas que participan en la degra-
dacién de la matriz extracelular (MEC), como las metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
y factores que promueven la proliferaciéon de los FGs (1, 10). Los FGs son células mono-
nucleares, referenciadas como las mas numerosas del tejido conectivo gingival (~200.106
células por cm3 de tejido), cuyas funciones favorecen el remodelaje, homeostasis y cica-
trizacion tisular (11).

La escasa informacioén sobre los aspectos morfoldgicos de los FGs en procesos de HGI,
sumada a los hallazgos histoldégicos que indican una acumulacién de las fibras de cola-
geno en los tejidos gingivales, justifica la realizaciéon de estudios morfoldgicos en los FGs
de estos pacientes a través de diferentes marcadores citoplasmaéticos. Por lo anterior, el
objetivo de este estudio fue identificar, describir y diferenciar las caracteristicas fenotipi-
cas de los FGs en pacientes con HGI.

Métodos

Participantes

Como participantes se incluyeron cuatro sujetos que se dividieron en dos grupos de
estudio; el primero, integrado por individuos periodontalmente sanos (encias rosadas en
ausencia de sangrado) (control; n=2) y el segundo, compuesto por personas diagnostica-
das con HGI (test: n=2), atendidas en el Centro de Referencia de Hipertrofia Gingival de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Cartagena, Colombia. Los participantes
fueron mayores de 18 afios, no se encontraban bajo tratamiento farmacolégico ni eran
fumadores. Todos presentaron un buen estado de salud sistémica luego de una evalua-
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cién médica-odontoldgica, la cual fue corroborada con la informacién registrada en sus
respectivas historias clinicas. Se excluyeron mujeres en estado de embarazo, personas
con cirugia periodontal inferior a 1 afo, con signo radiografico de pérdida 6sea y con
periodontitis. El estudio incluyé 3 hombres (1 con diagnéstico de HGly 2 individuos perio-
dontalmente sanos)y 1 mujer con HGI. La edad promedio de los sujetos participantes fue
de 21 afos.

Respecto a las muestras de tejido gingival, estas fueron obtenidas previamente con la
realizacién de una fase higiénica periodontal, llevada a cabo siete dias antes del proce-
dimiento quirdrgico. Las muestras del grupo control se obtuvieron luego de un alarga-
miento coronal por razones estéticas o protésicasy en el grupo test, por gingivectomia.
Ambas intervenciones quirlrgicas las realizé un periodoncista bajo anestesia infiltrativa
con lidocaina 2% y epinefrina 1:80000 en el drea quirlrgica, con previa incisién a bisel
externo e intrasulcular con bisturi Bard Parker hoja N°15. Una evaluacién post-quirdrgica,
a los 7 dias, permitié verificar una adecuada cicatrizacién tisular en todos los participan-
tes, sin ninguna complicacion. Los tejidos recuperados fueron lavados en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS 1X, Gibco™), a su vez, fueron conservados y transportados
en un medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco™) + 1% de penicilina-
estreptomicina (10,000 U/mL) (Gibco™).

Cultivo celular

En una campana de flujo laminar y en un recipiente estéril, los tejidos fueron cortados
en fragmentos de aproximadamente 2 mm?y cultivados con el método de explante de
acuerdo al protocolo descrito por Simancas et al. (12). Cuando los FGs alcanzaron una
confluencia de aproximadamente 90% fueron separadas de su soporte mediante Tripsina
(Gibco™) y cultivadas en caja de Petri estériles (Gosselin™). El medio de cultivo utilizado
contenia DMEM (1X) con GlutaMAX™ (Gibco™), 10% de suero fetal bovino-SFB (Gibco™),
1% de penicilina-estreptomicina (Gibco™), 1% de aminoacidos esenciales, 0.5% de anfote-
ricina B (Gibco™)y 50 ym/mL de &cido ascérbico (Gibco™). Los FGs fueron incubados a 37°C
en una atmosfera a 5% de CO2 y los medios de cultivos fueron cambiados cada 48 horas.
Todos los experimentos fueron realizados con células entre el segundo y tercer pasaje.

Inmunofluorescencia

Después de una semana de cultivo, las células fueron lavadas en PBS1X (GibcoTM) y fijadas
con una solucién de paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente,
las células Fueron permeabilizadas con 0.5% de un agente tensoactivo no iénico (Triton
X-100-Sigma-Aldrich®) eincubadasen unasoluciénde 1% de BSA/glicina (Sigma-Aldrich®)
por 20 minutos. Luego, los FGs estuvieron en contacto con los anticuerpos primarios anti-
vimentina (Mouse monoclonal Anti-Vimentin antibody, dilucién 1:400, clone V9, Sigma-
Aldrich) y anti-TOMM20 (Mouse monoclonal Anti-TOMM20 antibody, dilucién 1:800, clone
4F3, Sigma-Aldrich) toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, previo lavado de las células con
PBS1X, estas fueron incubadas con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 donkey anti-
mouse (Life Technologies Corporation) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los fila-
mentos de actina fueron identificados mediante Alexa FluorTM 594 Phalloidin (Thermo
Fisher Scientific) durante 15 minutos, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Finalmente, se llevdé a cabo un marcaje con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol-Thermo
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Fisher; dilucién 1:1000) y el montaje con un medio acuoso (Immu-Mount™-Thermo Scien-
tific™). Las observaciones fueron realizadas en el microscopio IXplore Pro (Olympus).

Capacidad de migracion

Los FGs de los diferentes pacientes, incluidos en el presente trabajo, fueron cultivados en
cajas de 6 pozos por triplicado. Una vez en confluencia (90% aproximadamente), una cica-
triz fue realizada con la ayuda de un cono estéril, de acuerdo a lo descrito por Grada et al.
(13). Las fotografias fueron realizadas a las 0, 24 y 48 horas, con el fin de evaluar la capaci-
dad de las diferentes poblaciones celulares para migrar.

Consideraciones éticas

Los participantes firmaron un consentimiento informado de acuerdo con lo establecido
por el Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad de Cartagena, quien otorgé el
aval a esta investigacién mediante el Acta No. 349902016, con fecha 21/03/2017. Los prin-
cipios éticos contemplados durante el desarrollo del proyecto fueron promover y velar
por lasalud, la dignidad, laintegridad, el derecho a la autodeterminacién, laintimidad y la
confidencialidad de la informacién personal de las personas que participaron en investi-
gacién, siguiendo la Declaracién de Helsinki (2013). De acuerdo con la Resolucion 008430
de 1993, del Ministerio de Salud y Proteccién Social de Colombia, el proyecto se clasificé
como de riesgo minimo.

Resultados

Luego de 21 dias de cultivo primario, los FGs migraron alrededor de los explantes de tejido
gingival e inmediatamente fueron replicados en cajas de Petri. Después del sequndo
pasaje (2 semanas), las células formaron una monocapa, caracteristica de los FGs. Estas
células presentaron una forma fusiforme, mononuclear; fue evidente la presencia de
prolongaciones citoplasmaticas que hacian posible el contacto con otros fibroblastos.
La distribucién nuclear de los FGs fue identificada por inmunofluorescencia (DAPI), lo
que puso en evidencia tanto los nucleos ovalados bien definidos en el grupo control,
como en el grupo test. Ninguna alteracién microscopica fue observada. Sin embargo, se
aprecié una cantidad no cuantificable y probablemente mayor de nicleos en los cultivos
del grupo test, a diferencia del grupo control. El inmunomarcaje de la actina de los FGs,
elemento fundamental en la arquitectura del citoesqueleto y el movimiento celular, fue
constatado mediante la faloidina. Este marcaje fluorescente permitié observar los micro-
filamentos de los FGs. En el grupo test se identificé una densa red de actina (Figura 1).

La inmunodetencién positiva de la vimentina, proteina fibrosa que hace parte de los fila-
mentos intermedios, fue observada en los FGs de los individuos del grupo control y del
grupo test. En la monocapa de los FGs de ambos grupos no se identificé alteraciones en
la expresién de la vimentina que hicieran intuir cambios morfolégicos o estructurales de
las células estudiadas. Aunque, se pudo constatar una red compacta de la expresion de la
vimentina en los FGs del grupo test, en contraposicién a los FGs del grupo control (Figura 2).
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El inmunomarcaje con TOMM20 hizo posible distinguir las mitocondrias en los FGs de
individuos del grupo control y pacientes del grupo test (Figura 3). La expresién positiva y
distribucién de TOMM?20 fue similar en todos los FGs de los pacientes evaluados. Asi, |a
detenciéon inmunofluorescente de este marcador reveld una localizacién citoplasmaticay
alrededor de la membrana nuclear de los FGs. Ningln cambio en la distribucién y localiza-
cién inmunofluorescente de este marcador fue constatado.

Por su parte, la observacién que indica el cierre de la monocapa celular sometida a una
herida evidencié una actividad de migracién celular visiblemente mayor en los FGs del
grupo test, respecto a los FGs del grupo control. En los FGs de los dos pacientes con HGI
se identificé una migracién probablemente superior, en comparacién a los FGs de los indi-
viduos periodontalmente sanos después de las 24 y 48 horas. La observacién de la capa-
cidad de migracién de los FGs de cada uno de los individuos estudiados aqui, parece ser
diferente (Figura 4).

Figura 1. Microfotografia de nucleos y filamentos
de actina en fibroblastos gingivales.
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Distribucién de nicleosy de la estructura del citoesqueleto de los FGs en individuos sin alteraciones gingivales (control 1y 2) y pacientes
con HGI (pacientes 1y 2) observada con DAPI (azul) y faloidina (rojo), respectivamente. FGs: fibroblastos gingivales. Barra blanca: 200pm.

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 2. Inmunomarcaje de la vimentina en fibroblastos gingivales.

DAPI Vimentina DAPI / Vimentina

FGs Paciente 1 FGs Control 2 FGs Control 1

FGs Paciente 2

Aspecto de lainmunolocalizacion de nicleos y filamentos intermedios en FGs de individuos sin
alteraciones gingivales (control 1y 2) y pacientes con HGI (pacientes 1y 2) mediante DAPI (azul) y
vimentina (verde), respectivamente. FGs: fibroblastos gingivales. Barra blanca: 200pum.

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3. Distribucién de inmunomarcaje mitocondrial en fibroblastos gingivales.

DAPI TOMM20 DAPI / TOMM20

FGs Paciente 1 FGs Control 2 FGs Control 1

FGs Paciente 2

Localizacion inmunofluorescente de nlcleos y mitocondrias de los FGs de individuos sin alteraciones gingivales (control 1y 2) y pacientes
con HGI (pacientes 1y 2), con DAPI (azul) y TOMM?20 (verde), respectivamente. FGs: fibroblastos gingivales. Barra blanca: 200pm.

Fuente: elaboracién propia.

Acta Odontoldgica Colombiana Julio - Diciembre 2021; 11(2): 25- 38



S3DIMY YdJeasay

ZapupUISH—RIRBIIA SRU| BIR]D '0J3]|2qRD—ZRI( 9SO 0lUOIUY 'B12J0ISI-SeIURWIS 0BNH JOIDIA

SATVNIDIYO SINOIDVOILSIANI

D213DdoIp] )DAIBUIb DISD)dIadIYy Ud S3)DAIbUID S035D)q0IqIH

Figura 4. Capacidad de migracién de fibroblastos gingivales.
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Fotografias representativas de la migracion de la monocapa celular sometida a una herida en fibroblastos gingivales
de individuos sin alteraciones gingivales (control 1y 2) y pacientes con HGI (pacientes 1y 2). Las lineas blancas
muestran los frentes de migracién. TO: tiempo cero; H: horas; FGs: fibroblastos gingivales. Objetivo 4x.
Fuente: elaboracién propia.
Discusién

El presente estudio piloto identificé los aspectos fenotipicos de los FGs a partir de dos
pacientes diagnosticados con HGI e individuos periodontalmente sanos. La HG puede
tener un origen genético o presentarse como una entidad patoldgica idiopética. Esta
patologia, también, se ha descrito en pacientes con ingesta prolongada de medicamen-
tos como los bloqueadores de calcio, anticonvulsivantes, inmunosupresores e, incluso,
en pacientes portadores de tratamiento ortodoéntico (14-16). Otros reportes describen
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pacientes con HG y sindromes relacionados con hipertricosis, retraso mental, macrocefa-
lia, sordera progresiva y querubismo (17-19).

En este estudio, los FGs obtenidosy caracterizados se obtuvieron a partir de pacientes sin
ningln grado de consanguineidad, sin medicacién farmacoldgica ni portadores de apara-
tos de ortodoncia. En ninguno de los participantes se identificaron signos o sintomato-
logia que pudieran dar cuenta de una HG sindrémica, incluidos los individuos con HGl,
quienes fueron evaluados por un médico internistay dos patélogos orales. Como hallazgo
aislado, se identificé que la HGI es principalmente esporadica. No obstante, también, es
posible encontrar pacientes con un patron de herencia autosémico dominante o muy
raramente de herencia autosémica recesiva. No obstante, los pacientes afectados por la
HGI estudiados aqui no reportaron antecedentes médicos personales ni familiares rela-
cionados con alguna patologia sistémica. Futuros estudios genéticos serdn de gran utili-
dad para descartar o confirmar un posible origen genético.

Morfolégicamente, los FGs de los pacientes del grupo test y del grupo control presenta-
ron un aspecto fusiforme, con nicleos voluminosos y prolongaciones bien marcadas. Al
respecto, una limitante del presente trabajo de investigacién fue la ausencia de andlisis
estadisticos que evaluara la proliferacion de las células fibroblasticas; se pudo observar
una cantidad mayor (no cuantificable) de nicleos en los FGs del grupo test en contraste
con los FGs del grupo control. Estos resultados son similares a los observados por Gawron
Ketal. (20) en unainvestigacién donde se evaluaron las caracteristicasy la tasa de prolife-
racion de los FGs en tres pacientes con HGI. Este estudio demostré un aumento en la proli-
feracién celular de estos pacientes, lo que confirmé la hipdtesis que indicaba un mante-
nimiento del potencial proliferativo de los FGs in vivo e in vitro de los individuos con HGI.

Probablemente, el aumento en la proliferacién de los FGs en los pacientes con HGI podria
explicarse por la incidencia sobre estas células de factores estimulantes proliferativos,
como el factor de crecimiento transformante beta 1(TGF-B1) (21). TGF-31 ha sido conside-
rado un regulador maestro en la acumulacién de la MECy, consecuentemente, un poten-
cialimpulsor de la hiperplasia. Esto, debido a que promueve la produccién de fibronectina
y coldgeno mediante la activacién transcripcional de factores de sefalizacién que condu-
cen a la expresion de genes pro-fibréticos como los que codifican para a-SMA, proteinas
ECM, citocinas secretadasy factores de crecimiento, que modifican adn mas la respuesta
celular efectora fibrogénica (22).

Por su parte, la identificacién de la actina puso de manifiesto la presencia de los fila-
mentos esenciales del citoesqueleto de los FGs. Sobre esto, es relevante informar que
el presente trabajo utilizé la faloidina con fines de visualizar la actina y no con el propé-
sito de cuantificarla. Empero, esta limitacién no impidié constatar, en la monocapa de los
FGs de pacientes del grupo test, una densa red de actina en relacién a los FGs del grupo
control. De esta forma, se estima que el nivel de visualizacién del inmunomarcaje de la
actina, en las células de los pacientes pertenecientes al grupo test, obedecié al mayor
numero de células presentes al momento de su identificacién, como eventual consecuen-
cia de una mayor tasa de proliferacién de los FGs en cultivo.

La actina, ademas de asegurar las funciones de adherencia entre las células o con la MEC,
también participa en lalocomociény la fagocitosis de moléculas (23). El rol de la actina en
la Fagocitosis parece iniciar con la internalizacién de particulas mediante un proceso de
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interaccion receptor-ligando. Segal G et al. (24) han puesto en evidencia la implicacion de
la actina en la regulacién de la fagocitosis del coldgeno. Estos autores, al tratar los fibro-
blastos humanos en cultivo con Latrunculin B (inhibidor de la polimerizacién de la actina),
constataron la desconexion de la actina a los receptores de integrina 1y el aumento de
la unién de las fibras de coldgeno. Dichos resultados apoyarian la hipotesis segun la cual,
la HG es inducida por la reduccion de la fagocitosis del coldgeno en los FGs a través de la
interacciéon a2f31 en la superficie celular.

De otro lado, en los FGs de los individuos del grupo control y del grupo test se identific
la vimentina sin ninguna alteracién aparente. Esto revelaria que esta proteina pertene-
ciente a los filamentos intermediarios, y una de las principales constituyentes del citoes-
queleto de células eucaridticas, podria desempefar un rolimportante en la supervivencia
y proliferacién de los FGs. De hecho, Cheng F et al. (25) describieron el rol de la vimentina
en la proliferacién y diferenciacion celular a partir de un estudio con ratones KO vimen-
tina, con el cual establecieron que la pérdida de la vimentina induce una reduccion en el
crecimiento de los fibroblastos, lo que a su vez inhibe la sefalizacion de TGF-B1y la aboli-
cién en la acumulacién de coldgeno. Este estudio demuestra que la vimentina coordina la
proliferacién de fibroblastos y el depésito de coldgeno.

En lo que respecta a las mitocondrias, estas, también, fueron identificadas en los FGs de
individuos del grupo controly en los pacientes del grupo test. La identificaciéon de la tras-
locasa de la membrana externa, subunidad 20 (TOMZ20) responsable del movimiento de
proteinas a través de la membrana hacia el interior del espacio mitocondrial (26), locali-
zada en el citoplasma y cerca de la envoltura nuclear, es un hallazgo que coincide con el
reporte de Pégo et al. (27). Estos autores revelaron en un estudio descriptivo, mediante
microscopia electrénica a transmisién en nueve pacientes con HG, la presencia de mito-
condrias como unas de las organelas celulares observadas de manera mas frecuente.

La migracién de los FGs del grupo test fue observada desde las primeras horas de cultivo
celular. Esto permitié constatar la destacada capacidad migratoria de estos fibroblas-
tos. Con el uso de esta técnica descriptiva fue evidente que los FGs de pacientes con
HGI tienen una cinética de proliferaciéon potencialmente mayor a los FGs de los indivi-
duos del grupo control. Lo anterior puede obedecer a un mayor estimulo de los FGs por
parte de moléculas como el TGF-B1, explicado en parrafos precedentes, pero, también,
es probable comprenderla como una respuesta a la sobreexpresiéon de CCN2 (connec
tive tissue growth factor), una proteina de la matriz que regula la proliferacién y la migra-
cién celular. Asi, se ha establecido que TGF-1 induce de manera répiday potente a CCN2
en los tejidos, con lo cual crea un ambiente adecuado para la fibrogénesis. En los tejidos
con HG, CCN2 se asocia directamente con el grado de fibrosis (28). Por ello, el rol TGF-31/
CCN2 requiere ser evaluado en la HGI y establecer su implicacién sobre la migracién de
los FGs en estos pacientes.

Como conclusién de este estudio piloto se establece que los FGs de pacientes con HGI
conservan las mismas caracteristicas fenotipicas celulares de los FGs de individuos perio-
dontalmente sanos. Se ha demostrado por inmunomarcaje de proteinas del citoesque-
letoy organelas celulares que la localizacién de la actina, vimentina y mitocondrias en FGs
de pacientes con HGI no presentaria modificaciones en su distribucion celular. Los FGs
de pacientes con HGI simulan tener una capacidad migratoria destacable que amerita
ser explorada a profundidad en otros trabajos de investigacion. En general, este estudio
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preliminar constituyd un primer acercamiento al cultivo celular y analisis morfoldgico
por inmunofluorescencia de los FGs en pacientes con HGI. Futuros estudios deberdn ser
consagrados a estimar la tasa de proliferacién celular, la expresién génica de marcado-
res pro-fibréticos y rol de proteinas de la MEC en la regulacién del coldgeno a partir de
los FGs de pacientes con HGI. Se estima, que esta informacién serd de gran utilidad para
esclarecer el rol de marcadoresy probables vias de sefalizacion particulares o comunes a
los pacientes que padecen HGI.
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