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Introduccion

I.- INTRODUCCION

I-1. GENERALIDADES.

El aumento en el tamafic de la encia, es uno de los principales signos de
enfermedad gingival, reconoce como factores etiologicos causas muy diversas, desde el actimuto de
irritantes locales (placa bacteriana, sarro, respiracion bucal etc..) donde la encia primero se inflama
(Gingivitis) y después aumenta de tamailio (Agrandamiento Gingival Inflamatorio Crénico)
(CARRANZA & PERRY, 1988) hasta el producido por el uso de medicamentos, unos un poco en
desuso como es el caso de la Difenilhidantoina, ¥ otros con un amplio porvenir en terapéutica
clinica ecmo los Inhibidores de los Canales lentos del Caicio (LEDERMAN et al., 1984) v ia

Ciclosporina A.(CsA) (CALNE et al., 1979).

En el presente trabajo de investigacion hacemos un estudio clinico (aportando datos
de salud oral), bioquimico {mediante niveles sanguineos de diferentes parametros), morfometrico
(empleando analisis de imagen), histologico e inmunohistoquimico (con un panel de anticuerpos
monoclonales) del agrandamiento gingival producido por la CsA en una poblacion de pacientes

trasplantados de rifion, de las provincias de Granada y Malaga.

I-2. LA CICLOSPORINA A.

En 1969/70, en el Departamento de Microbiologia de Sandoz, Basilea, se aislaron
dos nuevas cepas de hongos imperfectos a partir de muestras teliricas procedentes de Wisconsin
(EE.UU) v del Fiordo Hardanger (Noruega). Una de ellas, €l Cylindrocarpon Lucidum Booth s6lo
crece en cultivos de superficie por lo que se abandond su estudio. La otra cepa fue clasificada

originalmente como Trichoderma Polisporum Rifai, pero su nombre taxondmico corTecto es
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Tolypocladium infatum Gams. Ambos hongos sintetizan ciclosporinas, pero dado que Gnicamenie
esta cepa crece en cultivos sumergidos, es 1a que se utiliza para la produccién a gran escala de

ciclosporina por fermentacion.

En 1976, Jean Borel descubrié gue la CsA tenia una gran actividad

inmunosupresora in vitro e in vivo (KAHAN & GREVEL, 1988).

La introduccion de la CsA proporeiona un enfoque completamente nuevo dentro
del ambito de la inmunosupresion, por su alta capacidad selectiva para inhibir la activacion de las
células T (BOREL et al., 1976), (BOREL, 1983), (SHEVACH, 1985), (KAHAN & BACH, 1988),
sobre todo helper 6 cooperadores, que es generalmenie atribuida a la inhibicion de ia sintesis de
varias linfocinas, especialmente interleucina-2 (IL-2), una molécula clave en el desarrollo de Ia

inmunorespuesta.

A diferencia de los fairmacos usados previamente en el trasplante de 6rganos,

la CsA a dosis terapéuticas no es citotoxica ni produce mielosupresion (HELIN & EDGINGTON,
1984).

En virtud de lo anteriormente expuesto y desde 1978 (CALNE et al., 1978),
la CsA se ha hecho imprescindible en la prevencion del rechazo de drganos trasplantados, en
particular en injertos renales (HELDERMAN et al., 1985), hepaticos (WONIGEIT et al.,, 1984),
cardiacos (COOLEY et al., 1983) (OYER et al, 1983), de pancreas (TRAEGER et al, 1984),
meédula 6sea (HOWS et al., 1982) e intestino delgado (DELTZ et al., 1984).

Sin embargo, el espectro de actividad biolégica de Ja CsA es mas amplio.
reconociéndose efecto antiparasitario, antifingico, antiinflamatorio (BOREL & RYFFEL, 1985) v
antiproliferativo sobre queratinocitos (QCs) en cultivos de distintas zonas y sobre lineas celulares

de estirpe epitelial cuando se emplea a dosis altas (BOREL, 1988). Este fendmeno es ¢l que sustenta

(Y



Introduccion
el uso clinico de la CsA en el tratamiento del psoriasis (ELLIS et al., 1986) y otras dermatosis como
la ictiosis vulgar (VELTHUIS & JESSERUN, 1985). Paradojicamente, posee una accion estimuiante

sobre los QCs localizados en los foliculos pilosos, ocasionando una hipertricosis.

Se puede decir que con la CsA comienza la fase de la inmunofarmacologia,
caracterizada por la inmunorregulacion selectiva mediante el empleo de sustancias 6 métodos que,
especificamente, modulan subpoblaciones definidas de células inmunocompetentes. Desde entonces,
la inmunofarmacologia ha desarrollado nuevas vias con la aparicion de agentes con accion selectiva
sobre la adquisicion de respuesta inmunologica, reconocimiento de estimulos inmunologicos por
células receptoras, induccion de diferenciaciéon y maduracién de linfocitos, interacciones celulares
y modulacién de funciones efectoras. Sin embargo, la CsA continiia siendo la primera droga en

importancia que cumple totalmente estos requerimientos en alguna extension (BOREL, 1983).

I-2.1. DESCRIPCION QUIMICA.

La ciclosporina A (SANDIMUN *) (CsA) es un fanmaco inmunosupresor descubierto
por Borel (BOREL et al., 1976). A traves de su accion sobre las células T, la ciclosporina actlia

como un potente inhibidor de la inmunidad celular y en menor grado, de la formacion de

anticuerpos (WENGER, 1986).

Al examinar su estructura quimica, se observa que se trata de un péptido ciclico,

neuntro y muy lipofilico que, por tanto, es insoluble en agua pero muy soluble en varios solventes

organicos v en lipidos (BRITTON & PALACIOS, 1982). o M
o
Il
,(."\
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La molécula de ciclosporina A, C(62)H(111)N(11)O(12) tiene un peso molecular de
1202.6 (BRITTON & PALACIOS, 1982), y estd compuesta de 11 aminoécidos varios de los cuales
son N-metilados. Uno de estos, el situado en posicion 1, era desconocido previamente y ha sido
designado como:(4R)-4-((E)-Butenil}-4,N~dimetil-L-treonina {(MeBmt) (WENGER, 1986)
(WENGER, 1990). Este aa participa de forma importante en las acciones biologicas de la misma,
aunque no es, por si mismo, el Unico responsable de su principal accidén, es decir la

inmunosupresion.

La CsA tiene un solo residuo D-aminoacido en posicion 8§ y el residuo metil-amido
entre los residuos 9 y 10 esta en la configuracién cis, en tanto que todos los demads residuos metil-

amido estan en la forma trans (HANDSCHUMACHER, 1991).

Hasta ahora, al menos 46 analogos naturales ¢ semisintéticos de la CsA han sido
descritos (VON WARTBURG & TRABER, 1986). Estudios farmacolégicos han demostrado que
cambios en la molécula nativa (tales como desmetilacién), hacen disminuir ¢ desaparecer Ja

actividad inmunosupresora (WENGER, 1936).

No existen datos que relacionen la estructura molecular de la CsA y su actividad
citostatica sobre céjulas epiteliales. Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que analogos de
la CsA que han perdido total o parciaimente la actividad inmunosupresora, todavia retienen un
efecto citostatico, tal es el caso de la ciclosporina H (NICKOLOFF et al., 1988) (RAMIREZ-
BOSCA et al., 1989), de la cual no se conoce aun ¢l papel que pueda jugar en la produccion de la

hiperplasia gingival que su uso terapéutico no esta estudiado.

Se conocen cuatro tipos de ciclosporina diferenciados por la naturaleza del segundo

aminoacido (BOWERS & CANAFAX, 1984):

- La Ciclosporina A {la utilizada en terapéutica), con acido-alfa- metil aminobutirico.
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- La Ciclosporina B, con alanina.
- La Ciclosporina C, con treonina y

~ La Ciclosporina D, con valina.

1-2.2. FARMACOCINETICA.

La CsA es un péptido ciclico, hidrofébico, neutro, que debe ser disuelta en liquidos
o solventes organicos antes de su administracidn. Asi, para su administracién oral, la droga es
disuelta en una solucién base de aceite de oliva; para su administracién intravenosa se utiliza un

vehiculo de aceite de castor polioxietilado compatible tanto con dextrosa como con suero salino

(VAN BUREN et al., 1982).

1-2.2.1. ABSORCION.

1-2.2.1,1. Via osal.

Parece ser que la absorcion oral de CsA se produce solamente en la parte superior
del intestino deigado (ATKINSON et al,, 1983), (GREVEL et al., 1986), (KAHAN, 1989),
(MORALES & ANDRES, 1991), en contra de lo que expresan algunos autores {LE BIGOT et al.,
1987) de que el papel fundamental lo juegan los vasos linfaticos del iledn distal.
Administrada por via oral ia absorcién de la CsA es lenta e incompleta, encontrandose amplias
variaciones en los datos de la biodisponibilidad, segin los autores y el tipo de trasplante. En
trasplantes de médula ésea encontramos bicdisponibilidades en torno al 34%, con variaciones entre
el 20 y el 50% (WOOD et al., 1983), en trasplantes renales la biodisponibilidad parece algo menor;
entre 5 y 89% con una media de 27,6% (PTACHCINSKI et al., 1985). En trasplantes hepaticos es

también del 27% (PTACHCINSKI et al., 1986).
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Parece que la biodisponibilidad aumenta durante el tratamiento: segin Kahan la
biodisponibilidad llega a aumentar desde el 10 al 57% al cabo de las dos semanas en un paciente

con trasplante renal.

No esta clara la influencia en la biodisponibilidad de la ingesta de alimentos: un
mismo autor, Keown , encuentra en 1982 que los alimentos disminuyen aquella, mientras que en
1983 concluye que no hay influencia alguna. A similares conclusiones llega Maurer. Ptachcinski, en
cambio, encuentra que ciertos alimentos aumentan la biodisponibilidad de la CsA (PTACHCINSKI
et al., 1985).

Aunque existen multiples factores que pueden modificar la absorcion de CsA, no
todos los autores coinciden en ellos. Al parecer, el tratamiento con colesteramina, la presencia de
colestasis (VENKATARAMANAN et al., 1985), el aumento de la movilidad gastrointestinal
(WADHWA et al., 1987), la esteatorrea, la disminucién de la secrecidn exocrina pancreatica y el
drenaje externo de la bilis (BURCKART et al., 1986), disminuyen la absorcién de la CsA. Sin
embargo, la presencia de niveles normales de lipoproteinas de baja densidad y el tratamiento

prolongado promueven la absorcidn del farmaco (KAHAN, 1989).

La biodisponibilidad estd claramente disminuida (hasta el 12%) en pacientes con
hepatopatias severas por el importante papel que juegan la bilis ¥ las sales biliares en la absorcion

de la CsA,

La concentracion maxima, tras la administracion oral, se alcanza al cabo de 3-4
horas (BEVERIDGE et al., 1981), Ptachcinski y col. dan ain una mayor variabilidad: entre 1 y 8
horas. La vida media de absorcion se sitla en torno a la hora (BEVERIDGE et al, 1981). Los
valores de concentracion maxima son muy variables: 538ng/ml en suero (intervalo 242-1246ng/ml)

con dosis de 600mg segin Beveridge, 862-3431ng/ml en sangre total con dosis de 17,5mg/kg segtin

FPrachcinski.
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1-2.2.1,2. Via intramuscular.

Beverdge y colaboradores, demostraron que la absorcién por esta via es

extremadamente pobre y erratica (BEVERIDGE et al., 1981).

I-2.2.1,3. Via intravenosa.

Es la de eleccion en el protocolo inmediato pre y postrasplante (NIEDERBERGER
et al,, 1983).

1-2.2.2. DISTRIBUCION.

La CsA se ajusta a un modelo multicompartimental, ya que su lipofilia hace que se
concentre en el tejido adiposo y en diversos érganos: higado, pancreas, glindulas suprarrenales,
bazo, nodulos linfaticos... en los que alcanza concentraciones superiores a las séricas
(PTACHCINSKI et al, 1986). A las 8 horas de la administracién la cantidad de CsA en
compartimentos periféricos es 8 veces superior a la existente en el compartimento sangre; las
cantidades de CsA en el rifion e higado son 15 ¥ 20 veces, respectivamente, superiores a la cantidad

en plasma (BOWERS & CANAFAX, 1984}, (MORALES Y ANDRES, 1991).

No se encuentra CsA en ¢l LCR (PTACHCINSKI et al., 1986), lo que evidencia la
falta de paso a través de la barrera-hematoencefilica. Este hecho se correlaciona mal con la
toxicidad S.N.C encontrada en la clinica. Por el contrario si se detecta CsA en el liquido amnidtico-

por tanto, atraviesa la placenta v en leche matermna por lo que debe evitarse Ia lactancia natural en

las pacientes tratadas con este inmunosupresor.

La distribucidén de la CsA entre los elementos de la sangre estd muy estudiada: Fl

60% se encuentra en los hematies. el 5% en los granulocitos, el 5% en los linfocitos v el 30%
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restante en el plasma (NYEDERBERGER et al., 1983). De estos 30% del plasma, el 2% esta disuelto
en ¢l agua plasmatica, el 7% esta unido a proteinas sericas y el 21% esta unido a las lipoproteinas,
mayoritariamente a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (BOWERS & CANAFAX, 1984)
(LEMAIRE & TILLEMENT, 1982) y a los quilomicrones (GURECKI et al., 1985) (RYFELL et al.,
1988). Una pequeiia fraccién circula libre en el plasma y no se correlaciona con los niveles de CsA

en sangre total ni con los efectos secundarios.

Si los niveles de colesterol son menores de 120 mg/dl, los posibles efectos toxicos

de la CsA en el sistema nervioso central pueden anmentar {DE GROEN et al.,, 1987).

En los hematies la CsA se localiza en el interior de las celulas, asociada al contenido
celular, fundamentalmente a la hemoglobina segiin Niederberger, aunque algunos estudios sostienen

que la unién al pigmento respiratorio es baja (WOOD & LEMAIRE, 1985).
1-2.2.3. METABOLISMO.

La CsA se metaboliza en el higado a través del sistema enzimético citocromo P-450
{(MAURER, 1985), (BURCKART et al., 1986), (MAURER & LEMAIRE, 1986), que muestra

distinta actividad enzimatica segun la edad del sujeto (GREVEL, 1988).

Estudios hechos con cromatografia liquida han medido hasta un total de I8
metabolitos en sangre, higado, corazdn, rifién, médula, bilis y orina, siendo identificada claramente

la estructura de 11 de ellos (MAURER & LEMAIRE, 1986), (CHRISTIANS et al., 1988), (WANG
et al., 1988).

Estos metabolitos conservan la estructura basica de undecapéptido v se forman a

través de reacciones de N- Demetilacion (PTACHCINSKI et al., 1986).
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Estudios mas recientes realizados por Wenger (1990), hacen referencia a cinco
puntos fundamentales de ataque oxidativo, localizados en la cara opuesta de la parte activa de la
molécula de CsA. Por incubacién de la CsA con microsomas de higado, se demuestra que los
primeros productos de oxidacion son los metabolitos M17, M1 y M21, oxidados en posicién 1, 9
¥ 4 (N) respectivamente. Una mayor oxidacion de éstos podria dar lugar a M8 (oxidado en 1y 9),
M10 (oxidado en 4 y 9) y M13 (oxidado en 4 (N) y 9). En orina humana se han aislado 2
metabolitos fundamentales mas, M9 y M16, ambos oxidados en posicion 6, los cuales podrian ser
considerados como productos del M13 y M1 respectivamente. Realizando todas las combinaciones
posibles, Wenger considera que existen 21 metabolitos mono y dioxidados producto de Ia CsA, de
los cuales 11 han sido aislados desde hace tiempo ¥ un razonamiento similar le conduce a un total

de 41 metabolitos de CsA, mono, di y trioxidados, que espera aislar en su totalidad en breve tiempo.

Los metabolitos recirculan en la sangre, vueiven al higado, posteriormente se
introducen en el arbol biliar y se dirigen al intestino donde pueden ser reabsorbidos (LE BIGOT

et al., 1987) (KEOWN & STILLER, 1988).

Algunos metabolitos parecen tener un poder de inmunosupresiéon mayor que ¢l
farmaco de origen, puesto de manifiesto en estudios de cultivos mixtos de linfocitos (ZEEVI et al.,
1988), aunque la contribucién de los metabolitos en el efecto inmunosupresive global es
probablemente menor que el de la CsA nativa (RYFFEL et al., 1988). Sin embargo, ain queda por
establecer cual es el papel de estos metabolitos en los efectos terapéuticos 6 toxicos del farmaco

(FREED et al., 1987), (RYFFEL et al.,, 1988).

El metabolismo esta disminuido, como era de esperar, en pacientes con hepatopatias,
encontrandose valores de aclaramiento del orden de la mitad de los normales en enfermos cirroticos

(PTACHCINSKI et al, 1986).

Se ha comprobado que el metabolismo de la CsA es mas rapido en paciehtes
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pediatricos con trasplante renal o hepético (BURCKART et al.,, 1986).

La administracién concomitante de otros fairmacos que interactiian con el sistema
P-450 puede afectar al metabolismo de la CsA. Asi, inhibidores del sistema enzimatico citocromo
P-450 que pueden aumentar los niveles de CsA incluyen: Algunos antagonistas del calcio, como el
diltiazem, verapamil (KOHLHAW et al, 1988), (WAGNER et al, 1988) y nicardipina
(BOURBIGOT et al., 1986), contraceptivos orales (DERAY et al., 1987), ketoconazol (DIEPERINK
& MOLLER, 1982), eritromicina (EEARNETT et al,, 1987) (MORALES y cols., 1987), androgenos
vy metilprednisolona (KLINTMALON et al, 1984). Por otra parte, los agentes que producen
induccion enzimatica del sistema P-450 coriginan disminucion de ios niveles de CsA, tal es el caso
de la rifampicina (DANIEL & SAWE, 1984), fenobarbital, fenitoina (PATCHCINSKI et al., 1985),

carbamacepina (LELE et al., 1983) y valproato.

Ptachcinski y colaboradores, han observado que la terapia esteroidea hace aumentar
el aclaramiento de CsA en los pacientes, posiblemente porque los esteroides pueden inducir al

sistema enzimatico microsomal.

1-2.2.4. EXCRECION.

La excrecion urinaria de CsA es poco importante, (WOOD et al, 1983)
representando apenas un 6% del total de la dosis administrada (MORALES & ANDRES, 1991).
La excrecion fundamental es a través de las heces, procedente de la bilis (MAURER, 1985),
(BURCKART et al, 1986), (MAURER & LEMAIRE, 1986}, (CHAMORRO y cols., 1987). Las
concentraciones de CsA encontradas en la bilis son muy superiores a las sanguineas. Kahan y col.
defienden la existencia de una recirculacion enterohepatica de la CsA, pero tal recirculacion afecta

mas bien a los metabolitos que al medicamento original.

10



Introduccion
El estado funcional del higade influenciard la eliminacién del firmaco., Se ha
demostrado que cuando los niveles de bilirrubina estan elevados, se reduce el aclaramiento para la
CsA. Esto mismo ocurre cuando aumenta la actividad enzimética de la alanino aminotransferasa
(GREVEL, 1988), por o que en estos casos son necesarios intervalos mas dilatados entre las dosis

de CsA (KAHAN, 1989).

Fl aclaramiento, de bajo a intermedio, es muy variable y esta influenciado por el tipo
de trasplante, estado de la enfermedad, edad del paciente y medicacion asociada (KAHAN, 1989).
Asimismo, existen diferencias diumas en el aclaramiento de CsA, de forma que parece ser mayor
durante la uliima parte de la noche y por la mafiana temprano que durante el dia. Esto indica Ia

necesidad de monitorizar los niveles a la misma hora cada dia en un paciente individual.

El 78% de la variabilidad en el aclaramiento podria ser explicado haciendo una
regresion lineal multiple usando dos parametros, la tasa de triglicéridos y la de LDL-colesterol

(LITHELL et al,, 1986).

El alto grado de unién de la CsA a los elementos de la sangre v su extensa
distribucién extravascular explican por qué la eliminacién mediante hemodialisis no tiene

frascendencia.

I-3. RESPUESTA INMUNE FRENTE A INJERTOS

Clasicamente se reconoce que la accién del sistema inmune contra ¢l injerto puede
tener lugar por dos mecanismos: el celular y el humoral. Mientras la via celular parece predominar

en el rechazo del injerto primario, al menos en érganocs solidos; a via humoral es la principal en

receptores presensibilizados.

11
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1-3.1. MECANISMO CELULAR

Las células del sistema inmune se diferencian entre si por los distintos receptores que
portan en su membrana (BERNARD et al. 1984). Cuando estas células entran en contacto con el
antigeno se activan y proliferan. Las células T sélo reconocen antigenos extrafios cuando son
presentados junto con moléculas MHC o bien cuando estos antigenos son moléculas alo-MHC,

actuando asi al mismo tiempo como antigenos y moléculas presentadoras.
- RECEPTOR ANTIGENICC DE LOS LINFOCITOS T

La estructura receptora del antigeno en los linfocitos T (Ter) esta formada por dos
moléculas unidas por puentes disvlfuro y se asocia al CD3 (complejo que se encuentra en todos los
linfocitos T maduros) (DAVIS & BJORKMAN, 1988). A partir de ésta unidn se activa la

correspondiente clona linfocitaria T,

El Ter de los linfocitos T-CD4 + (linfocitos T inductores /colaboradores), s6lo es
capaz de unirse a un antigeno si se encuentra presentado por moléculas HLA de clase II, mientras
que los linfocitos T-CD8 precisan que el péptido antigénico esté unido a las moléculas HLA de
clase 1. Actualmente, se conocen dos tipos de Ter en los linfocitos T-CD4, el alfa-beta que
reconoce peptidos extrafios unidos a moléculas HLA-DR y el gamma-delta que reconoce péptidos
unidos a HLA-DQ (STROMINGER, 1989). Es importante subrayar que Ia activacién de los
linfocitos T-CD4 (eslabdn inicial y principal del rechazo) solo puede producirse a través de células
portadoras de moléculas HLA de clase IT y que solo algunas células tienen éstas moléculas. Por
tanto, la posibilidad de que se desencadene la reaccién depende de “estas células presentadoras de

antigenos”: macrofagos, algunas células endoteliales y células dendriticas (AUSTYN & STEINMAN,
1988).

- INTERACCION ENTREEL Ter Y LA CELULA PRESENTADORA DEL ANTIGENO
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La unién del Ter del linfocito T-CD4, al complejo formado por el HLLA y el antigeno
de la célula presentadora produce una sefial transmitida a través de la membrana por el complejo
CD3 asociado al Ter. Esta sefial, junto al estimulo de la interfeuquina 1 (IL1) segregada por los
macrofagos, provoca la activacion del linfocito T CD4 (CRABTREE, 1989). Esta activacion se
manifiesta por la liberacion de enzimas intracefulares (fosfolipasas y tirosin-quinasas) que dan lugar
a la aparicién de inositol-trifosfato, diacilglicerol y aumento del calcio libre intracelular; estos
procesos aumentan Ja expresion de genes de activacion, lo que da lugar a 1a sintesis y liberacién de
un conjunto de interleuquinas, especialmente interleuquina 2 (IL2) y a la aparicion en la membrana
de receptores de las mismas. Bajo la accidn de la IL2, la clona de linfocitos T-CD4 activada

prolifera y se expande (KRENSKY et al., 1990).

Ademas, en la activacion del linfocito T-CD4 se libera también interleuquina 3, que
estimula Iz maduracion de células tales como granulocitos, macrofagos y otras células
hematopoyéticas, y gamma-interferon que induce la expresion de moléculas HLA de clase II, con
lo que se facilita 1a activacion de los linfocitos T-CD4, se potencia la reaccién inmunologica y se

estimulan las funciones de ios macrofagos.

Por otro lado, los linfocitos T-CD8 (supresores /citotoxicos) a través del receptor
se unen a los antigenos del injerto, presentados, en éste caso, por una molécula de clase I, con o
que se activan y expresan receptores para la IL2 segregada por los linfocitos T-CD4 activados. La

clona T-CDS8 se diferencia y se expande. (SMITH, 1988).

En la via celular del rechazo la accion lesiva tiene lugar por las células que infiltran
el organo rechazado; existe actividad citotoxica especifica a cargo, principalmente, de las células T
(MASON & MORRIS, 1986). Oiras células que infiltran el trasplante como los macrofagos,
granulocitos eosinéfilos, basofilos e incluso polimorfonucleares, ejercen una accién lesiva del injerto,
probablemente por mecanismos inflamatorios inespecificos (SANFILIPPO, 1990). Otras células que

~ pueden tener un papel lesivo son las denominadas “natural killer”, aunque otros autores consideran
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que podrian jugar mas bien un papel de regulador en la maduracién de las células

inmunologicamente competentes (SHABTAI et al., 1990).
I-3.2. RESPUESTA HUMORAL

Los linfocitos B reconocen directamente al antigeno. A través de las
inmunoglobulinas de membrana que poseen, se adaptan a los antigenos del injerto y después del
contacto con los mismos expresan receptores para IL-4-5-6. Estas moléculas también son
segregadas por los linfocitos T-CD4 activados y actiian provocando la expansion y diferenciacién
de la clona de linfocitos B que dara jugar, en ultima instancia a la produccion de células plasmaticas

secretoras de los anticuerpos especificos.

En la respuesta humoral tenemos pues, dos grupos de factores humorales
responsables del rechazo del injerto: a) el inespecifico, integrado por las interleuguinas (IL) (diez
IL distintas hasta la fecha) (DALLMAN & CLARK, 199!), factores de crecimiento y de
diferencjacién de los linfocitos T y B asi como mediadores de la inflamacion, principalmente IL1,
gamma-interferon y factor alfa de necrosis tumoral (HENNEY, 1989) y b) el especifico donde estan
los Ac, que se pueden detectar en el receptor despues del rechazo del injerto. Los Ac IgM, Ig GI
e Ig G3 activan el sistema del complemento por la via clasica, provocando finalmente la ruptura de
la membrana celular, tras la formacién del complejo C5-C9 de ataque a la membrana. Los Ac que
no activan el complemento pueden ejercer una accidn lesiva en el injerto a través de otras células
que posean receptores del Fc en su membrana, provocando asi [a lisis de la célula portadora del

antigeno (citotoxicidad dependiente de células o anticuerpos o inmunidad tipo ADCC).

Una vez desarrollada la respuesta inmune normal, pasamos a describir los niveles

donde actua la CsA y los pasos que interfiere en esta respuesta.

14
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1-4. MECANISMOS DE ACCION DE LA CsA.

Como mencionamos anteriormente, cada vez es mayor el niimero de efectos
terapéuticos que se atribuyen a la CsA, si bien y a pesar del namero creciente de estudios
realizados, el mecanismo de accion preciso de la CsA a nivel molecular permanece sin aclarar. Los
efectos de la CsA que con mayor profusion se han estudiado han sido el efecto inmunosupresor
(BOREL & RYFFEL, 1985), (DRUGGE & HANDSCHUMACHER, 1988), (HESS &
COLCMBANI, 1988) v su actividad antiproliferativa, si bien esta Wltima de forma menos extensa.
Se ha especulado sobre la posibilidad de que ambos efectos compartan, al menos en parte , los
mismos mecanismos moleculares. De hecho, un efecto antiproliferative sobre células

inmunocompetentes (tales como CD4+) conducird indefectiblemente a una inmunosupresion

(KANITAKIS & THIVOLET, 1590).
I-4.1. Mecanismos de accion de la ciclosporina como inmunosupresor.

La CsA altera selectivamente la respuesta inmune interfiriendo directamente con Iz
funcién de los linfocitos T (LILLEHOFF et al., 1984), (BENNETT & NORMAN, 1986), (KAHAN,
1989a). La accion predominante de Iz CsA va dirigida contra las poblaciones de células T
colaboradoras (Helper) (KAY & BENZIE, 1984}, (LILLEHOIJF et al.,, 1984). Este efecto en las
células T-helper previene la produccion de varias linfoquinas, tales como IL-2, IL-3, IL-4 y gamma
interferon (MORRIS, 1991), siendo la 1L-2 (BOREL et al, 1976), la mas estudiada hasta e}
momento. La inhibicién en la formacién de linfoquinas, especialmente IL-2, impide por tanto ia
liberacion de las segundas sefiales necesarias para la maduracion de las células T y B, suprimiendo

la proliferacién y generacion de los linfocitos T citotéxicos.
La sintesis de IL-2 esta disminuida, in vitro, (HESS et al., 1982) mediante una tinica
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exposicion de CsA e, in vivo, en receptores de trasplante de médula 6sea (AZOGUI et al., 1983)

y de rifién que reciben cronicamente CsA (YOSHIMURA & KAHAN, 1985).

En orden a testificar Ia hipotesis de que la inhibicidn de Ia produccion de IL-2 es
un efecto critico inmunosupresor de la CsA, se hizo reaccionar una sonda de c~-ADN construida
contra m-ARN IL-2, con extractos citoplasmaticos de linfocitos de pacientes tratados con CsA,
mediante un ensayo de Northerm-blot. Se demostré que el componente m-ARN IL-2 actia como

un potente depresor en pacientes tratados con CsA (YOSHIMURA et al., 1987).

Aunque la CsA inhibe la formacién de IL-2, tiene poco efecto sobre la expresion
del receptor de superficie de membrana de baja afinidad para IL-2, ~-CD25- (MIYAWAKI et al.,
1983), (KERMANI-ARAB et al,, 1985). Este receptor, después de la unién con IL-2, se elimina
en el suero ¢ alternativamente se interioriza. Los niveles en suerc del receptor de IL-2 en
voluntarios normales, en candidatos pretrasplantados con enfermedad renal en estadio terminal y
con funcion del injertoc renal estable postrasplante ¥ en individuos que padecen nefrotoxicidad
inducida por la droga, estan alrededor de 300:200 U/mil. En contraste, pacientes sufriendo
activacion inmune causada por rechazo agudo 6 en respuesta a agentes infecciosos, muestran niveles
del receptor de IL-2 mayores de 1000 U/ml (SMITH et al., 1989). Por tanto, el receptor de IL-2
libre en suero, ¢ incluso mas sensiblemente, el indice de este nivel con el nivel de CsA en suero,
proporciona un dato util para diagnosticar la activacién inmune en pacientes trasplaniados. Ademas,
estos hallazgos confirman observaciones previas de que, pacientes recibiendo dosis terapéuticas de

CsA, muestran niveles normales del receptor de baja afinidad para IL-2 (KAHAN, 1989).

Sin embargo, otros autores consideran que la CsA puede adicionalmente involucrar
un efecto sobre la formacion del receptor de IL-2 (GRANELLI-PIPERNO et al., 1987) ¢ inhibir

su expresion (HEROLD et al., 1986), sobre todo en lo referente a su cadena B 6 receptor de alta

afinidad para la I1L-2.
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In vivo, la terapia con CsA inhibié la capacidad de las células de los pacientes para
generar gamma interferon (KAIIAN et al., 1987). En este sentido, los linfocitos de pacientes con
enfermedad renal en estadio terminal bajo estimulacién con fitohemaghutinina (PHA), produjeron
1100 U/ml de gamma interferon. Por el contrario, y tras una semana de postrasplante, los linfocitos
activados con PHA derivados de pacientes bajo terapia de CsA-prednisona, secretaron menos de
50 U/ml de gamma interferon. La capacidad para producir gamma interferon permanecio deprimida
durante 12 semanas de postrasplante en aproximadamente 100 U/ml, creciendo después a 600 U/ml

a las 14 semanas de postrasplante y al valor de pretrasplante entre las 16 y 20 semanas.

La CsA inhibe indirectamente la funcién monocitica al suprimir la produccién de
linfoquinas, tales como o-interferon por parte de linfocitos T4 (REEM et al,, 1983), el factor
inhibidor de los macréofagos (HELIN & EDGINGTON, 1984), el factor quimiotactico de los
macrofagos (GRANELLI-PIPERNO et al, 1984) y la actividad procoagulante macrofagica
(KEOWN & STILLER, 1988). Asimismo, la produccion de IL-1 por los monocitos estd inhibida

{(PALACIOS, 1982), sin que se conozca si es debido a un efecto directo concomitante sobre el

macrofago.

Se ha descrito que la CsA inhibe la generacion de los factores de crecimiento de los
linfocitos B (IL-5 y IL-6) (O'GARRA et al., 1986), y también se ha observado que este farmaco
inhibe "in vitro” la activacidbn de los linfocitos B por anticuerpos antiinmunoglobulinas
(MURAGUCHTI et al., 1983), (KLAUS & HARWRYLOWICZ, 1984). Es probable que la CsA

impida el primer paso en la activacién de las celulas B via receptores de Ig sobre la superficie de

ia célula.

El mecanismo molecular de la accion de la CsA, inhibiendo a la vez la produccion
de IL-2 y sintesis de enzimas capaces de mediar la funcién citotdxica, no esta claro. La CsA no
afecta a la unidn inicial del antigeno de membrana a los receptores de las células T, 6 a su

transduccion a través del complejo receptor CD3 a proteina G, con activacion de fosfolipasa C y
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catalisis de difosfato fosfoinositol a trifosfato fosfoinositol y 1,2 diacilglicerol. Ademas, la activacion
de la proteinquinasa C y la liberacion de las reservas iniernas de Ca2+ no son deprimidas por la
CsA. Aunque puede haber efectos posteriores sobre la permeabilidad del canal de Ca2+, no hay
evidencia de efectos tempranos (KAHAN, 1989). Mas recientemente, se ha observado que la CsA
inhibe la formacion de la sefial de activacion citoplasmica, lo cual provoca frenaje de la
incorporacion de timidina tritiada en el micleo. Un efecto variable de la droga previene a los nucleos
de las células tratadas con CsA de responder como responde un citoplasma normal activado. El
nivel de esta inhibicion refleja las concentraciones intranucleares de CsA ya que ntcleos
conteniendo 43+3 ng/ml de CsA, usando el radioinmunoensayo policlonal no selectivo de oveja,
mostraron poca inhibicién, y sin embargo nucieos con 126+49 ng/ml presentaron un 35% de
reduccion, (CITTERIO & KAHAN, 1989). Puesto que estas diferencias interindividuales en el
componente nuclear de CsA fueron observadas tras incubacion con una dosis de 1000 ng/ml de

CsA, la respuesta nuclear inhibida reflejé6 probablemente diferencias de avidez por el receptor

(KAHAN, 1989).

Una vez que la CsA penetra en la célula, probablemente contacta con algunas

proteinas citosélicas, de las cuales las mas conocidas son la Calmodulina (CaM) y la Ciclofilina

(CYP).

Fueron Colombani y colaboradores (1985), quienes describieron por primera vez la
posible relacion entre el efecto inmunosupresor de la CsA y la union de esta droga a la CaM, con
la consecuente interferencia con el Ca". Algunos estudios posteriores que investigaron el posible
efecto e interaccion entre antagonistas y bloqueantes de la CaM y la CsA (COLOMBANI et al.,
1987), reafirmaron la idea de que una alteracion del contenide intracitoplasmaético de ca por
alteracion de la CaM al unirse con la CsA, conducen a un defecto en los primeros pasos de la
activacion de los linfocitos quiescentes sometidos a inmunoestimulacién. Sin embargo, no todos los

trabajos llegaron a estas conclusiones, minimizando e incluso negando que esta unién tuviera

relevancia en dicho mecanismo (LE GRUE et al., 1986), (FOXWELL et al., 1988), (QUESNIAUX
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et al., 1988). La CYP (FOXWELL et al., 1988), (HARDING & HANDSCHUMACHER, 1988),
(QUESNIAUX et al,, 1988) es una proteina de peso molecular 17.737, con estructura terciaria
globulosa y un contenido hidrofobo a manera de core (DALGARNO et al.,, 1986) en su interior y
que ha sido descrita como la principal molécula a la que la CsA se une a nivel citoplasmatico
(HANDSCHUMACHER et al., 1984), (HARDING & HANDSCHUMACHER, 1988) de manera
estereoespecifica. Respecto a su estructura secundaria, se observa una alternancia del patron de
hélice alfa y de estructura de beta plegada (HARDING & HANDSCHUMACHER, 1988). La CYP
contacta con los residuos de la CsA numeros 1, 2, 10 y 11 que, junto con el 3, son los necesarios
para que esta droga tenga accion inmunosupresora (QUESNIAUX et al., 1988), (HSU et al., 1990).
Los estudios de NMR 1H sugieren que dicha unién provoca cambios en la estructura de la CYP,
sobre todo en los restos metilicos y aromaticos (DALGARNGO et al., 1986), (HSU et al., 1990}, con
una fuerte correlacion entre dicha accion inmunosupresora y el nivel de union de la CsA con la

CYP, hecho que no se ha encontrado para la CaM (QUESNIAUX et al., 1988).

La CYP también se ha descrito en células no inmunes de mamiferos como los
murinos {(MERKER et al, 1983), sobre todo a nivel de rifién, ganglios linfaticos y cerebro,
detectandose también en QCs. Kolestsky ¥ colaboradores (1986), han aumentado el espectro de
tejidos normales a tejidos twmorales, entre los que se incluyen lineas de carcinomas epidermoides
y otras neoplasias de estirpe epitelial, asi como en otras especies filogenéticamente distintas,
creyéndose que los genes que Ia codifican pertenecen a una familia multigenética. Todos estos datos
indican que la CYP es una molécula filogenéticamente primitiva y por ello pudiera estar implicada

en procesos cefulares muy primarios, con una amplia repercusion fisiologica.

Entre los efectos que la CYP tienen en la bioquimica celular caben destacar los
siguientes: a) Actividad proteinquinasa (IHANNINK & DONOGHUE, 1985), vy autores como
Harding y Handschumacher (1988) sugieren que ia CYP podria actuar como una fosfotransferasa,
pudiendo ejercer esta actividad sobre otras proteinas, entre las gue se citan las histonas: b}

Actividad peptidil-propil-cis—trans isomerasa, interviniendo en la isomerizacién de la prolina durante
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la sintesis de proteinas (TAKAHASHI et al., 1989), (MOORE et al.,, 1991), (STEINMANN et al,,
1991a), (STEINMANN et al, 1991b) y c) Accion inhibitoria del activador de replicacién del ADN
(WONG et al., 1987), (KIMBALL et al, 1991). La unidon CsA-CYP parece alterar todas estas

funciones, aunque se desconoce su efecto final.

El hecho de que la accidon inmunosupresora de la CsA puede ejercerse merced a su
unién especifica con CYP, que como se ha mencionado contribuye al plegamiento de otras
proteinas por su actividad isomerasa (HARDING & HANDSCHUMACHER, 1988), (TAKXAHASHI
et al., 1989), retardaria la formacion de la estructura terciaria de numerosos mediadores protéicos
fundamentales, en los estadios iniciales de la activacion de los linfocitos T cooperadores
(STEINMANN et al., 1991a), (RINGE, 1991). No obstante, existe gran controversia en esta teoria

y muchos de sus puntos permanecen 0sSCuros.

La reciente descripcion de que el gamma interferon tiene un papel regulador de la
sintesis colagena, actuando a nivel transcripcional como inhibidor de 1a expresién genética de
dichas proteinas, apoya la hipotesis anterior y abre nuevas perspectivas acerca de la cuestién, ya que
el gamma interferén podria actuar como una sefial de parada en el proceso de fibrogénesis
(KOVACS, 1991). En este sentido, se ha seflalado que disminuye la actividad mitogénica del factor
de crecimiento derivado de plaquetas {(PDGF) sobre los fibroblastos. Por todo ello, cabe la
posibilidad de que la fibrosis incrementada, que acontece en el curso de la toxicidad crénica por
CsA, sea mediada por un deficit crénico de gamma inierferén, dependiente del efecto
innunosupreser provocado por la CsA. Este efecio supondria una demostracién indirecta de los

multiples mecanismos de regulacion celular en los que es capaz de interferir la CsA.

Otros mecanismos de ]a inmunosupresion dependientes de CsA pueden operar al
nivel de} timo y/6 de la formacién de células supresoras. En este sentido, la terapia con CsA inhibe
la médula timica, interfiriendo por tanto con el proceso por el cual los linfocitos aprenden a

reconocer 1o propto (HESS et al.,, 1985). Ademas, la CsA fomenta la produceion por células timicas
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de hormonas humorales supresoras, que pueden regular a la baja la respuesta sistémica inmune
(DARDENNE et al., 1987). Por ello, existe un gradual crecimiento en la actividad postrasplante de
las células supresoras, posiblemente fomentado en parte por el aumento de la produccién de
hormonas timicas y e] desequilibrio timico medular, favoreciendo la maduracién de linfocitos timico-
derivados hacia el camino supresor y/6 por produccién creciente de prostaglandinas por células
adherentes (WHISLER et al., 1984). La produccion creciente de prostaglandina E-2 puede disminuir
la sintesis de IL-1 y ]a expresion de los antigenos de superficie HLA-Dr, asi como awmentar la
formacion de AMP ciclico, inhibiendo por tanto la necesaria actividad de la ornitina decarboxilasa
(ODC) para la formacién de poliamina (PA) y sintesis de ADN. Ademas, la CsA prescinde de la
generacion de células supresoras tanto in vitro (HESS & TUTSCHKA, 1980), como in vivo (VAN
BUREN et al,, 1982), permitiendo la aparicion de elementos que regulan a la baja la activacién de

la células T-Helper, via produccion de receptores antiidiotipc 0 antiantigeno.
- Accion de la ciclosporina en las enfermedades autoinmunes.
Para que se activen los linfocitos es necesario la existencia de dos estimulos (

BOREL & RYFELL, 1985).

I-interaccién con una célula presentadora del antigeno (CPA).

2-estimulo de la linfocina.

La ciclosporina al inhibir la activacion de los linfocitos, bloquea la produccién de
linfocina de las células T cooperadores (segundo estimulo), interrumpiendo la formacion de

autoanticuerpos y células T citotdxicas.

I-5. EMPLEO DE LA CICLOSPORINA EN TRASPLANTES.

Hoy, diecinueve afios después del descubrimiento del hongo productor del pﬁncipio
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activo, puede afirmarse que la ciclosporina ha hecho posible el advenimiento de una nueva era en
el trasplantes de Organos (CALNE et al, 1978). La supervivencia de los injerios renales ha
aumentado de forma considerable y los trasplantes hepaticos y cardiacos se han convertido en una

realidad (COOLEY et al., 1983), (WONIGEIT et al., 1984),

A principios de los afios setenta y debido al rapido desarrollo de técnicas quirargicas
adecuadas, el problema fundamental de los trasplantes de 6rganos ya sdlo consistia en la aceptacion
de un 6rgano de un donante extrafio y el mantenimiento adecuado de su funcién en el cuerpo del
receptor mediante la inhibicién selectiva de las células inmunocompetentes activadas (ALSINA,
1988). La ciclosporina, al resolver este problema, ha convertido uvna practica casi experimental en

un procedimiento terapéutico de aplicacion a gran escala (COOLEY et al.,, 1983), (WONIGEIT et
al., 1984).

En la ultima deécada, la ciclosporina ha sido utilizada en trasplantes de rifion,
corazon, corazon/pulmén, higado, pancreas y médula osea (COCLEY et al., 1983), (WONIGEIT
et al,, 1984) psoriasis (COOPER et al., 1990), (ELLIS et al., 1986), artritis reumatoidea (VAN
RITTHOVEN & DISKMANS, 1986), oftalmopatia del sindrome de Graves (KUENTY et al., 1986},
lupus eritematoso sistematico (FEUTREN, 1986), (FEUTREN et al., 1987), alopecia areata (GUPTA
et al, 1990), cirrosis biliar primaria (ROUTHIER et al., 1980), (KORNER, 1991), pioderma
gangrenoso (ELGART et al.,, 1991) granulocitopenia del S.de Felty (CANVIN et al., 1991), purpura
trombocitopénica idiopatica {SASAKI, 1990), granulomatosis de Wegener (SCHOLLMEYER &
GROZT, 1990), anemia aplastica (PARK, 1989), dermatitis atopica (MUNRO et al., 1991), sindrome
hemolitico urémico (VENKAT et al., 1991) ademas de otros multiples procesos de etiologia incierta
entre los que se encuentran: Glomerulonefritis {MEYRIER, 1989), diabetes mellitus tipo I
(STILLER et al, 1983), liquen planc (LEVELL et al,, 1991), penfigo vulgar (BONDESSON &
HAMMAR, 1990), enfermedad de Crohn (ALLAN et al, 1987), enfermedad de Behcet
(MUFTUOGLU et al, 1987), (PISANTY et al., 1988), y una enfermedad congénita de base

hereditaria como la ictiosis vulgar (VELTHUIS & JESSERUN, 1985). En este tltimo caso, la accion
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beneficiosa de la CSA dependeria mas de su capacidad antiproliferativa sobre los queratinocitos
epidérmicos (KANITAKIS & THIVOLET, 1990) que de su capacidad inmunomoduladora. En
relacion con la patologia tumoral, la CsA induce remisiones parciales en pacientes con linfomas tipo

Hodgkin (ZWITTER et al., 1987).

Fl trasplante renal, primero en ser realizado en el ser humano, es actualmente el que
se efectlia con mayor frecuencia (CALNE, 1987). En todo el mundo se realizan anualmente mas de
15000 trasplantes de rifion. El iratamiento de estos pacientes con ciclosporina ha permitido
aumentar de forma significativa la tasa de supervivencia del organo irasplantado
(CALNE et al, 1978). Ademas,la accion selectiva de este farmaco asegura al paciente la

conservacion de sus funciones de defensa contra las infecciones.

Incluso en pacientes considerados previamente como de alto riesgo, como los
ancianos, diabéticos y retrasplantados, los resultados obtenidos son, gracias a la ciclosporina,
similares a los de los restantes pacientes. Ademads, los pacientes pueden retornar antes a una vida

normal al acortarse ¢l tiempo € estancia hospitalaria y €l nimero de reingresos (ALSINA, 1988).

Se cuentan entre las ventajas especificas de la inmunosupresién con ciclosporina.
la alta potencia inunosupresora, la selectividad para los linfocitos T, sin efectos toxicos en la
meédula osea ni sobre la fagocitosis, y el hecho de que este efecto sea ripidamente reversible, unido

a una monitorizacién facilmente controlable (SANDORAMA, 1988). En particular las ventajas

clinicas obtenidas con el uso de la CsA en el trasplante renal son:

El aumento de la supervivencia del 6rgano trasplantado, la reduccion de la frecuencia
de episodios de rechazo, la disminucién de la necesidad de administrar corticoides y por tltimo y

en consecuencia, la reduccién de la morbilidad (SANDORAMA, 1988).

— Otras acciones de la CsA
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De igual forma la CsA ha demostrado accion blogqueante sobre los receptores
celulares de prolactina (RUSSEL et al., 1984) y la actividad fosfolipasa A2 de membrana (FAN &
LEWIS, 1985) provocando depleccion de algunas prostaglandinas y elevacion de los niveles
intersticiales y séricos de tromboxano A2 (BROWN et al., 1990). Recientemente s¢ ha descrito un
efecto antiproliferativo de la CsA sobre queratinocitos en cultivo (QC) y diversas lineas celulares
de estirpe epitelial (KANITAKIS & THIVOLET, 1990), (BOREL, 1988). Este fenémeno sustenta
el empleo clinico de 1a CsA en el tratamiento del psoriasis (ELLIS et al., 1986) y otras dermatosis
como la ictiosis vulgar (VELTHUIS & JESSERUN, 1985). Paradéjicamente, la CsA posee una accion
estimulante sobre los queratinocitos localizados en los foliculos pilosos, ocasionando una
hipertricosis como frecuente efecto secundario. De lo anterior se deduce el prometedor campo de
investigacion que se abre para el futuro, con el uso clinico de agentes antiproliferativos tipo CsA
no inmunosupresoras para el tratamiento de enfermedades en que se encuentra incrementada la tasa

de proliferacion celular, como es el caso de las neoplasias.
I-6. MONITORIZACION DEL TRATAMIENTO CON CsA,

Las diferencias intra e interindividuales de la farmacocinética de la CsA hacen
necesaria la nonitorizacion cuidadosa de los niveles sanguineos del fairmaco (CHAMORRO vy cols.,
1987). Por un lado, los niveles en sangre excesivamente bajos suponen la no eficacia del producto
¥y por otro, la incidencia de efectos secundarios es mayor si se sobrepasan unas cifras umbrales

(SCOTT & HIGENBOTTAN, 1988), (MORALES Y ANDRES, 1991).

El uso de diferentes sistemas de ensayo para medir niveles en sangre de CsA es un
tema muy discutido (SHAW et al., 1987). Los métodos de laboratorio hoy dia mas eficaces para
medir CsA son: La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), sistema que resulta costoso
tanto en tiempo como en materiales necesarios para su ejecucion (MAURER, 1985), (ROSANO et
al,, 1986) y el radioinmunoanalisis (RIA) (DONATSCH et al, 1981), (SHAW, 1989). Mientras que

el HPLC permite la determinacion de la CsA, el RIA mide a la vez CsA y metabolitos, puesto que
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el antisuero de oveja contra CsA también reconoce algunos metabolitos. Como las reacciones son
muy variables, ensayos usando diferentes anticuerpos policlonales dan diferentes resultados (SHAW,
1989). Con el hallazgo de anticuerpos monoclonales frente a CsA, ha sido posible seleccionar dos
anticuerpos, uno que reconoce casi exclusivamente CsA y otro gue no distingue entre CsA y la
mayor parte de los metabolitos (QUESNIAUX et al., 1987). No obstante, la cuantificacion de los

diferentes metabolitos tiene que ser hecha mediante la técnica de HPLC (RYFFEL et al., 1988).

No estd claro cual es el método de ensayo y fluido biolégico mas apropiado para
monitorizar CsA (YEE et al., 1988). La concentracion de CsA puede ser medida en suero (KEOWN
& STILLER, 1988), plasma ¢ sangre total , prefiriendo la mayoria de los autores la determinacion
en este ltimo fluido (FAYNOR et al., 1984), (BURCKLE, 1985). La mayoria de los participantes
al Congreso Intemacional de CsA (1988) monitorizaron la terapia con CsA mediante uno de los tres
métodos siguientes: 12) concentraciones de CsA en plasma medidas por RIA, 22) concentraciones
de CsA en sangre total medidas por HPLC y 32) concentraciones de CsA en sangre total medidas
por RIA. Los proponentes de plasma argumentaron que, éste transporta la CsA y sus metabolitos
al tejido periférico y proporciona por tanto €l indice mas preciso de Ia concentracion de la droga
v sus metabolitos en tejidos periféricos. Los proponentes de sangre total (FAYNOR et al., 1984)
argumentaron que, puesto que la distribucion de CsA entre los hematies y plasma varia con la
temperatura, las mediciones en sangre no dependen de las condiciones de procesar la muestra tales
como la temperatura y que, la CsA y sus metabolitos, tienen una afinidad mayor para la fraccién
celular de la sangre. Cambios en las concentraciones de CsA y de sus metabolitos en sangre,

reflejarian por tanto cambios en las concentraciones de tejidos diana {YEE et al., 1988).

Keown y Stiller utilizan {a medicioén con RIA para la monitorizacion clinica rutinaria
v la técnica de HPLC la aplican a pacientes con alteraciones en la funcion hepatica. Si la funcion
hepatica es normal, el cociente firmaco original/compuesto inmunorreactivo total es de
aproximadamente el 70% en el pico de concentracion del farmaco y del 30 al 40% para

concentiraciones medias. En los casos de disfuncidén hepatica, este cociente puede disminuir a menos
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del 10%, por lo que es necesarioc monijtorizar, utilizando HPLC, para determinar si el nivel del
compuesto original es lo suficientemente elevado para poder conseguir un nivel adecuado de

inmunosupresion (KEOWN & STILLER, 1988).

Por otro lado, se ha visto que el desarrollo de nefrotoxicidad esta correlacionado con
la dosis de CSA y niveles en plasma medidos por RIA (MIHATSCH et al., 1983), (HOLT et al,
1986), pero no con niveles en plasma determinados por HPLC (YEE et al, 1986), (YEE et al.,
1988). Este y otros descubrimientos sugieren que los metabolitos, mejor que el componente madre,
podrian ser responsables de la nefrotoxicidad (RYFFEL et al., 1988). Por tanto, ha sido sugerido

que el RIA es el método de eleccion para monitorizar CsA si 1o que queremos evaluar es toxicidad.

Los valores en rango terapéutico de CsA determinados por HPLC oscilan entre 100
y 450 ng/mil (PTACHCINSKI et al., 1985b). Los valores en sangre total con el RIA monoclonal
especifico oscilan entre 150 y 400 ng/ml (KEOWN, 1988). Ambos métodos producen resultados

cuantitativos y reproducibles de la droga sobre sangre total (ABBOT & PIPPENGER, 1985).

1-7. REACCIONES ADVERSAS.

Al carecer de accion mielodepresora, la CsA presenta claras ventajas sobre los

farmacos inmunodepresores con accidn citotoxica.

Las reacciones adversas de CsA suelen ser ligeras o moderadas y dosis-dependientes.
Generalmente en la primera semana de administracion oral, el paciente puede sentir una sensacion

subjetiva de entumecimientio en las manos y los pies.
De entre las reacciones adversas de CsA, cabe destacar la aiteracion de la funcién
renal, la cual guarda una relacion con la dosis.La hipertension grave y la administracion de

aminoglucosidos, anfotericina B, melfalan y trimetropin pueden favorecer la aparicion de dicha
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disfuncién renal (SCOTT & HIGENBOTTAM, 1988).

Pueden producir también una alteracién de la funcién hepéatica, con
hiperbilirrubinemia y aumento de transaminasas, pero la experiencia ha demostrado que no tiene

trascendencia clinica.

Otras reacciones adversas posibles son: HIPERTROFIA GINGIVAL, trastornos

gastrointestinales, hirsutismo, hipertension arterial (COHEN et al., 1984), (KAHAN et al., 1987).

En este apartado debemos mencionar el trabajo de Ota y Bradley que estudiaron
a 100 pacientes trasplantados de rifion y mantenidos con CSA, comprobaron que la hepatotoxicidad
y la nefrotoxicidad eran los efectos secundarios mas frecuentes, presentandose en el 53% y en el
80% respectivamente de los pacientes en estudio, del mismo modo pudieron comprobar la aparicién
de hirsutismo en el 15% e hiperplasia gingival en el 6% (OTA & BRADLEY, 1983) en contra
Wisoky encuentra este efecto adverso en 1/3 de los pacientes que toman de forma cronica este

farmaco (WYSOCKY et al, 1983).

I-8. CLASIFICACION DE LOS AGRANDAMIENTOS GINGIVALES

El aumento en el tamafio de la encia es un signo importante de enfermedad gingival,
comunmente a estas lesiones se les denominaba gingivitis hipretroficas aungue de forma incorrecta,
pues ni todos se deben a inflamacion, ni todos los agrandamientos son hipertrofias, es por ello que
se prefiere hablar de AGRANDAMIENTOS GINGIVALES (A.G) (ROSTOCK et al., 1986), pues

indica de forma objetiva la realidad clinica (CARRANZA Y CARRARO, 1978), (MATARASSO y
cols., 1989).

Diferentes clasificaciones se han establecido atendiendo bien a factores etiologicos

0 histopatologicos, asi:
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Glickman (GLICKMAN & SAUNDERS, 1965), clasifica los A.G. en :
- Inflamatorios.
- No inflamatorios.
- Mizxtos.
Merrit (MERRIT & PUTNAM, 1983), las divide en :
- Hereditarios.
~ Inflamatorios.
- Hormonales.
- Neoplasicos.
- Iatrogénicos.

- Idiopéticos .

Carranza (CARRANZA Y CARRARO, 1978), realiza otra clasificacion mas completa

basada en el substrato histopatologico, que es la que a continuacién desarrollaremos:

- A.G. Inflamatorio.

- A.G. Combinado.

- A.G. Condicionado.
- A.G. Neoplasico,

- A.G. Del Desarrollo.

- A.G. Hiperplasico.

~ A.G. INFLAMATORIO: Este A.G. es el resuitado de cambios inflamatorios cronicos o agudos.
-- A.G.INFLAMATORIO CRONICO:

Es con mucho el mas frecuente de los A.G.,el acumulo de irritantes locales (sarro,
placa bacteriana, obturaciones desbordantes, aparatos de ortodoncia, prétesis mal adaptadas, héabitos
de presionarse la encia con la lengua) y respiracion bucal (KLINGSBERG et al., 1962) mantenidos

en el tiempo, producen primero una gingivitis y posteriormente un agrandamiento bien de la papiia
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o de la encia marginal de forma localizada o generalizada. (CARRANZA & PERRY, 1988).

La gingivitis o inflamacion de la encia es la forma mas comun de enfermedad
gingival y reconoce como factores etioldgicos a la placa bacteriana y/o factores de irritacion local

que favorecen el acumulo de aquella (CARRANZA & PERRY, 1988).

Como estos mismos autores indicaron es necesario diferenciar entre inflamacion y

otros procesos patologicos al evaluar la patologia gingival. El papel de la inflamacién en casos

individuales de gingivitis varia de la siguiente manera:

a) Inflamacién gingival como Unico cambio patologico, es sin duda el tipo mas
frecuente de enfermedad gingival.

b) Inflamacion secundaria superpuesta a un enfermedad gingival de origen general,
p.¢. la inflamacién suele complicar a 1a H.G causada por la administracién de CsA.

¢} La inflamacion puede ser el factor causal de los cambios clinicos en pacientes
con afectacion general, en los que por si solo no producirian enfermedad gingival detectable

clinicamente, la gingivitis del embarazo es un ejemplo de ello.

La epidemiologia dental entendida como la ciencia que estudia el patron y dinamica
de las enfermedades dentales en una poblacién humana, ha sido perjudicada a menudo por
parametros subjetivos de diagnostico, de ahi la necesidad de los INDICES EPIDEMIOLOGICOS
(CARRANZA, 1988), que definimos como instrumentos indispensables para cuantificar condiciones
clinicas en escalas graduables, Jo que facilita la comparacion entre poblaciones examinadas bajo las
mismas normas y métodos (BASCONES, 1985). Las normas que rigen los buenos indices

epidemiologicos sefialan que estos deben ser:

- Faciles de emplear,

~ Permitir el examen de un gran ntmero de pacientes en cortos periodos de tiempd.
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- Definir las condiciones clinicas de forma objetiva.

- Ser reproducibles.

- Ser susceptibles de anélisis estadistico.
~ Evaluacion de la inflamacién gingival.

La inflamacion gingival puede evaluarse por medio de un indice, en el que €l sintoma
principal sea el sangrado del surco gingival bajo la accién suave de la sonda periodontal
(MUHLEMANN & SON, 1971). (INDICE DE SANGRADO DEL SURCO,(S.B.I},). Segiin este
mismo autor, el indice de sangrado es el principal signo clinico de gingivitis vy precede al

enrojecimiento y tumefaccion de las unidades gingivales.

La evidencia clinica ha demostrado que la distribucién de la placa y los puntos de
hemorragia, no siempre se corresponden entre si. Loe y col. observaron gque aunque pueden
acumularse cantidades visibles de placa en 48 horas, la encia sana no muestra signos clinicos de

inflamacién hasta 10-14 dias después de haber interrumpido todas las medidas de higiene bueal.

Muhlemann y Son demostraron un significativo aumento de los puntos de hemorragia
ya a los 6 dias de haber interrumpido todas las medidas de higiene oral. Han sugerido que debido
a los periocdos de quiescencia entre la formacion de placa, la hemorragia y la inflamacién clinica,
puede encontrarse algo de placa en zonas en donde no eXiste sangrado, de eso infieren que la placa
ha sido retenida en esa zona menos de 6 dias, del mismo modo existe una zona libre de placa que

muestra hemorragia, estas observaciones pueden sugerir que:

a) existe placa durante mas de 6 dias y su remocién aunque compieta, todavia no ha traido

como resultado la cicatrizacion total del epitelio nicerado del surco.

b) el paciente eliminé completamente la placa antes de ir al consultorio dental, pero no lo

hizo en la semana precedente.
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- Evaluacién de la higiene oral.

Se conocen multiples indices para valorar 1a higiene oral, pero todos ellos se basan

en la deteccion o no de la placa bacteriana (GREENE & VERMILLION, 1960).

Los indices de placa, segiin Bascones se uiilizan para valorar:
1- Fpidemiologia de factores locales.
2~ Control de higiene.
3- Estudios clinicos para valorar los métodos antiplaca utilizados.

(BASCONES, 1985).

La identificacion de la placa puede hacerse por:
a) Visualizacidon directa con espejo y explorador.
b) Visualizacion en m.o. recogiendo una muestra y viendola en gota pendiente.

¢) Reveladores de placa.

El uso de sustancias reveladoras se hace imprescindible con objeto de visualizar el

acumulo de placa de la forma mas objetiva en toda su extension (KATZ, 1986).

Entre estas sustancias tenemos (BASCONES, 1985),:

1- Soluciones de mercurocromo y yodo: no se usan.

2- Soluciones alcohdlicas de fucsina bésica: se usan poco porque manchan lavabos y ropa.
3- Colorantes de eritrosina: tifien menos que la fuesina, pero se eliminan rapidamente.

4- Colorantes bitonales: detectan placa antigua y reciente.

5— Colorantes fluorescentes: se hacen visibles con luz uitravioleta.

31



Introduccion
- A.G. INFLAMATORIO AGUDO.

Hace referencia este apartado de la clasificacion de Carranza, a dos cuadros clinicos

tipicamente periodontales cuales son: el absceso gingival y el absceso periodontal.

- A.G. COMBINADO.

No es mas que una H.G. a la que secundariamente se suman cambios inflamatorios
por el acumulo de irritantes locales, favorecido por el buen lecho que supone el A.G. que aumenta

la profundidad del surco gingival.
- A.G. CONDICIONADO.

Con este tipo de A.G., Carranza se refiere aquellos estados sistémicos peculiares en

los que los tejidos gingivales exageran su respuesta frente a los irritantes Jocales, p.e..

-— En ¢l embarazo, la frecuencia del A.G. marginal suele ser del 10-70-% (HUGOSON, 1970), no
es el propio embarazo el que causa el trastorno, sino que el metabolismo alterado de los tejidos

acentua la reaccion a los irritantes locales.

—-- En la pubertad y coincidiende con los picos hormonales que esta época conlleva, tanto en
hombres como en mujeres suelen presentar un aumento en sus papilas interproximales coincidiendo

con focos de irritantes locales (CARRANZA & PERRY, 1988).

—~ En el escorbuto se produce un hinchazdn altamente sangrante de las encias, que adquiere un

aspecto rojo viglaceo con aparicién de pseudomembranas en superficie (CRANDON, 1940).

—— En la leucemia mieloide aguda, s¢ produce una infiltraciéon por blastos en los tejidos gingivales,
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que favorece junto con la inflamacién el aumento del tamaifio de los mismos (LYNCH & SHIP,

1967).

- A.G. TUMORAL.

Responden a una etiologia desconocida y pueden variar desde lesiones benignas

(fibromas, papilomas) hasta tumores malignos (carcinomas, sarcomas).

- A.G. DEL DESARROLLOQO.

Es un A.G. fisiologico que coincide con la erupcion de la denticion definitiva.

- A.G. HIPERPLASICO.
La hiperplasia gingival no inflamatoria es provocada por factores ajenos a la frritacién

local, no es frecuente y casi siempre reconoce una etiologia iatrogénica:

- Ingesta de fenitoina: (VAN DER KWAST, 1956)

- Ingesta de CsA.: (CALNE et al., 1979)

- Ingesta de primidona:(SMITH et al., 1983), (LYNCH, 1984)

- Ingesta de valproato sédico: (SYRJANEM et al., 1979)

- Tratamiento con antagonistas del calcio: nifedipina (LEDERMAN et al., 1984) oxidipina
(NYSKA et al., 1990), diltiacen (COLVARD et ai., 1986).

~-- HIPERPLASIA POR HIDANTOINA

La fenitoina es considerada uno de los farmacos basicos en el tratamiento de las
crisis epilépticas (MERRIT, 1938), (ZARRANZ, 1985) su utilidad esta limitada por los efectos
secundarios que produce, entre ellos el mas importante por su frecuencia es el sobrecrecimienio

gingival que aparece en el 40~ 50% de los casos (ANGELOPOULOS, 1975), (VAN DER KWAST,
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1956), (HASSELL et al., 1976), dos 0 tres meses después de iniciarse el tratamiento alcanzando el
maximo desarrollo entre los nueve doce meses, varia desde una ligera tumefacién de las encias a
una gran hiperplasia que cubre casi completamente los dientes (GLASER, 1982), (CALNE, 1979).
La hiperplasia gingival por hidantoinas ha sido estudiada por numerosos investigadores, sin
embargo, a pesar de existir alrededor de 1500 publicaciones en la literatura mundial sobre el tema,
su etiopatogénia permanece oscura (HASSELL et al., 1984). En nuestros pais se han produecido
algunas interesantes aportaciones sobre este tema (FERNANDEZ, 1966), (MARTOS Y TAMARGO,
1984), (SAMPEDRO y cols., 1985), (PENARROCHA y cols., 1986); 1a susceptibilidad ha desarroltar
esta lesion parece genéticamente determinada (HASSELIL. & GILBERT, 1983) y sobre esta
predisposicion podria actuar unos factores etioldgicos afiadidos como:

a} El grado de higiene oral, algunos estudios demuestran una clara relacion entre la higiene
oral y hiperplasia gingival (VAN DER WALL et al., 1985), (RAS 1963), (PANUSKA et al., 1960},
(CIANCIO et al., 1972), (PHILSTROM et al,, 1980) mientras que para otros la higiene oral no
influiria de modo importante en el grado de hiperplasia (KLAR, 1973), (STEINBERG, 1980) ya que
se da la circunstancia de que pacientes con pésima higiene no desarrollan hiperplasia; por el
contrario en otros, se observa un acusado engrosamiento a pesar de una exXcelente higiene oral.

b) La dosis del farmaco (KLAR, 1973) o el tiempo de administracion del mismo (KLAR,
1973), (RAS, 1963) que también determinaria la severidad de la lesién, aunque esta opinion no esta

unanimemente aceptada (PENARROCHA y cols., 1989).

Aunque el mecanismo intimo esta todavia por dilucidar existen varias hipétesis:
I- Supresion de la actividad adrenocortical.
2- Reaccion de hipersensibilidad.
3- Irritacién local, causada por el medicamento secretado a través de Ia saliva.
4- Estimulacién selectiva de clonas de fibroblastos y de su sintesis proteica, (HASSELL et al.,
1984).
5- Alteracion en el metabolismo del calcio con induccién de la colagenasa inactiva, (

ANGELOPOULQOS, 1975), (HASSELL et al., 1976).
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A) CLINICA,

El comienzo es un agrandamiento indoloro, globular, localizado en la encia marginal
¥ la papila interdentaria; conforme avanza la lesion los agrandamientos marginal y papilar se unen
formando un cordén macizo que cubre parte de las coronas. Cuando no hay infeccion sobreafiadida,
la lesion tiene forma de mora, es firme, con una superficie lobulada y elastica de color rosa palido,
sin tendencia a sangrar (VAN DER WALL et al., 1983), (ESTERBERG & WHITE 1945),
(GLICKMAN & SAUNDERS 1965).

Por 1o general se presenta de forma generalizada siendo mas intensa en las zonas
anteriores v no apreciandose en encias edéntulas. Su avance es crénico pero progresivo, ilegando
a veces a interferir la oclusion, o se hace tan desagradable a la vista que el paciente solicita

atencién,

A medida que aumentan los indices de inflamacién gingival: tono, color, sangrado,
se aumenta el grado de hiperplasia, aunque quizds sea mas una complicacién que un factor de
imcjo. Interesantes trabajos de Ciencio de 1972 y Philstron de 1980 llegaron a la conclusién que
la hiperplasia puede ser minimizada disminuyendo la inflamacion de la encia con absohito control

de la placa dental mediante una buena higiene.

Se ha comprobado que en la saliva de estos pacientes hay cantidades de fenitoina
proporcionales a la intensidad de ia hiperplasia (BABCOCK, 1965), (LITTLE et al., 1975), (ADDY
et al., 1982) no obstante al extirpar la par6tida en animales de experimentacién, no se ha visto que
haya afectado al agrandamiento, por lo que no hay consenso en la teoria dosis- intensidad del
mismo como observaron otros autores (BUCHTHAL & SUENSMARK, 1960), (CIANCIO et al.,
1972), (STEINBERG, 1980), (PHILSTROM et al., 1980)
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B) ANATOMIA PATOLOGICA.

El epitelio de revestimiento superficial muestra acantosis y espongiosis focal, y el
tejido conjuntivo subyacente contiene abundantes estructuras vasculares, diferenciandose dos areas,
una rica en fibras de coldgeno y otra con cambios mixoides, mas evidentes en la zona subepitelial.
El componente celular linfoide acompafiante, corresponde a células plasmaticas y linfocitos, de

distribucién mayoritaria por las 4reas mixoides (HASSELL & COOPE 1980), (PENARROCHA y
cols., 1989).

C) TRATAMIENTO.

En pacientes con hiperplasia leve o moderada es aconsejable realizar una preparaciéon

inicial (detartaje, curetaje, y raspados periddicos ), ademas de una correcta higiene del paciente

mediante cepillados y empleo de seda dentai en su domicilio.

En agrandamientos intensos: aparte de las medidas recomendadas en el apartado

anterior, se efectuard una gingivectomia, aunque el crecimiento gingival recidiva si el paciente

continua con la medicacion.

- HIPERPLASIA POR ANTAGONISTAS DEL CALCIO.

El grupo de los antagonistas del calcio (AC), ha tenido un gran impacto en la
terapéutica clinica, sobretodo cardiovascular, en los Uitimos afios, estos medicamentos son
heterogeneos en su estructura y propiedades farmacoldgicas, pero tienen un mecanismo comin a
nivel del transporte del calcio por la membrana celular en varios tejidos (KENNY, 1985).
Ademas de reducir Ja concentracion intracelular de calcio, tienen una accién selectiva bloqueadora

de los canales de interiorizacion del calcio dependiente a su vez del voltaje que registra el musculo
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liso vascular en cada momento. Debido a que este segundo mecanismo parece desempefiar un papel
preponderante, los farmacos calcioantagonistas se clasifican atendiendo a su afinidad por bloquear
los canales del calcio (WOOQOD, 1989), (GASSER, 1989) en:

a) Alta especificidad, verapamilo, nifedipino y sus derivados, oxidipina, diltiacen eisradipina. Estos
compuestos actiian bloqueando especificamente los canales lentos del calcio sin afectar de manera
importante los canales rapidos de NA, y producen una inhibicién de la despolarizacion de fibras
musculares, sin afectar a los fenomenos bioeléctricos dependientes del magnesio. Ademas estos

compuestos pueden unirse estereoespecificamente a receptores y proteinas transportadoras de calcio

que actian indirectamente atrapando a este ion intracitoplasmico.

- El nifedipino (NI), tiene una accién preferentemente vascular (coronaria y
periférica) pero carece de efecto sobre el sistema de conduccion.

- Verapamilo (VE)}, y diltiacen (DI) producen vasodilatacion en menor grado, pero
reducen la conduccion sinocauricular y auriculoventricular y deprimen en mayor grado la

contractilidad y la frecuencia cardiaca.

Estos farmacos se utilizan fundamentaimente a nivel cardiovascular en angina de
pecho, arritmias, e hipertension, también se ha propuesto su utilizacién en otras situaciones como
infarto de miocardio, cirugia cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva etc...

La mayoria de los efectos secundarios y contraindicaciones de estos medicamentos derivan de sus
propiedades farmacoldgicas, siendo especialmente graves las relacionadas con el sisterma de
conduccion (KENNY 1985), se han descrito casos de bloqueo AV, asistolias, y bradicardia en
pacientes tratados con VE o DI, especialmente en pacientes con antecedentes de alteraciones de
este tipo (KENNY 1985), (LARACHA & CAELIS, 1986), (LAM et al., 1986); tampoco deberian
utilizarse en pacientes con alteraciones del seno, bloqueo AV, bradicardia o insuficiencia cardiaca,
en estos casos seria preferible utilizar NI . El NI no afecta el sistema de conduccion, pero al

contrario que e} VE, DI puede producir taquicardia reflejas y por efecto vasodilatador cefaleas,

enrojecimiento facial, mareos y palpitaciones.
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b) De baja especificidad: incluye la prenilamina, cinaricina y bapridil entre otros. Todos ellos, al
contrario que los del grupo anterior, interfieren tanto con los canales rapidos de Na como con el

papel del Mg en la generacion de potencial transmembrana.

De los calcioantagonistas actualmente comercializados, tan solo la NI (RAMON et
al., 1984), (LUCAS y cols., 1984), DI (COLVARD et al., 1986) y muy recientemente, la oxidipina
(NYSKA et al, 1990), han demosirado capacidad para inducir la hiperplasia gingival, no

evidenciandose este hecho con el verapamilo (RAMON et al., 1984).

En 1984, Lederman v cols publicaron el primer caso de hiperplasia gingival asociado
al tratamiento con NI, después han sido varias las comunicaciones que han hecho mencion de esta

asociacién (LOCK, 1985), (KHURNI, 1987).

A) CLINICA.

En la exploracion bucal se observa un agrandamiento de la encia maxilar y
mandibular, especialmente en el drea anterior y a nivel de las papilas interdentales, el aspecto es

lobulado v no sangran a no ser que exista inflamacion asociada.

El estudio anatomopatologico de este tejido hiperplasico muestra un aumento de la
trama de coldgena y del niimero de fibroblastos junto con una infiltracion moderada de células
plasmaticas. Es decir, desde el puntc de vista clinico e histolégico esta hiperplasia es indistinguible
de ia hiperplasia gingival secundaria a hidantoinas (LEDERMAN et al., 1984). Con ambos farmacos
la hiperplasia es mas marcada en la encia vestibular de los dientes anteriores, no se presenta en la
encia de las areas edéntulas, desaparece al suspender el medicamento y recurre al reiniciar su
administracicn (VAN DER WALL et al.,, 1985). Tanto las hidantoinas como la NI tienen la
capacidad de alterar el metabolismo v flujo del Ca a nivel celular, esta disminucion de caicio

impediria que este inhibiera la accion de la colageno-sintetasa y Ia consiguiente sintesis de colageno

38



Introduccicn
(SHAFTIC et al., 1986).

No conocemos el mecanismo de accion real, aunque si podemos constatar que la
situacién general del paciente, el nivel de higiene oral del mismo, como la dosis de medicamento
que toma se deberia de tener en cuentz a la hora de establecer un tratamiento a largo plazo con
esta droga, aconsejandose revisiones periodicas de los mismos por parte del estomatélogo
incluyendo normas de higiene, raspado y alisado radicular e incluso gingivectomias dependiendo del

estado particular del paciente a tratar (GONZALEZ-JARANAY Y MESA, 1991).

- HIPERPLASIA POR CICLOSPORINA A.

En relaciéon con las complicaciones orales de la ingesta cronica de CsA, la de mayor
relevancia es el agrandamiento gingival documentado en ¢l afio 1983 por Ratteitschak et al., aunque
mencionada anteriormente por Calne et al. en 1979 ¥ otros autores (NUSSENBLATT et al, 1983).
Esta alteracién tiene una importante nimero de sinonimias: hiperplasia (BENNETT & CHRISTIAN,
1985), hiperplasia fibrosa (WYSOCKY et al., 1983), hipertrofia (RYFFEL, 1982), agrandamientos,
enlargement y sobrecrecimiento gingival (overgrowth) (BARTOLD, 1987). El término mas comun

por ] que es conocido es el de hiperplasia gingival (HG).

Su incidencia es variable segin la fuente de informacion oscilando entre el 3,49%
(SANDOZ LABORATORIES 1983),y el 70% (WYSOCKY et al., 1983), (FRISKOPP et al., 1986).
El mecanismo patogénico a través del cual la CSA induce HG es desconocido. En este sentido han
sido aportz;das diferentes teorias al respecto:
1} Efecto directo del medicamento sobre los fibroblastos de manera andloga a lo que
acontece con la fenitoina (WILLERHAUSEN, 1989), (PASCUALIN ¥y cols., 1990).
2) Efecto de hipersensibilidad individual al firmaco (WYSOCKY et al., 1983); a su

vez la intensidad de la misma relacionaria en cierta medida con la existencia de irritantes gingivales
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FIGURA 1. HIPERPLASIA GINGIVAL SECUNDARIA A LA INGESTA DE
CICLOSPORINA A.

1 A. Hiperplasia gingival leve.
1 B. Hiperpiasia gingival moderada.

1 C. Hiperplasia gingival severa,
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(placa y calculos dentales, restauraciones imperfectas sobreextendidas y/o los efectos de una
respiracion bucal mantenida, habitos, correctores de ortodoncia, protesis mal adaptadas,
maloeclusiones etc), que provocan un aumento de la respuesta inflamatoria, hipotesis mas probable
(WYSOCKY et al., 1983), (DALEY & WYSOCKY, 1984b), (DALEY et al.,, 1986), (ROSTOCK et
al. 1986).

3} La reduccion de la actividad del sistema inmune propia del firmaco, que a nivel
gingival provocaria un aumento de la receptividad de este tejido frente a estimulos crénicos

inespecificos (sarro,placa) (PASCUALIN y cols., 1990) agentes bacterianos e infecciones repetidas
(BARTOLD, 1987).

4) Pascualin y colaboradores, citan como otro posible mecanismo patogenico de la CSA
en la HG, la interferencia en la sintesis de prostaglandinas y la consecuente alteracion de la

microcirculacion, (PASCUALIN y cols., 1990).

A) CLINICA

El sobrecrecimiento es mas frecuenie en jovenes que en adultos (PASCUALIN y
cols., 1990), sin afectar esta circunstancia a la gravedad de la misma, se manifiesta a partir de los
tres primeros meses de ]a administracion del farmaco (WYSOCKY et al., 1983), v alcanza su

maxima gravedad alos 24 meses (PASCUALIN y cols., 1990), (GONZALEZ-JARANAY Y MFESA,

1991) de tratamiento.

Ryffel y colaboradores, observaron en estudios en perros que la hiperplasia era mas

frecuente e intensa al aumentar la dosis de Csa, aunque este dato no estd suficientemente

contrastado.
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En la exploracion oral se observa un agrandamiento localizado béasicamente en un
principio, en la papila interdental para extenderse a continuacién a todos los segmentos anteriores
de la arcada dentaria .(DALEY & WYSOCKY, 1984b), el agrandamiento gingival es lobulado y
movil, de aspecto eritemato-edematoso sin tendencia a la hemorragia espontinea (ROSTOCK et

al., 1986), salvo que exista inflamacién asociada.

En los casos progresivamente mas graves, Ia hiperplasia afecta a las papilas, al borde
libre y a Ia encia restante queratinizada en zonas [ocalizadas o de manera difusa, llegando a cubrir
la corona clinica del diente y dificultando 1a oclusibn (PASCUALIN y cols., 1990).

Mas adelante este cuadro clinico progresa apareciendo una inflamacion crémica inespecifica

mantenida por la acumulacién de placa y sarro supra e infragingival.

Por consiguiente el agrandamiento gingival por CsA suele presentarse de manera muy

similar al producido por la ingestion de fenitoinas, valproato, primidona, nifedipina etc.

B) ANATOMIA PATOLOGICA.

En este tipo de lesiones lo que existe es una auténtica hiperplasia, por estar

aumentado el nimero de células y no el tamafio de las mismas (hipertrofia).

El epitelio gingival aparece en areas engrosado, con limite interno festoneado y un
gran desarrollo del conectivo subyacente, en el seno del cual se objetiva un denso infiltrado
linfoplasmocitario, El engrosamiento epitelial corresponde a una hiperplasia de crestas interpapilares
con prolongaciones digitiformes en el conjuntivo subyacente, con acantosis, hiperqueratosis v
paraqueratosis. La mayoria de los autores (TRAEGER et al., 1984) coinciden en la existencia de
un jnfiitrado inflamatorio formado por linfocitos y células plamaticas. El nivel normal de la unién
epitelial de la encia no suele estar alterado; asi pues el aumento en la profundidad de ia bolsa

traduciria 1a presencia de pseudobolsas alrededor de la corona clinica del diente.
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C) TRATAMIENTO.

En lo que respecta a la profilaxis de la hiperplasia, su desarrollo y progresion podria
ser paliado nsando el protocolo establecido por Daley, (DALEY & WYSOCKY, 1984a), que se
centra en una higiene oral exiremada. El sobrecrecimiento gingival favorece el desarrollo de focos
sépticos a este nivel, lo que conlleva un avmentoe del riesgo en sujetos inmunodeprimidos como son

la mayoria de los pacientes tratados con este farmaco; por tanto su prevenciéon debe de ser una

labor prioritaria en ellos.

A parte de las medidas profilacticas resefiadas, en los casos graves ¥ por razones
estéticas, de oclusion etc, se harad necesaria la realizacion de gingivectomias por sectores. Si
preveemos que el tratamiento con el farmaco se va a suspender, esta indicado esperar al menos seis

meses antes de planificar un tratamiento definitivo, ya2 que la regresion espontinea generalmente

tiene lugar en estos casoes .

1-9. MODELQO EXPERIMETAL DE INDUCCION DE HIPERPLASIA GINGIVAL

Recientemente Seibel y colaboradores han conseguido inducir sobrecrecimiento
gingival en perros de dos anos de la raza sabueso "beagle” tras el tratamiento diario con

ciclosporina A a dosis de 30 mg/Kg por via oral (SEIBEL et al., 1989).

De los 12 animales empleados, 5 (42%) desarrollaron HG a partir de Ia tercera
semana, puesia de manifiesto por un aumento de tamafio de las papilas interdentarias con progresiva

ocultacion de la superficie dental descubierta airededor de la sexta semana.

Macroscopicamente se caracteriza Ja HG, experimentalmente inducida, por acontecer
en el borde labial de la arcada dentaria mandibular anterior no desarrollandose ni en la arcada

maxilar ni en la regién posterior de ambas. La encia hiperplasica es de forma lobulada, consistencia
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firme y sangrante al contacto. Microscépicamente el epitelio escamoso muestra paraqueratosis con
acantosis y un intrincado dibujo de crestas papilares finas y elongadas que se introducen en ¢l
corion mucoso estableciendo puentes de morfologia irregular en la zonas mas profundas.
Aparentemente la proporcion de tejido conectivo es mayor en los animales que presentan HG que
en los que no responden asi como en los controles. El infiltrado inflamatorio presente basicamente
estd compuesto por células plasmaticas y algunos linfocitos. Todas estas caracteristicas del modelo

experimental son muy similares a las que presentan los enfermos sometidos a tratamiento cronico

con CSA que desarrollan HG.

De igual forma, la HG regresa rapidamente y de forma espontanea dos semanas

despueés de suspender la medicacion.

Con anterioridad se ha descrito la generacion de HG en gatos tras la administracién
de CsA ala dosis de 20mg/kg/dia, como efecto secundario al tratamiento prolongado con la misma,

observandose una frecuencia del 10%. (LATIMER et al., 1986).

A

Un segundo modelo experimental, en esta ocasion en ratas Fischer, ha sido obtenido
por Kitamura y colaboradores mediante la administracion de una dieta inductora de caries, rica en
sucrosa (56%) -dieta n? 2000-, suplementada con CsA (120 mg/Kg y posteriormente 200 mg/Kg).
Igualmente se indujo HG en el grupo de ratas que ademas fue infectado con estreptococcus sobinus

6715 (KITAMURA et al., 1990).

Este modelo difiere escasamente del anterior tanto en sus peculiaridades macro como
microscopicas. Cabe destacar que se evidencia HG en la encia de los molares mandibulares y que

el infiltrado inflamatorio presente es mas evidente en aquellos lotes de animales sobreinfectados con

ia cepa de streptococeus.

Un tercer modelo experimental, ahora en gatos, ha sido obtenido por Lati:her y
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colaboradores, administraron a 10 gatos durante 28 dias consecutivos, una dosis oral de 20 mg/kg

I-10. INTRODUCCION GENERAL AL ANALISIS DIGITAL DE IMAGENES.
ANALISIS DE IMAGENES DIGITALIZADAS, FUNDAMENTOS BASICOS
SOBRE DIGITALIZACION Y TRATAMIENTO DE IMAGENES.

El extraordinario desarrollo que ha experimentado la tecnologia informatica tanto
en lo que respecta al soporte especifico de los ordenadores (hardware), como a los programas de
trabajo y anélisis de ia informacion (software), han conducido a una difusion masiva del ordenador

personal como instrumento basico de trabajo y al abaratamiento creciente de sus costes.

Aunque la aproximacion conceptual al analisis de imagenes por ordenador es relativamente simple,

los fundamentos logicos e informaticos del proceso ya no lo son tanto,

De forma general, todo sistema de tratamiento de imagenes por ordenador consta

de los siguientes elemento:

-— Dispositivo de captacion de la imagen.

-~ Procesador digital que la transforma para hacer asequible su manejo por un sistema informatico.
-- Dispositivo de presentacion de la imagen.

-- Sistema de almacenamiento y/o de transmisién de iméagenes.

-- Ordenador que se encarga de ejecutar los programas de analisis y manipular las imagenes hasta

obtener los resultados previstos.

1-10.1. ADQUISICION DE LAS IMAGENES.

En el campo de la morfologia microscopica, la captacidén de las imagenes se realiza
mediante una camara de televisién, el microdensitémetro o un scanner. Todos estos instrumentos

tienen en comin la propiedad de medir con una fotocélula o dispositivo similar, 1a cantidad de Iuz
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que porta un haz elemental transmitido por Ia imagen a muestrear. El resultado punto a punto de

la exploracion es recogido por el sensor y enviado a la tarjeta digitalizadora (BACUS & GRACE,
1987).

En otras ocasiones, la luz reflejada es recogida por una cdmara de television
funcionando mediante sensores situados en celdillas independientes (sisterna CCD) (SMEULDERS

& KATE, 1987), (FERRER-ROCA, 1990).

En caso de trabajar con imagen en color real, la observacion se realiza a través de
un sistema PAL compuesto con separacion automadtica de los colores que funciona mediante la

captacion independiente de cada una de las bandas cromaéticas elementales (roja,verde y azul),

1-10.2. DIGITALIZACION DE LA IMAGEN.

La imagen digital, se obtiene a través de la cuantificacion de la amplitud de una
imagen discreta. El niimerc de valores posibles para definir la amplitud depende del nlimero de dits

empleados en la codificacién.

Esta ultima circunstancia no es constante para todos los sistemas de analisis ya que
depende del tipo de imagen a digitalizar. En ¢l caso de imagenes complejas con amplia gama de
grises como es ¢l caso e las histologicas o las estudiadas en morfologia, se estén utilizando por
convencion, ocho bits para aimacenar en la informacién relativa a la luminosidad de cada punto del
objeto, por lo cual el valor maximo codificado sera igual a 28=256. Por convencion, una intensidad
0 es igual negro mientras gue el valor 255 equivale al blanco (SMEULDERS & KATE, 1987). Los
restantes valores constituyen la escala de grises (en conjunto 256 niveles o tonos distintos), en que
ha de ser convertida la luminosidad de cualquier punto de la imagen. A este proceso de conversion

se denomina transformacion digital (FERRER-ROCA, 1990).
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En el caso de la imagen en color real, el proceso se realiza de forma equivalenie
aunque a partir de las tres imagenes monocromas en que se descompone la imagen multibanda
inicial (rojo,verde y azul), lo que equivale a realizar el proceso anteriormente descrito sobre tres

iméagenes, que una vez procesadas Se superponen para recomponer la inicial.

I-10.3. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LAS IMAGENES.

La primerz intervencién que puede realizarse sobre una imagen a través de un
sistema de anélisis automadtico, es la aplicacién de determinados operadores que contribuyen a
mejorar 0 modificar algunos aspectos de la imagen inicial. Atendiendo al niimero de elementos de
la imagen inicial que intervienen en el calculo de cada elemento de la imagen final, pueden
distinguirse (GONZALEZ & WINTZ, 1987):
- Operadores puntuales.
- Operadores locales.

- Operadores globales.

1-10.3.1. TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN MEDIANTE OPERADORES
PUNTUALES.

Los operadores puntuales pueden modificar pixel a pixel tanto la luminosidad

(amplitud) como sus coordenadas geométricas.

Las modificaciones en la amplitud de la imagen se realizan para cumplir dos objetivos
fundamentales: 1) Provocar su realce y mejorar su representacién visual, por lo general aumentando

el coniraste. 2) Corregir alteraciones, fundamentalmente eliminando las zonas con iluminacion

deficiente.
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El primer paso para realzar una imagen es realizar el histograma de grises de la
imagen inicial. En esta representacién grafica el ordenador muesira €] niimero de pixeles de la
imagen asociados a cada uno de los 256 niveles posibles de gris, lo cual es una informacién
sumamente 1til sobre la composicion digital de la imagen. Cominmente, en el histograma aparecen
picos bien definidos de los tonos de gris que predominan en la imagen, de forma que es posible

seleccionar aquellos que corresponden a las estructuras de objeto de analisis.

El] subsiguiente aumento del coniraste se obtiene al expandir el histograma de la

banda seleccionada hasta ocupar de nuevo todo el espectro posible en la imagen final a través de

un proceso denominado ecualizacion.

La eliminacion de las sombras y artefactos producidos por una iluminacion
deficiente del objeto es oira operacion relativamente sencilla que estd al alcance de los sistemas
automaticos de analisis de imagen. Se realiza por un procedimiento analogo al anterior, de forma
que primero se realiza una captura de la luminosidad del fondo y, el histograma obtenido, se resta

pixel a pixel a la imagen de trabajo a través de un operador puntual {(FERRER-ROCA, 1990).

1-10.3.2. TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN MEDIANTE OPERADORES
LOCALES.

Este tipo de operaciones sobre las imédgenes se realizan con dos objetivos
fundamentales: 1) Producir un fiitrado de las mismas eliminando determinadas frecuencias
contaminantes y 2) Provocar un realce especifico de los bordes de la imagen con objeto de obtener

un resultado final que sea subjetivamente mas agradabie.

Ambos tipos de operaciones se realizan mediante la aplicacion a la imagen inicial de

filtros digitales que la suavizan eliminando ruido y corrigiendo errores de transmisién (GONZALEZ
& WINTZ, 1987), (PRATT, 1978).
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1-10.3.3. TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN MENDIANTE OPERADORES
GLOBALES

Se realizan basicamente a través de la aplicacion de transformaciones bidimensionales
por las que se establece una relacién biunivoca entre dos espacios distintos (p.e., la pro—-
yeccidn de una imagen tridimensional en un eje de coordenadas trigonométricas o, viceversa, la
reconstrucecion tridimensional de un objeto a partir del muestreo de una imagen plana (FREEMAN,
1961). Ademéas con estos operadores conseguimos:
1) Extraccion de informacion de la imagen mediante anilisis matemaético.
2) Reduccién de la redundancia o solapamiento de bandas superpuestas en imagenes multibanda.

3) Eliminacion de degradaciones de la imagen (desenfoque, defectos de curvatura..).

1-10.4. SEGMENTACION Y CLASIFICACION DE LA IMAGEN.

El concepto de segmentacion de una imagen hace referencia a la seleccidon del
componente de la misma que va a ser objeto de andlisis. En la practica, este procedimiento consiste
en aplicar a 1a imagen un umbral de discriminacion por el cual todos los pixeles situados dentro de
dicho umbral son considerados como parte del objeto y el resto son tratados como ruido. Fn el
fondo, todo se reduce a colocar los pixeles seleccionados en blanco y los rechazados en negro, por

lo cual €l resultado final es una imagen binaria en dos tonos (ABMAYR et al., 1987).

Aunque los fundamentos de segmentacion son equivalentes para las imagenes en
blanco y negro y color, la realizaciébn practica del proceso es absolutamente distinta. En principio,
la segmentacion es mucho mas facil sobre una imagen gtis que coloreada. Ello es debido a que, en
¢l primer caso, la seleccién se realiza sobre 256 tonos de gris, lo cual si bien es mas inexacto ( dos
colores distintos pueden tener tonalidad de gris no discriminativa) es mas sencillo y rapide. Por ¢l

contrario la segmentacion en color real con 16 millones de posibilidades distintas de cromaticidad,

hace mas tedioso el procesc.
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I-10.5. PROCESAMIENTO DE 1A IMAGEN BINARIA.

Sobre una imagen segmentada pueden aplicarse, aparte de todos los operadores de
imagen antes mencionados, métodos de morfologia matematica cuales son (HARRIS et al., 1982)

(HARMS et al., 1986):
1) Técnicas de erosion-dilatacion.

2) Esqueletizacion.

En la erosion de un objeto, se realiza la eliminacion de la capa de pixeles situada
superficialmente sobre el mismo, de forma equivalente a lo que supondria pelar un cebolia .
Mediante esta manipulacion, iniciaimente se hace desaparecer las irregularidades mas sutiles de la

superficie de los objetos, por lo que la erosion se considera 0til para individualizar objetos que se

encuentran en contacto.

La dilatacidén es la funcion inversa a la erosion, de forma que mediante ella, se afiade
al objeto una capa superficial de pixeles agrandando su tamafio, con ello unimos objetos

independientes o rellenamos pequerfias oquedades de la imagen primaria.

La esqueletizacion de una imagen binaria consiste en reducir toda la informacién
contenida en ella a unos ejes principales de referencia a través del adelgazamiento progresivo de la
estructura a esqueletizar hasta alcanzar la configuracién de una linea de un solo pixel de espesor.
De esta forma un esqueleto simpie y sin ramificaciones informa de una imagen de morfologia

sencilla, ¥ lo contrario si tenemos un esqueleto ramificado y arborescente.
I-10.6. INTERPRETACICN DE LOS RESULTADOS ANALITICOS

En lo que respecta a la presentacién y analisis de los resultados obtenidos mediante

el estudio de imagenes digitalizadas, cualquiera de los modemos sistemas puede utilizarse para:
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Practicar estudios de morfometria clasica sobre las imagenes segmentadas y obtener
informacion sobre la longitud, perimetro, area, nimero de particulas existentes, orientacion

y centro de masa de los objetos problema (granulometria) (GIARETTI et al., 1983).

Establecer criterios sobre la forma y grado de complejidad de la superficie de los objetos,
incluyendo operaciones de morfologia matemética que proporcionan informacién sobre sus
relaciones, periodicidad, distribucion espacial, etc. Dentro de este campo, es posible realizar
reconstrucciones volumétricas tridimensjonales a partir de cortes seriados de las estructuras

a valorar (estereologia) (FERRER-ROCA, 1986).

Realizar estudios sobre la densidad dptica integrada de estructuras histologicas, como es
el caso de los nicleos celulares (densitometria), en cuya base se encuentra el futuro
desarrolio de sistemas para el diagndstico citologico automatico de las neoplasias malignas

(MCCREADY & PAPADIMITRIOV, 1983), (FERRER-ROCA et al,, 1988).

Asimismo, mediante densitometria puede realizarse cuantificacién de receptores celulares
medidos por técnicas de coloracidn inmunchistoquimica (PRESSMAN, 1976), (SKLAREW
& PERTSCHUK, 1987), (FERRER-ROCA et 2al, 1988) (por ejemplo, receptores
estrogénicos en cancer de mama, antigeno Ki-67 de proliferacion celular en neoplasias
malignas, receptores de superficie linfocitaria, ete.) siempre y cuando el método utilizado
sea estequiométrico respecto al receptor (6 lo que es igual que por cada molécula existente
de receptor tan sclo se produzca ia fijacién inmunoquimica de una molécula de cromogeno),

como es ¢l caso de la inmunoperoxidasa indirecta con puente tnico (STERNBENGER. &

STERNBERGER, 1986).
Valorar mediante colorimetria directa la tincidn estructural y citolégica de los tejidos, uno
de cuyos ejemplos mas clasicos podria ser la cuantificacion de cianofilia é eosinofilia por

parte de las células superficiales en los frotis vaginales ¢ la valoracion de tinciones
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hematolégicas en médula 6sea (KUNZE ET AL, 1980), (FERRER-ROCA et al., 1988A) (G2
DEL MORAL Y O'VALLE, 1992).

I-11. ESTUDIO INMUNOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO DE
SUBPOBLACIONES LEUCOCITARIAS,

En 1975, se describe la técnica de produccién de anticuerpos monoclonales.
Bisicamente, la idea surgio sobre los estudios de diversificacion cional que propiciaron, entre otros,
Milstein y Kohler (MILSTEIN & KOHLER, 1975). Se fundamenta en fusionar dos céhilas que
aportan cada una de ellas una caracteristica precisa: Una célula tumoral de estirpe linfoide
{mieloma), que aporta la capacidad de crecer indefinidamente y, por otro lado una célula produciora
de anticuerpos, extraida de un animal inmunizado con un determinado antigeno, que aporta la
especificidad autogénica concreta. De la fusion se obtiene un Hibridoma, que tras su seleccion
clonal, es capaz de producir indefinidamente anticuerpos con idénticas caracteristicas moleculares
y aita especificidad. De este modo, gracias a la manipulacion de los hibridomas, se logra obtener
una fuente de produccion de anticuerpos de aplicacién en investigacion y diagnéstico en el area de

Biologia molecular, Inmunoiogia y Anatomia Patolégica.

En Anatomia patologica y en general en el ambito de las ciencias bioldgicas, el
advenimiento de los anticuerpos monoclonales, desde el afio 1979 que se describiera el primer
antipeno de diferenciacion celular, ha supuesto un gran avance en €l conocimiento del
comportamiento de multiples moléculas que han facilitado el fenotipaje de las poblaciones
leucocitarias y el reconocimiento de la intimidad molecular de las células mediante la utilizacién de

diversos métodos entre las que destacas las técnicas inmunoenzimaticas.

En 1982, se celebra en Paris el primer "Workshop” internacional sobre marcadores
de diferenciacion en leucocitos humanos (CD), donde se aportaron 150 Ac. monocionales.

Posteriormente, en el afio 1989 se lleva a cabo el IV "Workshop” donde se analizaron 1000 Ac.
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monoclonales. En la actualidad, el estudio de estos marcadores ha permitido identificar su
localizacion, configuracién estructura y distribucion e identificar, en alguna medida, su funcion.
A tenor de lo expuesto y con respecto a las subpoblaciones linfoides que intervienen en los
mecanismos de respuesta inmunitarios, que estan involucrados o pueden ser modulados por el
tratamiento continuado con inmunosupresores, vamos a resefiar los determinantes antigénicos que

1as identifican, deteniéndonos en los de mayor interés:

I-11.1. Grupos de diferenciacion de Jeucocitos humanos (CD) (Cluster of

Differentation).

Con la finalidad de unificar la terminologia de los marcadores de diferenciacion
leucocitaria se crearon los CD, que definen a distintos grupos de antigenos, en general incluyen tres
0 mas anticuerpos monoclonales cada uno, dirigidos contra la misma molécula, si bien hacia

diferente determinante antigenico o epitopo de la misma.
I-11.1.1. Grupo de diferenciacion de células T:

CD3: Reconoce al complejo T3, de enorme importancia desde el punto de vista funcional,
correspondiente a un heterodimero compuesto por dos glicoproteinas de 20 y 25 KD unidas por
una proteina de 20 KD. Se expresa en todos los linfocitos T (HOOKE et al., 1987) desde el estadio

de timocito tanto en las células T normales como neoplasicas.

CD4: Reconoce la molécula T4 de 55 KD, presente en la subpoblacién T con funcioén de
induccién-cooperacién de la respuesta inmune, algunos macrofagos y células de Langherans. Esta

h’gadd a los fenémenos de interaccion de la respuesta inmune por antigenos del MHC de clase IT

(ACEVEDQO, 1988), (SANCHEZ MADRID y cols., 1989).

CDg: Reconoce la molecula T de 34 KD presente en una subpoblacion de linfocitos T con



Iatroduccion
funciones citotoxicas que esta implicada en la interaccion con antigenos del MHC de clase I y
localizados en la corteza y médula timica asi como circulantes. ademas se expresa en una

subpoblacién de células NK (ACEVEDO, 1988).
I-11.1.2. Grupo de diferenciacion de células B:

CD22: Reconoce un antigeno protéico de 135 KD restringido a os linfocitos B (en nuestro caso
el AcMo. utilizado es el L-26 que reconoce a una fraccion de 35 KD de la molécula antigénica
completa). También se denominado Pan-B porque es expresado a nivel de membrana citoplasmética
en células pre B y en células B maduras, desapareciendo, en parte, tras la activacion y ausente en

las células plasmaticas. sin embargo esta presente en el citoplasma de todas las células B inmaduras

tanto normales como en sus contrapartidas tumorales.
CD10: Se une especificamente al antigeno CALLA de 100 KD, presente en células B inmaduras,
tanto pc’ y pe y del centrofolicular, algunas células plasmaticas medulares, granulocitos y en la

conirapartida tumoral células de mieloma y leucemias y linfomas de origen B.
1-11.1.3. Grupo de diferenciacion de linaje no especifico:

CD435: Reconoce al antigente comin leucocitario {equivalenie a la molécula murina T200). Estos
anticuerpos reaccionan con todas las celulas linfoides y mieloides ¥ no se conoce reactividad con

estructuras no hematopoyéticas.
I-11.1.4. Grupo de diferenciacién de linaje especifico:
CD16: Anticuerpo dirigido contra e] receptor de baja afinidad del fragmento FeT, una molécula

de 50-70 KD, presente en neutrofilos, algunos macrofagos; pero fundamentalmente en células Kilier

y Natural Xiller (NK) de las cuales son un excelente marcador. (ACEVEDO, 1988) , (SANCHEZ
MADRID ¥y cols., 1989},
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CD57: Es una Inmunoglobulina G monoclonal dirigida frente a un polipéptido 12 KD dentro de
una estructura protéica de varias cadenas. Especialmente detecta monocitos y macrofagos
incluyendo histiocitos tisulares especializados.
CD68: Es un anticuerpo que reconoce una gp de 110 KD, que de acuerdo con el patrén de
tincion se encuentra en los granulos citoplasmaticos y esta presente en la mayoria de los monocitos-

macrdfagos, mastocitos, células epitelioides y multinucleadas (STOCKINGER, 1989)

I-11.1.5. Grupo de antigenos de activacion:

CD25: Reconoce al receptor de Interleukina-2 (RIL-2), proteina 55-60 Kd, fuertemente
expresado en las células T activadas, algunos linfocitos B y monocitos. Es una molécula que presta

gran informacion sobre el estado de la respuesta inmunitaria.

CD35: Inmunolocaliza el receptor de membrana para la fraccion C3b del complemento que es una
molécula de 220 KD, ciertamente pleomorfica entre distintos tipos celulares. Este aniigeno es
demostrable en las células de la serie roja, linfocitos B, monocitos y otras de origen no linfoide
(ACEVEDO, 1988), (SANCHEZ MADRID y cols., 1989).

CD71: En los ultimos afios los marcadores histoquimicos de progresion celular normales y
tumorales han sido ampliamente estudiados con fines diagnosticos y prondsticos. Quizas el mas
difundido es el anticuerpo Ki-67, obtenido por Gerdes y colaboradores (GERDES et al., 1983),
(GERDES et al., 1984), que reconoce un antigeno nuclear expresado exclusivamente por las

celulas proliferantes (G1, S, G2, M) y ausente en las células quiescentes (Go)

La inmunotincion con Ki-67 recientes publicaciones demuestran una esirecha relacion entre
ia inmunotincién frente al Ki-67 y otras pruebas que valoran la proliferacién celular, como es la

incorporacion de timidina tritiada o BrdUrd (KAMEL et al., 1989).

El antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal Ki-67 alin no ha sido por
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completo caracterizado. Se sabe que corresponde a una proteina no histona ensamblada por
cadenas poli-peptidicas, de un peso molecular aparente de 345 y 395 Kd, codificado por una
secuencia génica hasta el momento desconocida (GERDES et al., 1991). Tampoco se conoce su
contribucion exacta en la actividad proliferativa. No obstante, se ha observado que la expresion
maxima se consigue en la fase G2M de las células en crecimiento exponencial (SASAKI et al.,
1987) y queda ampliamente dilucidado, sobre lineas celulares experimentales, que las variaciones
de expresion del antigeno son causa y consecuencia de modificaciones en la proliferacion celular
yno un mero fenémeno asociado (SASAKI et al., 1989). A tenor de los datos que se disponen,
ha sido posible distinguir el Ag Ki-67 de otras estructuras asociadas a proliferacién como el caso

de la ciclina, p53, c-myc y otros oncogenes {(GERDES et al., 1991).

La regulacion de Ag y DNA son independientes y parece necesaria la expresion de

un nivel umbral para mantener la progresion del ciclo celular,

I-12. ESTUDIO CON AcMo DE BIOPSIAS GINGIVALES DE ENFERMOS TRATADOS CON
CBA.
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS.

La manifestacion oral més importante de la ingesta de ciclosporina A es la
apariciéon en un importante niimero de pacientes de hiperplasia gingival . Para los enfermos que
toman esta medicacidon se hace necesario el evitar la aparicion de esta patologia por motivos
funcionales, estéticos, psicoldgicos e higiénicos.

En la actualidad se desconoce el mecanismo de la patogénesis, si bien se saben
Ios factores que intervienen, aunqgue no ha quedado suficienternente aclarado la imporiancia que
tiene cada uno en la génesis de este efecto adverso.

En el presente trabajo, pretendemos estudiar la hiperplasia gingival secundaria al
uso cronico de CsA en sujetos trasplantados renales con la finalidad de:

1-.Cuantificacién del grado de salud oral de los pacientes, asi como la implicacién o no de los
factores de irritacion local (placa bacteriana y célculo) en el desarrollo de la hiperplésia,

2-. Optimizar v adaptar el Anélisis digital de imdgenes como método de mayor precision en
ia evaluacion de la hiperplasia.

3-. Establecer un indice que valore el grado de hiperplasia gingival de forma objetiva.

4-, Dilucidar que papel juega la CsA, determinada en diferentes compartimentos (sérica, e
intralesional} y la dosis acumulativa en la aparicién del sobrecrecimiento gingival.

5-. Tipificar y cuantificar el componente inflamatorio, presente en la submucosa gingival,

mediante un panel de anticuerpos monoclonales de las distintas poblaciones v subpoblaciones
celutares,

6—-. Analizar que parametros clinicos, histolégicos, ultraestructurales e inmunochistoquimicos
estan mas en relacion con las lesiones producidas por CsA, de tal forma que su mejor
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conocimiento pudiera prevenirlas.

7-. Establecer una ley experimental que nos permita predecir el grado de HG, a partir de los
parametros bioquimicos, clinicos de salud oral, histologicos e inmunohistoquimicos estudiados
en la presente memoria.
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II. PACIENTES MATERIAL Y METODOS

II-1. PACIENTES.

Pacientes, Material y Métodos

Se han estudiado 30 enfermos trasplantados de rifién, y sometidos a ingesta

prolongada de CsA como parte de su tratamiento meédico, en la Seccion de Periodoncia de la

Facultad de Odontologia. Todos los pacientes fueron remitidos por el Servicio de Nefrologia de

la ciudad Sanitaria Virgen de las Nieves de Granada y el mismo Servicio del Hospital Carlos Haya

de Malaga.

Nomb. Sexoc Edad Fech. Trasp. Dosis CsA Ac. H.G.CL. Segui.
s.L.Q H 47 12.09.89 105600 No Gr
c.pr.C M 24 09.10.89 47600 Si Gr
J.T.O H 62 07.08.87 183820 No Gr
M.D.M H 35 22.09.87 297600 Si Gr
M.D.F H 20 01.12.89 112100 No Gr
J.C.F H 32 27.02.87 ND Si Ma
T.J.L M 40 05.11.89 191700 Si Gr
P.G.R M 61 16.04.86 ND g8i Ma
J.M.G H 22 10.04.85 ND Si Ma
C.F.T M 45 17.06.86 ND si Ma
E.F.Q H 54 08.05.87 180500 No Gr
M.M.G M 34 05.08.89 146200 No Gr
M.R.R M 25 06.10.87 197300 Si Ma
E.R.R M 31 15.11.86 ND 8i Ma
M.R.L M 33 29.05.90 130200 No Gr
F.0.A H 29 10.05.86 469050 8i Gr
J.C.H H 32 05.08.89 131500 No Gr
s.C.D H 24 30.09.89 222600 S8i Gr
R.C.R M 24 21.02.89 132600 No Gr
R.A.L H 52 18.11.80 183580 8i Gr
G.M.M H 37 06.06.86 ND Si Ma
V.G.F M 28 07.12.86 ND Si Ma
M.F.M H 37 21.04.85 ND Si Ma
F.P.M H 51 25.04.88 331800 si Gr
L.L-0Q. H 39 13.03.87 ND Si Ma
E.V.G M 38 19.04.85 ND 51 Ma
T.C.M H 53 15.08.85 ND Si Ma
J.R.F M 48 22.08.86 ND Si Ma
V.B.O M 59 10.11.86 ND No Ma
R.B.C M 15 No ND No Gr

Pacientes gingivectomizados.
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Asimismo se ha estudiado un grupo control constituido por diez sujetos sanos con

edades comprendidas entre 21-54 afios, sin patologia oral, elegidos al azar.
II-2. MATERIAL Y METODOS.

II-2.1. PROTOCOLO CLINICO
A todos los pacientes se les realizé un estudio protocolizado, consistente en:
- Datos de filiacién personal incluyendo: NOMBRE, EDAD, SEXO.
Fecha de la realizacion del trasplante.
Centro donde se realizo.
Lugar de seguimiento.
- Dosis de CsA diaria (postrasplante y de mantenimiento).
- Dosis de CsA acurmiativa (dosis total ingerida, expresada en miligramos)
- Dosis y medicacion adyuvante (otros inmunosupresores, Calcioantagonistas, anticonvulsivantes).
- Datos de las biopsias renales en aquellos pacientes en que se realizd.

- Biogquimica de funcionamientc hepatico (GOT, GPT, BILIRRUBINA DIRECTA E
INDIRECTA).

- Bioquimica de funciomamiento remal (CREATININA SERICA, ACLARAMIENTO DE
CREATININA Y FENA).
H-2.2. PROTOCOLO ODONTOLOGICO.

Datos de SALUD ORAL, basados en indices epidemioldgicos de higiene bucal (INDICE
DE PLACA, INDICE GINGIVAL).

1I-2.2.1. INDICE DE PLACA

- Material Empleado.
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1. Reveladores de placa bitonales en comprimidos (ORAL B).
2. Espejo de exploracion odontoldgica, n?5 (S.E. PLUS).

3. Vaso de 100 c.c. para agua.

- Descripcion de 1a técnica.

Hemos seguido ¢l Indice Periodontal de SILNESS Y LOE (1964), que es un indice de
placa que valora conjuntamente la higiene 'y grosor de placa mediante la demostracion de restos de

material organico depositados sobre las superficies libres dentarias.

- Modo de operar.

1. Suministrar al paciente un comprimido del revelador que disuelve en la boca por
completo, efectuando enjuagues con la saliva producida y procurando que esta pase por los dientes,
durante 1 minuto.

2. A continuacion, tras enjuagarse con agua una o ¢os veces, inspeccionar directamente la boca
del paciente.

3. Comenzar la exploracion en el sector 1 de la boca (nomenclatura internacional), empezando
en el sector de molares y terminando en el de incisivos, para continuar con los sectores 2.,3,4
sucesivamente.

4, Dividir cada pieza dentaria en cuatro sectores (mesial, distal, vestibular, lingual) que se tifien
y valoran independientemente, para calcular el indice en cada diente, se suman el nimero de caras ¢

sectores con placa y se divide por el numero total de sectores de cada diente.

- Interpretacion de los resultados.

Las caras dentarias con acimulo de placa apareceran tefiidas de color ROJO si la placa

tiene menos de 48h., de AZUL si tiene mas de 48h.
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Obtencion del Indice de placa: La suma de todos los indices de cada diente dividido por &}

numero de dientes explorados y muitiplicado por 100, nos permitira obtener el indice de placa de ese

paciente expresado en tanto por ciento, segiin la relacion siguiente:

Suma de indices de cada diente
Indice de placa~

Nimero de dientes

x 100

Se toman como valores normales un indice de placa < 20%.

1I-2.2.2. INDICE GINGIVAL.

— Material empleado.

1. Sonda periodontal de la O.M.S,

2. Espejo de exploracion n25. (S.E. PLUS).

- Descripcion de Ia técnica.

Hemos seguido el indice de sangrado del surco propuesto por MUHLEMANN Y SON

(1971), basado en el hecho de que el sangrado del surco gingival es el principal signo clinico de

gingivitis y precede al enrojecimiento y tumefaccion de las unidades gingivales.

- Modo de operar.

1. Retraer la mejilla de un cuadrante de la arcada dentaria.

2. Colocar la punta de la sonda periodontal en la entrada del surco gingival, un milimetro

O mMenos.
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3. Comenzar en la cara distal del dltimo molar.
4. Llevar la sonda en un movimiento continuo hacia la cara interproximal del diente,
empezando en la cara distal del 8 y terminando en la mesial del 1, primero superior y después inferior.
5. Observar el mimeroc de surcos que sangran en el cuadrante sondado, transcurridos 30

segundos.

— Interpretacién de resultados:

El indjce de sangrado se obtiene de la relacion:

Nitmero de piezas que sangran
I8= x 100
Nimero de piezas sondadas

Se toman como valores normales un indice de sangrado de 0.

11-2.2.3. SESION DE PROFILAXIS.

- Material empleado.
1. Aparato de Ultrasonidos mod. Cavitron 3000 (DENTISFLY).
2. Contraanguio azul (mod. 68G., KAVQ).

W

. Baberos Kleenex (KIMBERLY-CLARK), 39 x 50 cm.

N

. Espejo de exploracién, ne5 (S.E. PLUS).

L

. Copas de goma para contraangulo n-835 (HAWE-NEOS-DENTAL).

p=2

. Eyectores de saliva.

7. Guantes de latex.

o0

. Mascarillas (3M).

- Descripeion de la iécnica.

1. Pasar €l aparato de ultrasonidos por todas las caras dentarias, siguiendo un orden desde
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molares hasta incisivos.
2.Introducir la punta dei aparato en el fondo del surco con objeto de remover ¢l célculo

subgingival.

3. Pasar la copa de profilaxis montada en contraangulo por las mismas superficies para

pulirlas .

11-2.2.4. GINGIVECTOMIA.

En aquellos pacientes que por necesidades estéticas y funcionales asi o requirieron, les

realizamos una gingivectomia por sectores seghin la técnica descrita por GOLDMAN en 1951.

Seguimos los siguientes pasos:

— Material empleado.
1. Bisturi tipo Kirkland n215 o n216.
2. Bisturi tipo Orban n? 1 6 2.
3. Dos carpules de anestésico local (Scandinibsa 2% forte).
4, Jeringa Uniyet (HOECHST).
5. Agujas cortas 0.30 x 25mm (DENTAL NEEDLE).
6. Sonda periodontal Michigan O.
7. Cemento quirirgico COE-PACK.
8. Juego de curetas GRACEY (1-14).
9. Guantes de latex.

10. Mascarilias (3M).

- Descripcion de la técnica.
1. Anestesiar la zona a cortar, técnica infiltrativa.

2. Incisién primaria, siguiendo una linea de puntos sangrantes que antes hemos determinado

con la propia sonda periodontal, con un bisturi tipo Kirkland n®15 o n®16, ¢l corte es a bisel externo
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y con una inclinacion de 45 grados.
3. incisién secundaria con bisturi tipo Orban n21 6 2, al mismo nivel que aquella, llegar hasta
el diente y a nivel de la papila atravesaria hasta lingual desde vestibular.

4. Eliminar el tejido resecado y practicar una gingivoplastia bien con bisturi o con tijeras.

5. Raspar y alisar la zona tratada.
6. Colocar un cemento quirigico {COE-PACK) durante una semana, tras la cual se retira.

7. La curacidn de la gingivectomia es por segunda intencién, no precisando sutura.

- Interpretacion de los resultados.
Con esta técnica quirargica se excinde la pared blanda de la bolsa periodontal verdadera

o falsa (hiperplasia gingival).

11-2.3.PROTOCOLO HISTOLOGICO.

A los pacientes se les practico:

A- Biopsia de papila gingival.

A~ Biopsia de papila gingival:

- Material empleado.

1. Carpul de anestesia local, Scandinibsa 2% forte, (cloridrato de Mepivacaina con Epinefrina

al 1:100.000).
2. Jeringa Univect, (HOECHST).
3. Aguija corta 0.30 x 25mm (DENTAL NEEDLE).
4. Hoja de bisturi del nimero 15 con su mango.
5. Pinzas rectas en punta 773A (K. MARTIN).
6. Gasas estériles 20 x 20.

7. Guantes de latex.
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8. Mascarilias (3M)

- Descripcion de la técnica.

1. Anestesiar la papila seleccionada.
2. Cortar con el bisturi la papila por su base, ayudiandonos con las pinzas para despegarla.
3. Dividir las muestras obtenidas en dos fragmentos, uno envuelio en una gasa humedecida

con suero fisioldgico, el otro introducido en una solucion fijadora B-5.

4. La muestra en fresco fueron posteriormente remitidos al Departamento de Anatomia

Patolégica de la Facuitad de Medicina para su correcta congelacion y procesamientc histolégico.

II-2.3.1. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO.

El material biopsico se ha estudiado mediante microscopia optica, microscopia

electronica de transmision y técnicas Inmunohistoquimicas para la determinacion de las diferentes

subpoblaciones leucocitarias y marcadores de activacion celular, presente a nivel de la submucosa

gingival.

Los Anticiterpos Monoclonales asi como su especificidad se recogen en la Tabla I1.

Ei estudio Inmunohistoquimico se practicd sobre secciones en congelacién para

preservar los determinantes antigénicos presentes en la membrana celular,

11-2.3.1,1. TECNICAS CONVENCIONALES DE MICROSCOPIA OPTICA.

El material biopsiado nos es remitido en fresco envuelto en una gasa humedecida en

suero fisiologico, siendo procesado del siguienie modo:
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1. Observar con una lupa esteroscopica NIKON a 40x para orientar ia pieza.

2. Fijar la muesira en B-5 durante 2-4 horas.

Solucion stock B-5: cloruro mercirieo {Merck 4419) 12 g, acetato sodico (Merck 6267)

2.5 g, agua destilada 200 ml,

Solucién de trabajo: solucion stock B-5 20 ml, formol at 35-37% (formalina Merck)

2 ml
3. Inclusidn en parafina.
4. Cortes de 2-3 micras con un microtomo LEITZ 1512,
5. Montar en porta objetos albwminados.
6. Secar durante 16 horas a 37¢C.,
7. Almacenar a temperatura ambiente hasta su wtilizacion. Se han llevado a cabo las técnicas

de coloracion rutinaria de Hematoxilina-Eosina, PAS y Tricromico de Masson.

11-2.3.1,2. TECNICA DE CONGELACION Y OBTENCION DE SECCIONES
CRIOSTATICAS.

1. Colocar el material seleccionado en una pletina con OCT (10.24% alcohol de

polivinilo, 4.26% polietilenglicol, 85,50% excipientes) a temperatura ambiente.

[\

. Congelar por inmersion en Isopentano {(Merck 6056) a -502 C,

W

. Cortar mediante criostato SLEE MAINZ a ~202C secciones de 4 micras.

I

. Montar los cortes en portaobjetos albuminados.

L

. Secar ios portacbjetos con ventilador durante 2 horas.

(o))

. Fijacion en acetona durante 5 minutos.

~]

. Almacenar a -202C hasta la realizacién de la tecnica.

11-2.3.1,3. TECNICAS IMMUNOHISTOQUIMICAS.
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Se han estudiado la expresion de antigenos diferenciacién linfocitaria sobre biopsias de
mucosa gingival procedenies de enfermos trasplantados sometidos a ingesta crénica de CsA,
empleando el complejo Avidina-Biotina en las secciones en congelacién, aunque en algunos casos se

prefirié emplear la técnica de Inmunofosfatasa Alcalina sobre cortes en congelacién.

- COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA (IPX-ABC).

- Reactivos empleados.

1, Tris Buffer salino (TBS) 005 M. a pH 7.4: Se disuelve 60.57 g de fris
2-amino-2-hidroximetiipropano-1,3-diol en 500 mi de agua destilada, ajustando el pH a 7.6 con
aproximadamente 385 ml de CIH 1 N y agua destilada hasta llegar a un litro de solucién stock. La
solucion stock se diluye 1/10 con una solucién que contiene 9 g. de ClNa por lifro de agua destilada.

2. Inmunoglobulina bloqueante: Suero de conejo normal no inmune, a una dilucidén 1/10 (Dako
X.902).

3. Antisuero primario: Se empled inmunoglobulina de raton adquirida comercialmente frenie a
los distintos antigenos con sus correspondientes diluciones {Tabla I}.

4, Antisuero secundario de conejo antiratén biotinizado E.354.

5. Complejo DACOPATTS AB-HRP, numero de referencia K.355

6. Solucién de revelado: 3.3 Diaminobencidina tetrahidroclorhidrica (DAB) 5 mg, TBS 10mL
7. Hematoxilina de Mayer.

8. Medio de montaje: Eukitt.

- Descripcion de la técnica.
1. Sobre secciones incluidas en parafina, desparafinar en 2 bafios de xileno de 10 minutos cada

uno, seguido de un bafio de xileno para limpieza y 2 bafios de Alcohol absoluto para retirar el exceso

de xileno.

2. Inhibir la actividad de la peroxidasa endogena por agua destilada al 1% en metanol durante
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30 minutos.

3. Deszenkerizar (lugol 15 minutos, posterior lavado con agua destilada, tiosulfato de sodio al
2% y lavado con agua destilada).

4. Hidratar progresivamente con 2 bafios de alcohol absoluto, 1 bafio con alcohol de 95%, 1 de
80%, I de 70%, 1 de 50% y dos bafios con agua destilada.

5. Lavar con TBS durante 5 minutos y secar los portaobjetos alrededor de los circulos

concéntricos anieriormente marcados con lapiz de diamante, para impedir la difusién de los

anticuerpos.

6. Incubar con suero de conejo normal dilucién 1/10 en atmoésfera himeda en el interior de una
camara de incubaciéon durante 20. minutos.

7. Retirar el exceso de suero, sin lavar, y secar cuidadosamente el porta alrededor del circulo,

8. Incubar con ¢l antisuero primario (Inmunoglobulina de raton adquirida frente a los diferentes

Antigenos), durante 16 horas a 42 centigrados.

9. Incubar con Anticuerpo secundario de conejo antiraton biotinizado, 2 una dilucién de 1/100,
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

10. Lavar con TBS (3 lavados en fres minutos). Secar los portaobjetos alrededor del circujo.

11. Complejo DAKOPATTS AB-COMPLEX HRP.

12. Revelar: Aplicacién de la solucion DAB durante un tiempo hasta observar bajo control
microscopico la coloracién deseada o inicio de tincion de fondo (aproximadamente 10 minutos).

13. Lavar con TBS durante 10 minutos.

14. Contrastar las preparaciones con Hematoxilina de Mayer y se montar en Eukitt segin el

metodo habitual.

En los casos que se realizo la tecnica con secciones de material fresco congelado se sustituyen

los 4 primeros puntos por los siguientes:

1. Las secciones criostaticas de 4 micras de espesor son secadas con ventilador durante una o
dos horas y posteriormente son fijadas en acetona a 42 centigrados durante 5 minutos.

2. Nuevo secado con ventilador durante media hora y refijadas 30 minutos en cloroformo.
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- Interpretacion de los resultados.

Los lugares en los que se produce inmunotincion se visualiza como un depésito de color pardo.
- INMUNOFOSFATASA ALCALINA (APAAP).

- Reactivos empleados.
1. Solucion Buffer: Tris Buffer salino (TBS) 0.05 M a pH 7.4,
2. Antisuero primaric: inmunoglobulinas de ratén, adquiridas comercialmente frente a los distintos
antigenos, con sus correspondientes diluciones.
3. Kit universal K. 670 (Dako):
- Antisuero secundario: inmnunoglobulina de conejo antiratén.
- Complejo inmune fosfatasa alcalina: antifosfatasa alcalina (Dako).
- Sustrato cromogénico: Se obtiene disolviendc en un vaso de precipitade de cristal, 2 mg de
Nafto] ASMX fosfato "Free acid” (Sigma N4875) en 0.2 mi de N-Dimetilformamide (Merck 2937),
afiadiendole 9.8 ml de tampon tris buffer 0.1 M, pH 8.2.
Se disuelve 2.4 mg de levamisole (Sigma L9756) ¥y 10 mg de Fast Red TR salt (Sigma F1500)

en el buffer Naftol-Tris inmnediatamente antes de usarlo. La solucién se filtra directamente sobre los

portas.
4, Hematoxilina de Mayer.

5. Medio de montaje: AQUATEX 8562.

- Descripcion de la técnica.

1. Secciones criostaticas de 4 micras de espesor son secadas con ventilador durante 1 ¢ 2 horas
¥ posterionmente son fijadas en acetona a 42 centigrados durante cinco minutos.

2. Nuevo secado con ventilador durante media hora v refijadas 30 minutos en cloroformo.
3. Dos lavados con TBS de tres minutos cada uno v secado de los portas alrededor de los circulos

concentricos marcados con un lapiz de diamante, para impedir ja difusion de los anticuerpos.

4. Incubacion con el Ac primario durante 16 Horas en camara humeda 42 centigrados v con las
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diluciones correspondientes.
5. Tres lavados con TBS de tres minutos cada uno, secando posteriormente los portas alrededor
de los circulos.
6. Incubacion con el Ac secundario: Inmunoglobulina de congjo antiratén, durante 30 minutos
en camara hiimeda y a temperatura ambiente.
7. Tres lavados con TBS de tres munutos cada unoc y secado de los portas alrededor de los
circulos.
8. Complejo FAAFA (Dako) durante 30 minutos en camara himeda y a temperatura ambiente.
9. Tres lavados de tres minutos cada uno y secado de los portas.
10. Sustrato cromogénico: FAST RED TR salt (Dako), hasta observar bajo control microscopico
la contratincién deseada, o inicio de la tincién de fondo.
11. Lavado en agua durante 5 minutos.
12. Contratincion con hematoxilina de Mayer.
13, Lavado en agua (2 minutos) ¥ a continuacion agua destilada.

14. Las preparaciones aun himedas se montan con medio acuoso, AQUATEX (Merck 8562).

- Interpretacién de los resultados.

Las celulas positivas aparecen rodeadas de un anilio de color rojo brillante, La intensidad de

la tincion depende del antigeno que se estudia y del anticuerpo monoclonal empleado. El precipitado

rojo es estable durante periodos prolongados.

- Meétodos de cuantificacion.
Se ha llevado a cabo un analisis cualitativo de los parametros histopatolégicos en las biposias
de las papilas dentales de los pacientes trasplantados v del grupo control, valorando las técnicas de
Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Masson v PAS vy un analisis cuantitativo, en un total de 10

campos de gran aumento (400x), escogidos aleatoriamente de la papila denial, evaluande las células

inmunotenidas para los distintos anticuerpos empieados.
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Los estudios cuantitativos del inmunofenotipo celular se han realizado siempre en ausencia
de cualquier dato clinico. Sélo se valoran las celulas con nucleos claramente identificables, realizandose

su contaje exclusivamente en el corion, excluyendo: la inmunotincion intraepitelial e intravascular.

La cuantificacion de la celularidad inflamatoria del intersticio, se realizd mediante un
dispositivo EYEPIECE OLYMPUS de | em de lado dividido en 100 cuadriculas de 1 mm? de superficie

adaptada al ocular del microscopio Olimpus BH2, tal v como se describe en el esquema adjunto,

observandose con un objetivo de 40 aumentos.

1 cm de lado

1 1

1mm de lado

N
0 0
0 0
0 0
0 0
0 | o
o | o
0 0
0 0
0 0
0 0

Se escogen al azar 10 campos, ¥ se extrapolan los resultados. El area de cada cuadricula es

de lmm®, a través de la cual observamos la superficie de la preparacion aumentada 40 veces. debiendc

aplicar un factor de correccion para conocer la superficie real que estamos observando. Esto se

consigue del siguiente modo:
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- Lado de una cuadricula en el ocular es 1 mm. El area de la cuadricula sera 1 mm?.

- Lado de la cuadricula en la preparacion 1/40=0.025 mm. La superficie de cada cuadricula es

0.025 x 0.025 = 0.00062 mmz, por consiguiente el area total contabilizada en 100 cuadriculas es 0.062

mmz.

Por lo tanto, en cada caso se cuentan 10 cuadriculas elegidas al azar en 10 campos, v se ha

dividido por el factor de correccion 0.062,

Para evitar sesgos, el recuento celular se realiza secuenciaimente y de forma contigua,

excluyendo epitelio y vasos de gran tamafo.

I1-2.3.1,4. TECNICA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.

— Obtencion de las muestras.

Las muestras gingivales remitidas en fresco, envueltas en gasa humedecida con suero

fisiologico, son seccionadas v una porcion de la misma, es procesada para su estudio mediante

microscopia electronica.

- Fijacién.
Son empleados dos tipos de fijadores, glutaraldehido y tetroxido de 6smio amortiguados en

solucion buffer de fosfatos (Segin MILLONIG), a pH 7,4; a coniinuacién son resefiados los

componentes ¥ preparacién de estas soluciones:

La solucién de buffer segin Milionig (MILLONIG, 1961) esta formada por:

sol. a) Fosfato monosodico... ... ... ... 2,26%
sol. b) Hidroxido sédico. ... ... ... ... 2,52%
sol. ¢) Glucosa.. ... vvo v ver orn 2 5,40%

sol. d) Cloruro de calcio. .. ... ... ... 1.00%

Para su preparacion se realizan dos mezclas sucesjvas; en la primera se utilizaron:
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SOL @)err vor cve wre ve wer e e - 41,5 ml
SOL D)ers s i et e e e a2 8,5 m
Una vez ajustado el pH a 7.3 tomamos 45 ml de esta mezcla y le afiadimos:
SOL Clev ver e vve crr cee e e o 5,00 ml
sol. @)ee cs cer et e e e e . 0,25 m

La solucion fijadora de glutaraldehido al 2,5% se prepara con la siguiente mezcla:
sol. buffer de fosfatos... ... ... ... . 90,00 ml

Glutaraldehido 25% ... coo vov v owe + 10,00 mi

La solucion fijadora de tetroxido de 0smio al 1% se prepara también con buffer en las

proporciones siguientes:
sol.buffer de fosfatos... ... ... ... .. 50,00 mi

Tetroxido de Osmio.. ... oo oo oo .. 0,5 2

Se realiza un refijacion en la solucién de tetréxido de Osmic a 42C durante 30 minutos.

— Deshidratacién.

Después de tres lavados rapidos en agua destilada, se procedid a la deshidratacion de las

muestras de la forma siguiente:
- A 4°C
Acetona a 70% con acetaio de
Uranilo al 1% .. ... .. ... ... minimo 2 horas.
Acetona 100% ... ... ... dos pases de 15 minutos.
- A temperatura ambiente

Oxido de Propileno... ... dos pases de 15 minutos.

-~ Inclusion.

Como medio de inclusion se emplea la epoxirresina propuesta por SPURR (Spurr, 1969), que
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esta compuesia por.
- Di6xido de vinilciclohexano ... ... ... ... 10 g
- Anhidrido noneilsuccinico.. ... ... ... ... 26
~ Eter diglicidilico del propilenglicol.. ... 7e

- Dimetilaminoetano.. ... ... v e .. .. 0,4 2

Como paso previo a la inclusién las muestras se depositan en una mezcla a partes
iguales v/v de oxido de propileno y resina epoxi, durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacion, se pasan a otra mezcla de propileno y resina en proporcion 1:2 y por ultimo, las

muesiras se sumergen en un bafio de resina pura donde se dejan infiltrar durante toda una noche.

La inclusion se lieva a cabo en contenedores cilindricos de piastico introducidos en una

estufa a 60°C durante 18 horas para conseguir la polimerizacién de los bloques.

— Cortes Ultrafinos.
Los cortes son efectnados con un ultramicrotome LKB III utilizando cuchillas de vidrio de
43°. De esta manera son obtenidas preparaciones del orden de 500 Amstromg de espesor, que son

recogidas sobre rejillas de cobre electrolitico de 300 mallas sin recubrimiento de soporte.

- Impregnacion y contraste de los cortes.
La impregnacion de los cortes, que comenzo en parte por el tetréxido de Osmio utilizado
como fijador, se completa iifiéndolos con solucion de acetato de Uranjlo—Magnesiol al 7.5%,
manteniendo las preparaciones en contacto directo con ella durante 30 minutos. Posteriormente,

fueron lavadas con apua destilada y secadas cuidadosamente con papel de fittro.

Para aumentar ¢l contraste de ias preparaciones tefiidas se procede a su impregnacion

con una sal de metal pesado. Para ello se emplea la solucién de Reynolds (REYNQLDS, 1963) que

contiene los siguientes componentes:



Pacientes, Material y Métodos

- Nitrato de Plomo. ... ... ... ... ... 1,33 g
- Citrato de Sodic. ... ... .. . .. 1,76 8
- Agua (desionizada)... ... ... ... .. 30 ml

Es preparado mezclando dichos componenties en un matraz mediante agitacion durante
un minuto, para dejaria en reposo cinco minutos y volver a repetir el ciclo durante treinta minutos.

Después son afiadidos 8 ml de hidréxido sodico 1 N y finalmente es completado con agua desionizada

hasta alcanzar los 5¢ ml de sclucién.

Para contrastar ias rejillas, se procedio de igual forma que para la tincion con acetato
de Uranilo-Magnesic, sustituyendo este componenie por unas gotas de la solucion de Reynolds

durante 5 minutos, finalmente son lavadas con agua destilada y secadas con papel de filtro.

— Observacion.

Para el estudio ultraestructural fue utilizado un microscopio electronico de transmision JEOL

JEM-B a 60 Kv.

Para el registro fotografico fueron utilizadas placas KODAK Electréon Image de 6,5%9 cm.

II-2.4. FOTOGRAFIA EN BLANCO Y NEGRO DE LOS SECTORES ANTERIOR
Y MEDIO ANTO SUPERIOR COMO INFERIOR DE LA ARCADA DENTARIA.

- Material empleado.

1. Camara fotografica NIKON, modelo F-3.

k2

. Teleobjetivo micro Nikkor de 105mm, a distancia cte. de 0.47.

G

. Flach anular marca SUNPAK, 6 X &R,

B

. Tripode MANFROTTO, mod 075,

n

. Pelicudas KODAK color de 200 ASA v en blanco y negro ILFORD de 100 ASA.

. Las fotos obtenidas fueron de 8,9 x 14 cm, en papel grado 3, politemizado ILFORD.
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- Descripcion de ia técnica.
1. Para la realizacion de la fotografia, el paciente permanece sentado en un taburete de clinica
dental completamente pegado a la pared con su occipital en la pared, lo que asegura que distancia

es constante,

2. En el momento de la fotografia, se mantiene la boca abierta del paciente con la ayuda de

un abrebocas.
~ Controles
Diez alumnos de 42 Curso de Odontologia a los que se les realizd, en las mismas condiciones que

referimos para los pacientes, fotografia del sector anterior de ambas arcadas dentarias.
11-2.5. ANALISIS DIGITAL DE IMAGEN

- Material empleado:
1. Imagen Real en Sorte Fotografico B/N 13x9 cm. del sector anterior de ambas arcadas.
2. Sistema de Captacidn de imagen: Scanner (Sharp J300)
3. Sistema de almacenamiento informatico: Discos de 3”1/5 de 2 Mb.
4. Soporte fisico del sistema informatico:
—- Ordenador COMPAQ (DESKPRO 386/25e) con Microprocesador 80386, disco duro de 80
Mb. v magnetoodptico incorporado de 650 Mb de capacidad de memoria.
-~ 2 Monitores color de alta resofucion VGA (COMPAQ) v EGA (IDEK Liyama).
—-- Impresora PINWRITER P30 (NEC)
—-- Ratén (microsof) de dos canales.

5. Soporte Logico:

-- Programa informatico de analisis de imagen VISILOG version 3.60 (Noesis).

- Procedimiento técnico.
1. Captar la imagen real mediante lectura con Scanner,

2./2 Transformar en imagen digital de 19 bytes de cabecera v formato de 512x512 pixels.
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3. Almacenar en discos de 3"% de ZMDb con una extensién por imagen de 256000 b. de
memoria.
4, Almacenar en el subdirectorio del programa informatico de analisis de imagen.
5. Inicializar el sistema a formato de imagen de 512x512 pixels.
6. Recuperar la imagen captada (imagen digitalizada) y visualizar con el programa de analisis
de imagen VISILOG, mediante la funcion IMPORTACION.
7. Restaurar ¥ transformar la iluminacion (niveles de grises) de la imagen digital mediante
la funcién FCUALIZACION.
8. Umbralizar 12 imagen djgital transformandola en imagen binaria mediante la funcién
UMBRALIZAR.
9. Discriminar las areas de interes mediante la funcién AREA ESPECIFICA. Con la ayuda
del raton.
10. Medir las distintas areas seleccionadas, mediante la funcion AREA.
11. Obtencion de resultados en unidades arbitrarias (pixeles cuadrados).

12. Exportacion de resuitados al programa informatico de estadistica SIGMaA II.

11-2.6. METODOS ESTADISTICOS.

Para realizar el estudio estadistico se han analizado las siguientes variables:

-.Datos de filiacion:

. Nombre del paciente,
. Edad.

. Sexo.

--. Lugar de realizacion dei trasplante.

~-. Fecha de realizacion del trasplante en meses.

-. Variables clinicas e indices orales de higiene oral,

—-. Indice de placa, medido en %.

--. Indice gingival, medido en %.
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—-. Hiperplasia gingival clinica, clasificada en leve, moderada e intensa.
-. Hiperplasia gingival, medida por analisis digital de imagen.
--. Area dental descubierta de los incisivos superiores e inferiores, medido en pixeles cuadrados.
——. Area gingival de arcadas dentaria anteriores, medido en pixeles cuadrados. --. Area papilar,
comprendida entre los cuatro incisivos de ambas arcadas medidas en pixeles cuadrados.

—-. Indice de hiperplasia gingival, obtenido de la relacion de las variables : Area gingival/Area dental.

—. Valoracion de expresion de antigenos de diferenciacion (CD) mediante anticuerpos monoclonaies.

—-. Nfimero total de lencocitos en corion mucoso (CD45) por mm? de superficie de papiia gingival.

——. Numero total de linfocitos T en corion muceso por mm’ de superficie de papila gingival, medido
en congelacién por (CD3).

—-. Nimero de linfocitos T Cooperadores en corion mucoso por mm’ de superficie de papila gingival
(CD4).

——. Ntmero de linfocitos Citotéxicos en corion mucoso por mm’ de superficie de papila gingival
(CD8).

--. Numero de hinfocitos B en corion mucoso por rnm2 de superficie de papila gingival (CD22).

—-. Numero de linfocitos B en corion mucoso por mm’ de superficie de papila gingival que expresan
el antigeno CALLA (CD10).

—-—. Numero de células que expresan el receptor C3br en corion mucoso por mmf de papila gingival
(CD35).

—-. Numero de celulas que expresan el receptor para la interleuquina 2 (IL-2) en corion mucoss por
mm‘ de papila gingival (CD25).

—-. Numero de macrofagos en corion mucoso por mm? de superficie de papila gingival (CD68).

--. Numero de células Natural Killer en corion mucoso por mm! de superficie de papila gingival que
expresan el antigeno (CD57).

—-. Numero de células Natural Killer en corion mucoso por mm* de superficie de papila gingival que
expresan el antigeno (CD16).

—-. Numero de células en corion mucoso por mm2 de superficie de papila gingival que expresan

antipgenos de histocompatibilidad clase I (HLAI).
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-~-. Numero de células en ¢orion mucoso por mm’ de superficie de papila gingival que expresan
antigenos de histocompatibilidad clase II (HLA-DR).

—-. Nimero de células en corion mucoso por mm’ de superficie de papila gingival que expresan
antigeno nuclear Ki~67, de proliferacion celular (CD71).

—-. Numero de células en corion mucoso por mm! de superficie de papila gingival gue acumulan Csa
medido mediante anticuerpo monoclonal antiCsA.

-. Tratamiento instaurado: sinfomatico, esteroides, esteroides e inmunosupresores, ciclospeorina A o
ausencia de terapia.

-. Dosis sérica de CsA en el momento de realizar la valoracién de parametros clinicos v

morfométricos.

-. Désis acumulativa de CsA {dosis de CsA total recibida expresada en mg).

El analisis estadistico se ha llevado acabo mediante los programas SIGMA y SPSS PC

+, realizandose 108 sigujentes test:

1-.Test de distribucion normal de Kolmogorov-Smimov para cada variable en los distintos grupos
diagnosticos.

2-.Test de comparacion multiple de medias estadisticas (t de Student).

3-.Analisis de la varianza para 1 factor (ANOVAL), (test de Scheffé).

4-.Coeficiente de correlacion simple (r de Pearson) y regresion multiple, considerando exclusivamente

las relaciones con 1> 0.60 y p< 0.05.
3-.Pruebas no parameétricas, en ausencia de normalidad:

a).Test de Mann-Whitney para la busqueda de homogeneidad de dos medias en muestras

independientes.

b).Test Kruskal~-Wallis para comparacion de medias de mas de dos muestras independientes.
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IV, RESULTAIDOS.
IV-1. DESCRIPCION GENERAL DE LA SERIE.
Iv-1.1. RESULTADQS CLINICOS GENERALES

Se han estudiado 30 pacientes trasplantados renales sometidos a tratamiento ¢ronico
con CsA, en el momento de iniciar el estudio, los pacientes tenian sdades comprendidas entre los
24 v los 61 afios, siendo la media de edad 39.62 + 2.14 afios. En la grifica 1 se representa la

distribucion de los enfermos por intervalos de edad.

La distribucion por sexos se recogen en la grafica 2B. en ella se observa una

proporcién semejante de mujeres ¥ hombres.

Los enfermos estudiados, constituyen aproximadamente un 1/5 del total de enfermos

trasplantados de las provincias de Granada v Méalaga, Su lugar de seguimiento corresponde en un

50% a cada provincia.

La fecha de traspiante oscild entre 1os 13 meses ¥ 1os 84, con una media de 43.53

(3

3.99 meses.

Los enfermos trasplantados antes de 1987 gue han seguido un protoeolo
inmunosupresor con azatioprina fueron excluidos de este estudio. A partir de este afio han seguido
un proiocolo de induccion constituido por CsA, globulina antilinfocitica (GAL) ¥ prednisona que
se administro de la siguiente forma: El dia de la intervencién CsA a 8 mg/kg/2 dosis. GAL a 10

me/kg/1 dosis ¥ prednisona a dosis de | mg/Kg de peso. A continuacion se inicié un tratamiento

(hasta compleiar 6 dosis de GAL) de tal forma que los dias 1-3-5-7-9 se suministréd CsA a dosis
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RESULTADOS
de 8 mg/kg de peso/dia/2 dosis y prednisona 0.25 mg/kg de peso y los dias 2-4-6-8-10 se
administré GAL 10 mg/kg/dia, CsA & mg/kg/dia (salvo los pacientes trasplantados en Maélaga que
recibieron una dosis de induccion de 15 mg/kg/dia) y prednisona 0.25 mg/kg/dia. Después de estas
secuencias se administré CsA para mantener niveles séricos de 80-200 ng/ml v prednisona a 0.25
mg/kg/dia para ir disminuyendo progresivamente hasta el sexto mes post-trasplante e] paciente
quedaba con 5 mg/dia de prednisona, manteniendose con este regimen para siempre. El tratamiento
recibido por estos pacientes en la crisis de rechazo fue de tres tipos: tratamientc con esteroides
masivos intravenosos a dosis de 500 mg durante tres dias consecutivos; los pacientes que no
respondieron al tratamiento con esteroides masjvos recibieron Ac-monoclonal OKT3 por
corticorresistencia, a razon de bolus de 5 mg hasta un total de 5 dias consecutivos; los pacientes

recibieron directamente Ac-monoclonal OKT3 a dosis de 5 mg/dia durante 6 dias consecutivos.

La funcién renal del injerto valorada por los niveles de creatinina en sangre, reveld

un valor medio de 1.79 + 0.28 mg/dl, entre un rango de 0.6 v 4.8 mg/dl.

La funcién hepatica fue monitorizada mendiante &l estudio de transaminasas GQT -
v GPT. los valores medios de las determinaciones realizadas en el grupo de pacientes fueron 34.3

= 19.7 ¥ 40.4 + 33.5 respectivamente.

Los resultados obtenidos tras la valoracion de los indices de salud oral fueron los
siguientes: El indice de placa oscilo entre un 10% y un 100% en el limite superior, con un valor
medio de 51.76 :z 5.37 (GRAFICA 3A). El indice gingival de sangrado oscild entre 0%
(correspondiente a una paciente edéntula) ¥ un 100% con un valor medio de 54.57 + 5.68%

{(GRAFICA 3B). Estos datos ponen de manifiesto la pobre higiene oral de este grupo de enfermos.

La valoracion clinica de la hiperplasia gingival, siguiendo los criterios de Pascualin.
I1 enfermos presentaban una hiperplasia leve (36.66%), 9iuna hiperplasia moderada (30%), 6 un

agrandamiento intenso (20%) ¥ 4, (13.33%) no presentaban sobrecrecimiento gingival. En 1odo caso.
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el porcentaje de hiperplasia gingival (86,67%) agupadas las HG leves, moderadas e intensaé obtenido
en nuestra serie, no corresponde a la incidencia real de hiperplasia gingival dentro de la poblacion

de enfermos de ambas provincias estudiadas (GRAFICA 4).

La cuantificada de CsA se obtuvo solo en los pacientes cuyo seguimiento fue en

Granada (n=15) y se evalud mediante la determinacién de:

~ Ciclosporina Sérica: Con una cifra media de 142.86+ 12.195 ng/ml, con una cifra

inferior de 78 ng y superior de 246 ng/ml.

- Ciclosporina Acumulada: Medido en mg totales, con una cifra media de 220215.66

+ 34916.68 mg, ¢f minimo fue de 47600 mg, ¥ el maximo de 535405 mg.

- Ciclosporina "in situ™: Fue determinada en 9 de los pacientes al no disponer en
los demas casos de secciones histologicas suficientes para testificar. Refleja el numero de
células/mm?® que presentan en su interior depésito de CsA. El numero medio de células por mm?®

fue de 335.10 z 33.227 con un recuento mininio de 177.41 ¥ un maximo de 532.25 células/mm"-.

IV-1.2. RESULTADOS GENERALES DE MORFOMETRIA

Del estudic morfométrico realizado sobre forografias del sector anterior de la boca

mediante andlisis digital de imagen se¢ obtuvieron los siguientes resultados: {TABLA...)

(GRAFICA 5).

El AREA GINGIVAL evaluada presentd un tamano medio de 38343 .48 + 1885.79

pixeles cuadrados. con un tamafio minimo de 23418, ¥ un méaximo de 63600 en las hiperplasias mas

severas.
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Resultados

Fl AREA DENTAL del total de incisivos de cada paciente presento un tamaro medio
de 33660.40 + 2346.74 pixeles cuadrados, con una cifra minima de 10443 pixeles cuadrados ¥ una
maxima de 49499 pixeles cuadrados en 10s pacientes que no desarroliaron HG.

EL AREA PAPILAR determinada, presenté un tamafio medio de 13582.48 + 1074.91
pixeles cuadrados, con un valor minimo de 6381 y un maximo de 25193 pixeles cuadrados.

EL INDICE DE HIPERPLASIA GINGIVAL (IHG = A.GINGIVAL/A.DENTAL),
- presentd una media de 1.33 + 0.134, oscilando entre el 0.6999 pixeles cuadrados como cifra inferior
| y 3.36 como limite superior.

TABLA III . VALORES MORFOMETRICOS DEL GRUPC DE ENFERMOS
TRATADOS CON CsA.

Nomb. A.GINGIVAL  A.DENTAL A.PAPILAR IHG
- S.L.Q | 26600 26800 7050 | 0.99
| C.P.C | 28967 25852 14566 | 1.12
J.7.0 } - ——— } - |  —=——- ———=
M.D.M | 44075 23121 18669 | 1.9
- M.D.F [ -———— | - ] - ——=-
J.C.F | —=——— | === e ——
T.J.L | 50864 46456 12563 | 1.09
N P.G.R | 40240 19920 9857 | 2.0
J.M.G | 35098 10443 19530 | 3.36
C.F.T | 49252 39411 9849 1.24
: E.F.Q | 38940 42604 6381 | 0.91
- M.M.G | 40617 41294 8695 | 0.98
M.R.R | 31782 13284 23804 | 2.39
E.R.R | 63600 38116 20900 | 1.66
- M.R.L | 34781 48562 10154 | 0.71
F.O.A | 39964 12284 24478 | 3.25
J.C.H | 35598 32271 7214 | 1.10
S.C.D | 35848 23523 16578 | 1.52
- R.C.R | 34781 48562 10854 | 0.71
R.A.L | 30745 31141 17075 | 0.98
G.M.M | 44758 49499 15908 | 0.90
_ V.G.F | 41049 45103 9808 | 0.9
M.F.M | 32774 31431 11470 | 1.04
F.P.M | 56460 47950 25193 | 1.17
L.L-Q.| 32555 32553 15846 | 1.00
- EvVv.¢g y -~—— | - I e —-———
T.C.M | 32382 46308 7837 | 0.69
J.R.F | 28714 25262 11721 | 1.13
- V.B.O | 23418 23500 8200 | 0.99
R.B.C | ~—~—- T -

-— Pacientes gingivectomizados v/o edéntulos.
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FIGURA 2. AREAS MORFOMETRICAS SELECIONADAS EN UN SUJETO
CONTROL.

2 A. Area papilar.
2 B. Area resultante después del proceso de segmentacion.

2 C. Area gingival,

2 D. Area resulltante despues del proceso de segmentacion.

2 E. Area dental.

2 F. Area resultante después del proceso de segmentacion.












Resujtados

IV-1.3. RESULTADOS HISTOLOGICOS Y ULTRAESTRUCTURALES

Con microscopia optica y aplicando técnicas convencionales se han evidenciado tres

componentes correspondientes al epitelio, a la respuesta inflamatoria y a la reaccion fibrosa.

El epitelio aparece engrosado y de aspecto hiperplasico con fenémenos de exocitosis

y espongiosis.

La respuesta inflamatoria, que adopta por lo general una disposicion en acumulos
irregulares, esta constituida por linfocitos y células plasmaticas maduras con elementos de habito

monocitoide.

La reaccion fibrosa presenta dos zonas: una acelular, correspondiente a colagena y

otra con células fusiformes exhibiendo caracteristicas fibroblasticas.

Con microscopia electronica hemos estudiado sistematizadamente los siguientes

componentes.:

a) Epitelio de revestimiento gingival. El componente epitelial presentaba grado
variable de cambios subcejulares que consistian en ensamchamiento de los espacios intercelulares
con perdida de los desmosomas en la lesiones avanzadas. En el area intercelular era frecuente
encontrar estructuras membranosas electron-densas, material de textura granular y elementos

celulares. Dichos elementios correspondian a linfocitos, no observandose células de Langherhans.

A nivel intracelular se demostro ensanchamienic del citoplasma con edema ¥
gluctgeno intracitoplasmico. En ocasiones se demostraron gruesos granulos electrén-densos. El

nucleo exhibia finas condensaciones de heterocromatina.
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b) En el drea en que predomina e] componente inflamatorio se advertian abundantes
células plasméticas con mayor o menor desarrollo de reticulo endoplasmico, indicativo de actividad
funcional variable. También existia una alta poblacién de linfocitos, algunos con incremento del

eitoplasma, mostrando mayor cantidad de reticule endoplasmico rugoso, asi como elementos

histiocitarios con evidentes lisosomas.

Entre la celularidad inflamatoria se encontraban restos celulares y fibrina.

¢) El componente tisular con mayor riqueza de celularidad fibroblastica y colageno

presentaba una disposicion desorganizada de las fibras en haces de diferentes direcciones.

Los fibroblastos, localizados en las areas mas fibrosas, tenian citoplasma estrellado
con moderado desarrollo del reticulo endoplasmico rugoso y mitocondrias, los cuales alternaban con
otros de citoplasma mas amplio, con numerosos reticulo endoplasmico rugeso y material filamentoso
preferentemente en vecindad al ndcleo. Este presentaba con frecuencia poros nucleares y gruesa
lamina fibrasa en relaccién con el material filamentoso citopldsmico. Los fibroblastos ubicados en

la vecindad del componente inflamatorio exhibian gruesa cromatina v un gran desarrolio dei reticulo

endoplasmico rugoso con tendencia a dilatarse.

IV-1.4. RESULTADOS GENERALES DE

INMUNOHISTOQUIMICA

Con ¢l panel de anticuerpos monoclonales diseftado (TABLA II) para ¢l estudio de
las subpobiaciones linfoides, monocitaria-macrofagica asi como la expresién de determinados
receptores de membrana involucrados en los fendmenos de respuesta celular y actividad proliferativa
valorados a nivel del corion mucoso de la encia, resuitaron los siguientes valores medios: La
poblacién total leucocitaria (CD45) fue de 1411.5 células/mm? (419.3-3758.1), siendo la poblacion

de linfocitos T (CD3) 1295.2 células/mum? (80.64-3677.41), de los cuales corresponden a la
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subpoblacion de linfocitos cooperadores/inductores (CD4) 954.1 céhulas/mm? (338.7-2532.25) y a
la subpoblacién de linfocitos citotdxicos (CD8) 581.1 células/mm?. De la relaccién de estos dos

iltimos se extrajo un cociente CD4/CD8, que para nuestra poblacion sujeta a estudio fue de 1.88.

Por otro lado la poblacién linfoide B total, medida mediante el anticuerpo
monoclonal CD22, arrojé una media de 444.4 células/mm?. con un intervalo comprendido entre

161-1274.

QOtras subpoblaciones evalnadas fueron la macrofagica (CD68) (925.9 con un
intervale entre 290.3-2774.1) y las céluias NK (Natural Killer- CDD16) presentes con un valor medio

de 390.0 células/mm? y un rango de 119.3-1403.2 y evaluadas mediante CD57 406.1. (145.1-983.8)
(GRAFICA 6A).

La poblacién linfoide y monocitica presente en la submucosa gingival de las muestras
estudiadas demosird los siguientes valores medios en la expresién de distintos receptores y
moléculas de histocompatibilidad: Una media de 476.7 células/mm? (129.0-1516.1) presentaban
receptor para interleuquina-2 (CD25) y 536.2 células mm? (193.5-2145.1) mostraron receptor para

la fraccion C3b del Complemento.

La expresion media de antigenos de histocompatibilidad tipo I ~-HLAI- fue puesta
de manifiesto en 785.1 células/mm? (80.6-2629) y la expresion de antigenos de histocompatibilidad

tipo II -HLADR- estuvo presente en £93.2 células mm?* (193.5-1951.6).

La proliferacién de las distintas poblaciones celulares estudiadas determinada
mediante ! AcMo Ki-67 (CD71), demostrd una media de 420 células en ciclo/mm? (177.4-822.5)
{(GRAFICA 6B).
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FIGURA 7. VALORACION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO
PRESENTE EN LA SUBMUCOSA GINGIVAL.
(Inmunofosfatasa Alcalina x200).

7A. Expresion de CD45 (antigeno leucocitario comiin) en ina hiperplésia gingival

Severa.

7B. Expresion de CD3 (linfocitos T totales) del mismo caso.

7C. Expresién de CD4 linfocitos (inductores / cooperadores).

7D. Expresion de CDS8 (linfocitos T citotéxicos)






FIGURA 8. VALORACION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO
PRESENTE EN LA SUBMUCOSA GINGIVAL.
(Inmunofosfatasa Alcalina x200).

8A. Minima expresion en el infiltrado inflamatorio submucoso para linfocitos B
(CD22). Notese la escasa proporcion de los mismos.

8B. Infiltrado inflamatorio macrofégico (CD68).

8C. Infiltrado inflamatorio por células Natural Killer (CD357).






Resultados

IV-2. DESCRIPCION DEL GRUPO CONTROL.

1v-2.1. RESULTADOS CLINICOS GENERALES

Como grupo control se han estudiado 10 individuos sin ningiin tipo de patologia, ni
sometidos a tratamiento alguno. Las edades estaban comprendidas entre los 20 y 52 aflos, siendo

Ia edad media de 31.4 £ 6.56 afios.

La distribucion por sexos se recoge en 1a grafica 2B, en 1a que se observa un ligero

predominio de mujeres sobre hombres.

La funcion renal de los mismos medida mediante la cifra de creatinina sérica, se
encontré dentro de la normalidad, con una cifra inferior de 0.7 mg/dl, y superior de 1.1, la cifra

media era de 0.92 + 0.07 mg/dL

Como indices de salud oral se exploraron los mismos que al grupo de enfermos, el
indice de placa oscild entre un 7% y un 25%, con una media de 13.6 + 3.31%. El indice de sangrado

fue 0% como cifra inferior v de 8% como lmite superior con un 2.4% + 1.6 de indice medio

(GRAFICA 7).

Clinicamente, y siguiendo los criterios de Pascualin, no se aprecid agrandamiento

gingival alguno (ver apartade de material y métodos).

IV-2.2. RESULTADOS GENERALESDEMORFOMETRIAMEDIANTEANALISIS
DIGITAL DE IMAGENES.

A partir de las fotografias realizadas en condiciones constantes de distancia y técnica
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Resultados
de ejecucion, como ocurria en €l grupo de enfermos trasplantados renales, para estimacién por
andlisis de imagen, el IHG que oscilé enire 0.646 y 0.898 pixeles cuadrados, con una media de
0.782 + 0.04 pixeles cuadrados. El "4rea dental” fue de 29754 pixeles cuadrados como limite inferior
y 39392 pixeles cuadrados como cifra superior, con una medida morfométrica media de 34672 +
1765.03 pixeles cuadrados. El "area gingival” fue de 26966.6 + 1520.88 pixeles cuadrados, con un

limite inferior de 23498 pixeles y el superior de 32219 pixeles (GRAFICA 8).

1V-2.3. RESULTADOS GENERALES DE INMUNOHISTOQUIMICA

Del estudio del panel de anticuerpos monoclonales empleados para la determinacion
de fenémenos de actividad proliferativa y respuesta celular a nivel del corion mucoso de la encia,
resultaron los siguientes valores medios: La poblacién total de leucocitos (CD45) fue de 426.8
células/mm?® (387.09-483.87), siendo la poblacién total de linfocitos T (CD3) 414.5 células/mm?
(400-435,4), de los cuales corresponden a la subpoblacion de linfocitos cooperadores/inductores
(CD4) 550.8 células/mm? (510-580.64) y a la subpoblacion de linfocitos citotdxicos (CD8) 408.6

celulas/mm?® (387-435). El cociente CD4/CD8 en nuestra poblacion control fue de 1.3.

La poblacion de linfocitos B totales medida mediante el anticuerpo monoclonal
CD22, se contabiliz6 una media de 433.6 células/mm? con un intervalo compréndido entre 430-435,
También se evalué la poblacion de macrofagos (CD68) (448.7 con intervalo entre 419.3-483.8) ¥
las celulas K y NK (CD16) (CD57) presentes con un valor medio de 357 células/mm? y un rango

de 274.1-451.6 v 432.3 + 101.2 células/mm? (322.5 + 564.5) respectivamente (GRAFICA 9),

La poblacion celular presente en la submucosa gingival de las muestras estudiadas
demostré jos siguientes valores medios en la expresién de distintos receptores y moléculas de
histocompatibilidad: Una media de 559 células/mm?® (483.8-654.1) presentaban receptor para
interleuquina-2; 653.4 células/mm?® (483.8-838.7) mostraron receptor para la fraccion C3b del

Complemento. No se determiné la expresion de antigenos de histocompatibilidad de tipo I v de
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INFILTRADO INFLAMATORIO EN EL CORION
MUCOSO DEL GRUPO CONTROL
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FIGURA 9 VALORACION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO
PRESENTE EN LA SUBMUCOSA GINGIVAL DE UN CONTROL.
{Inmunofosfatasa Alcalina x20).

SA. Infiltrado inflamatorio (CD45) en una biopsia gingival control. Notese el escaso
niimero de células inmunotefiidas de color rojo.

9B. Infilirado inflamatorio (CD4) linfocitos T cooperadores/inductores.

9C. Infiltrado inflamatoric CD8) linfocitos T citotdxicos.
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FIGURA 10 VALORACION DEL INFILTRADQ INFLAMATORIO

PRESENTE EN LA SUBMUCOSA GINGIVAL DE UN CONTROCL.
(Inmunofosfatasa Alcalina x200).

10 A. Infiltrado inflamatorio (CD22) linfocitos B. Escasa presencia de células B
Inmunotefiidas.

10 B. Infiltrado inflamatorio macrofigico (CD68), las células inmminoteriidas se
observan formando aciunulos de pegquefio tamafio.

10 C. Infiltrado inflamatorio por célitlas Natural Killer en Ia submucosa gingival.






Resultados
proliferacion Ki-67.

IV-3. RESULTADOS COMPARATIVOS ENTRE GRUPO DE PACIENTES
TRASPLANTADOS Y GRUPC CONTROL.

Respecto a la edad no se obtuvieron diferencias significativas entre las medias de

ambas series.

La funcién renal medida mediante los valores séricos de creatinina si mostraron
diferencias estadisticamente significativa (P<0.05, t de Student} entre ambos grupos. Es de destacar,

como se expone mas adelante, que los niveles de creatinina en los enfermos trasplantados se

encuentran ligeramente por encima de los valores normales.

De igual forma, el estudio de la funcion hepatica entre los distintos sujetos de cada
grupo, reveld que solo existian diferencias entre las cifras de GPT, con una valores medios de 40.4
mg (limite superior de la normalida) en el grupo problema. v 15.5 mg en el grupo control con una

p<0.05 para la t de Student. No siendo significativa, por el contrario, los valores de GOT entre

ambas series estudiadas.

IV-3.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION ENTRE LOS

INDICES DE SALUD ORAL DE AMBOS GRUPOS.

Los indices de saiud oral evaluados (indice de placa e indice de sangrado) mostraron
importantes diferencias con significacion estadistica (p<0.001, t de Student), constatando con ello
la precaria y desigual situacion del estado de salud oral de los enfermos sometidos a tratamientc

cronico con inmunosupresores frente al grupo control {GRAFICA 10).
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Resultados
IV-3.2. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION ENTRE LOS

INDICES MORFOMETRICOS DE AMBOS GRUPOS.

E! estudio comparativo de los valores morfométricos de las diferentes superficies
evaluadas demostré los siguientes resultados: Para las areas dentales y papilares, comparados grupo
de enfermos y control, no existen diferencias significativas. Por el contrario, si se observan, cuando

el estudio morfométrico se refiere al area gingival (p<0.001, t de Student) (GRAFICA 11).

Es importante destacar que con la relaccion creada (IHG: AREA GINGIVAL/AREA

DENTAL) para eliminar los posibles errores en la medicién, al igual que sucede con el parametro

morfométrico anterior, se consigue una alta significacion estadistica (p<0.001, t de Student). al

comparar ambas series (GRAFICA 12).

IV-3.3. INTERPRETACION DE RESULTADOS ESTADISTICOS OBTENIDOS
AL COMPARAR LOS INFILTRADQOS INFLAMATORIOS DE LAS

BIOPSIAS DEL GRUPO DE ENFERMOS FRENTE A LOS SUJETOS
CONTROL.

La cuantificacion del infiltrado inflamatorio por mm? a nivel del corion mucoso de
las biopsias gingivales ha permitido corroborar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre el numero total de células inflamatorias, determinadas por el AcMo CD45
{p<0.001, t de Student), que reconoce el antigeno leucocitaric comun, de las muestras pertenecientes
a los pacientes v a los sujetos sancs (GRAFICA 13). Profundizando en el estudio fenotipico de los
infiltrados inflamatorios las encontramos al evaluar las poblaciones de linfocitos T totales (CD3)
importantes diferencias estadisticamente significativa (p<0.001, t de Student), v enire las
subpobiaciones de linfocitos T inductores/ cooperadores (CD4) (p<0.001, t de Student), al igual que
de linfocitos T citotdxicos (CD8) (p<0.01, t de Student). Comparados los cocientes CD4/CDS8 de

los dos grupos se observaron diferencias, con un cociente mayor para el grupo de enfermos {1.82
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Resultados
+ 0.16 versus 1.35 + 0.05) (p<0.05 para, t de Student}. Por otro lado, la poblacién de macrofagos
(MAC 387 -CD68-) presente en la submucosa, también ha resuitado ser muy diferente en sendos

grupos (p<0.001, t de Student).

Por el contrario, no demostramos diferencias con sustentacién estadistica entre las
poblaciones celulares inmunotefiidas con los AcMo CD16 y CD57 (poblacién de células K y NK -
Natural Killer-), la poblacién linfoide B total (CD22). Igualmente, no evidenciamos diferencias en
la expresion del receptor de baja afinidad de IL-2, ni del receptor para la fraccion C'3b del

Complemento {(C3br),

Los demas anticuerpos testificados no han podido ser comparados al no tener un

numero de muestras suficientes.

IV-4. RESULTADOS ESTADISTICOS DE LA VALORACION DEL GRADO DE
AGRANDAMIENTO GINGIVAL COMPARADO CON LOS PARAMETROS

CLINICOS EN EL GRUPO DE ENFERMOS TRASPLANTADOS.

Una vez comparados los parametros clinicos con el grado de hiperplasia gingival,
los resultados fueron los siguientes: El grado de crecimiento gingival no guarda relacion con la edad,
siendo similares en los casos de hiperplasia leve y moderada, mientras que las hiperplasias intensas,

en nuestra serie de enfermos. se observa en sujetos con una media de edad menor (GRAFICA 14).

El sexo tampoco es un factor que influye en el desarrolio de hiperplasia ni en la

intensidad de la misma al menos en nuestra serie (TABLA IV).
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TABLA IV. GRADO DE HIPERPLASIA SEGUN SEXO

Resultados

GRADO DE HOMBRES MUJERES NIVEL DE SIGN.

HIPERPLASIA TEST CHP?

AUSENTE Y LEVE | 6 6 NO
SIGNIFICATIVO

MODERADA E 8 5 NO

INTENSA SIGNIFICATIVO

TOTAL' 14 11

* Se excluyen los pacientes gingivectomizados (n=5).

El lugar de procedencia o seguimiento, donde se siguen diferentes protocolos de dosificacion de

CsA tampoco ha manifestado influencia en los resultados (TABLA I).

TABLA V. GRADO DE HIPERPLASIA Y LUGAR DE SEGUIMIENTO.

GRADO DE GRANADA | MALAGA NIVEL DE SIGN.
HIPERPLASIA TEST CHI?
AUSENTE Y LEVE | 8 4 NO
SIGNIFICATIVO
MODERADA E 8 5 NO
INTENSA SIGNIFICATIVO
i TOTAL 16 5 25

* Se excluyen los pacientes gingivectomizados (n=5).

Si bien no es posible demostrar globalmente diferencias  estadisticamente
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Resuitados
significativas entre el tiempo transcurrido de la colocacién del injerto y el grado de hiperplasia
gingival desarrollado, destaca una ligera tendencia a que los pacientes que no tienen hiperplasia
gingival o es de grado leve (27 y 37.5 meses respectivamente), llevan menos tiempo trasplantados
que aquelios que manifiestan hiperplasia gingival moderada o intensa (40.8 y 49.8 meses

respectivamente).

En nuestra serie los niveles de CsA sérica no guardan relacién con el grado de
hiperplasia gingival, encontrandose todos los casos dentro de valores terapéuticos (HG leve 142
ng/ml, HG moderada 158.2 ng/ml y HG intensa 129 ng/ml). De igual forma los valores de CsA
acumulada comparados globalmente con la hiperplasia gingival, no tienen significacion estadistica.
No obstante la CsA acumulada en el caso de hipeplasias gingivales leves es de 175586.4 frente

a 323937.5 mg en los casos de hiperplasia gingival intensa.

De la relacién entre los parametros analiticos v e] grado de crecimiento gingival,
dividido en ausente, leve, moderado, intenso, obtuvimos las siguientes resultados: La comparacion
con la cifra de creatinina sérica no demuestra relacion significativa alguna aunque los valores se
encuentran por encima de Jos normales (en el caso de hiperplasia gingival leve 1,35, en 1a hiperplasia

moderada 2.1, e hiperplasia intensa 1.97), mientras que en ausencia de hiperplasia es de 1.03.

Lo mismo ocurre con las cifras séricas de los enzimas que orientan sobre el

funcionamiento hepatico (GOT, GPT).

Al confrontar estadisticamente, los datos de salud oral con el grado de hiperplasia,
obtuvimos los siguientes resultados: Los indices de placa y sangrado demuestran guardar una alta
relacion con el grado de hiperplasia (p<0.01, ANOVAL) (GRAFICA 15A, 15B), siendo la media de
placa del 18.1% en los sujetos sin hiperplasia gingival, frente al 83.1% en el caso de los enfermos
con hiperplasia gingival intensa. Igual sucede con el indice de sangrado que de un 9.12% de media

que muestran los enfermos trasplantados que no han desarroliado hiperplasia gingival frente al 88.8%
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COMPARACION ENTRE EL GRADO DE
HIPERPLASIA GINGIVAL Y EL INDICE
DE PLACA EN LOS ENF. TRASPLANTADOS
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GRAFICA 15A
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Resultados
que presentan los sujetos con hiperplasia gingival intensa (GRAFICA 15B).

Por hitimo, hemos demostrado una relacién estadisticamente significativa (p<0.01,
ANOVAL), entre los dos métodos empleados para ia valoracion de ia hiperplasia gingival (método

clinico y cuantificacién por analisis digital de imagenes) (GRAFICA 16).

7 . IV-5. RESULTADOS ESTADISTICOS DE LA COMPARACION DELOS INDICES
MORFOMETRICOS CON LOS DATOS CLINICOS EN LA SERIE DE
ENFERMOS TRASPLANTADOS.

El area dental descubierta, como era previsible, no se relaciona de forma
estadisticamente significativa con ninguno de Jos parametros clinicos con que ha sido enfrentado
(edad, sexo, dosis de CsA acumulada, transaminasas, creatinina, data del trasplante renal, indice de

placa, indice gingival).

El area gingival sélo muestra una relacion estadisticamente significativa (p<0.03, r
de Pearson=0.47) con ¢l indice de sangrado. si bien es una correlacion baja. Con el resto de las

varibles clinicas con que se ha comparade no presenta relacion de significacion alguna,

El tamano de las papilas dentales se correlaciona con ef indice de placa (r=0.59,

coeficiente de Pearson) ¥ con el indice de sangrado (r=0.61) (TABLA VI).

El THG 1ambien se relaciona de forma estadisticamemte significativa con el indice
de placa (p<0.05, r=0.51), ¥ con el indice de sangrado (p<0.05, r=0.54), si bien esta relacidn se
establece para los valores mas altos de JHG y de indice de placa v sangrado. En este sentido, el
THG difiere entre los enfermos que presentan indices orales inferiores y superiores al 60%. En

nuestra serie os enfermos gue no desarrollan hiperplasia 0 es de grado leve (IHG medio: 1.03) se
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TABLA VL

GRADO DE CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS Y CLINICOS

DI rmm FECHA | ED [ DOSS | DOSS | CREATI | GOT | GFT | INDICE | AREA | AREA | AREA
VIACA ;| GINGN. | TRASML SR | ACUMD. HIPERP. | GINGIY. | DENTAL | PAPLA
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GRADO DE CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS CLINICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS

TABLAVII
(45 (D3 (4 I8 (2 (B ot HLADR Cow HLAI CTBR A1) MAR |} L2 o0
LPLAC 14 04
LGING 039 03 A7) 041 0.9 03 [X]
FTRAS
D.Csh 61
DACOM
CREAT! 051
GOT
GFT
EDAD 43 0.4
(D4 08t 08 (66 40 0. 08 066 [1/] 0.1 0.3
cn 081 06} 0n 05t 1L 03l 04
(M 08 063 041 1.5 04l 046 041 033
CR 0.66 015 041 05 04 03 0l 0%
con 0% 132 53 [ 066 06
Chlé 0.6 075 0 0% 08
(D37 051 07 0% 08 04
HLA-DR 067 i1 09 0.2 063 L] 0.5 (/] 063 0.1 (67 068 038
CDid 03 04 0l 045 041 en 0.9 043 08 045
HLAI (.66 (46 (.66 03 0.3 (8] 036 4
CTRR 4 04 1.8 069 08 063 o 04) 0% 055 4 0y
K61 031 061 06 0. 066
MACROF 05 045 M 045 (66 04

F.TRAS=fecha de trasplante; D.CsA=dosis sérica de CsA; D.ACUM=dosis acumulativa de CsA.

los valores corresponden al coeficiente de correlacion de Pearson.




TABLA Vill

GRADO DE CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS E
INMUNOHISTOQUIMICOS.

LHIPER.GIN A PAPILAR A DENTAL AGINGIVAL
D4 053 043
i)
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los valores corresponden al coeficiente de correlacion de Pearson



Resultados

sitiian con indices orales inferiores al 60%; mientras que por encima de estos valores se encuentran

los sujetos que desarrollan hiperplasia moderada ¢ intensa, con un THG medio de 1.94 (p<0.05, t

de Student) (GRAFICA 18).

El IHG también se relaciona con la Fecha de trasplante renal. En los enfermos
traspalantados observamos como los individuos que han sobrepasado los dos afios de trasplantados
presentan los mayores indices morfometricos de sobrecrecimiento gingival (IHG media=1.7) con

significacion estadistica (p<0.05, t de Student) (GRAFICA 19).

IV-6. ANALISIS DELOS RESULTADOS ESTADISTICOS ENTRE HIPERPLASIA

GINGIVAL CLINICA Y EL. INFILTRADO INFLAMATORIO EN LA
BIOPSIA GINGIVAL DEL GRUPO DE ENFERMOS.

Del analisis de los resultados se deduce que el infiltrado inflamatorio total (CD435)
sufre se incrementa a medida que la hiperplasia gingival se hace mas severa. En particular las
subpoblaciones que aumentan de forma estadisticamente significativa son los linfocitos

inductores/cooperadores (CD4} y macrofagos (CD68) (GRAFICA 20).

La distribucion en acumulos linfoides remedando incipientes foliculos linfoides, se
pone de manifiesto al evalular el infiltrado inflamatoric por linfocitos B. A pesar de de no alcanzar
significacion estadistica (p<0.1. ANOVAI) la poblacion total (CD22) con referencia al grado de
hiperplasia, es manifiesto el incremento en la expresidon de CD 10 -presente en las células reticulares
dendriticas de los foliculos ¥ del receptor para C3b (CD35) gue también identifica células B

precursoras (GRAFICA 21},

Fl resto de las subpoblaciones como son los linfocitas T citotoxicos (CD8) v células

K (CD16) y NK (CD57) no de muestran significacion estadistica (GRAFICA 22).
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Resultados

Basandonos en ¢l THG hemos dividido la poblacién estudiada en enfermos sin
hiperplasia gingival o de grado leve (IHG<1) y enfermos con hiperplasia moderada e intensa
(IHG>1). En este caso sblo el infilirado CD4+ y CD68+ son estadisticamente significativos
{GRAFICAS 23 y 24). Si la comparacion se establece agrupando ausencia de hiperplasia, leve y
moderada (IHG<1.5) frente a la hiperplasia severa (IHG=>1.5) se mantienen las diferencias en cuanto

al infiltrado CD45+ y CD68+ v ademas se observa diferencias en la expresién de CD10 (GRAFICA
25).

Como mencionamos previamente, €l cociente CD4/CD8 entre el grupo de pacientes
trasplantados y el grupo de sujetos sanos presentaban diferencias significativas con un cociente
mayor para el grupo de enfermos (p<0.03, t de Student), sin embargo este cociente dentro del grupo

que toman CsA no es estadisticamente significativo, como refleja 1a grafica 26.

IV-7. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL GRADO DE CORRELACION

ENTRE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS EN EL GRUPO DE ENFERMOS
TRASPLANTADOS RENALES

Las correlaciones simples de los distintos parametros analizados dentro del grupo
de enfermos trasplantados se especifican en las tablas VI, VII v VII1. En ellas se comparan entre
si los parémetros clinicos, morfométricos e inmunochistoquimicos. Destaca como el THG es la
determinacion que encuentra mayor numerc de correlaciones estadisticamente signiﬁcativas, en

especial el grado de correlacién con el depésito de CsA in situ (r de Pearson=0.88, p<0.05) (TABLA
VIID).

Al realizer un analisis de regresién para establecer la relacion de 1a THG v las
variables clinicas, v las variables histoldgicas han resultado las sighientes ecuaciones:
Tomando THG como variable independiente se verifica que ésta depende del indice de placa, del

indice de sangrado v del tiempo trascurrido desde el trasplante del injerio:
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Resuitados
THG = 0.69 + 0.01 x % placa + 0.002 x % indice sangrado

+ 0.006 x tilempo trascurrido desde el trasplante.
Pudiendo predecir el IHG en el 50.5 % de los casos con significacion estadistica.
Al establecer una nueva correlacidn, teniendo como variable independiente a la
misma (IHG) y variables dependientes histolégicas la cifra de MACROFAGOS, CD45, ¥ dosis de
CsA " in situ ", obtenemos la mejor ecuacion de regresion, gue desarroliada es:
ITHG= 0.009 x CsA "in situ”+ 0.0006 x CD43 - 0.001 MACROFAGOS- 1.89
Segiin 1a cual, podriamos saber el indice morfométrico de hiperplasia gingival en el

92.5 % de los casos, conociendo: la dosis de CsA "in situ”, la poblacidon de leucocitos totales del

infiltrado inflamatorio vy la de macrofagos en la biopsia gingival del paciente, con un nivel de

significacion de p<0.05.
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V. DISCUSION

V-1, DISCUSION DE RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS Y CLINICOS DELA

SERTE GLOBAL

De nuestra serie de 30 pacientes con hiperplasia gingival secundaria a tratamiento
inmunosupresor con CsA cabe destacar que corresponde en su totalidad a pacientes trasplantados

renales y asimismo representa hasta el momento la serie mas amplis de todas las descritas.

Como se comentd anteriormente, los pacientes proceden de dos areas hospitalarias
distitas con dos protocolos de induccion también distintos v donde la CsA se administra a diferentes
dosis, concretamente en los primeros 15 dias, 15 mg/kg peso/dia en los pacientes trasplantados
en Malaga v 8 mg/kg peso /dia en los pacientes tratados en Granada. Podria pensarse que ello
condicionaria diferentes grados de hiperplasia, sin embargo nuestros resultados no apoyan esta idea
v ademas se demuestra ¢que no existen diferencias significativas en la incidencia de hiperplasia entre
los peacientes que siguen sendos protocolos. En esie sentido, cuando se consideran series de
pacientes trasplantados cardiacos y hepaticos con dosis de induccidn y mantenimiento muy
superiores (GOLDMAN et al. 1985), parece que la incidencia de hiperplasia gingival depende en
gran mediada tanto de la dosis de CsA administrada durante el periodo de induccén como de las

dosis considerablemente mayores que requieren estos pacientes para su mantenimiento.

En cuanto a la incididencia de hiperplasia en nuestra setie de enfermos, que en el
easo de los de Granada representan 1/5 del total de trasplantadoes renales en esta provincia del total
de 100 trasplantes realizados hasta el cierre del presente estudio, fue del 87% (25 pacientes) los
casos de agrandamientos con mayor o menor intensidad y del 13% {4 pacientes) los que no

manifestaban este efecto secundario.
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Esta incidencia tan alta ya ha sido comentada por algunos autores (WYSOCHY et

al., 1983), (FRYSKOPP et al., 1986), sin embargo vy debido a que la totalidad de los pacientes del
érea de Granada fueron informados de la posibilidad de revision de su estado bucal por parte del
Servicio de Periodoncia de la Facultad de Odontologia, acudieron a la misma posiblemente los
enfermos con mayor afectacion gingival o mas sensibilizados y por ende la incidencia puede verse

artefactuada por este motivo.

El desarrollo de HG no guarda relacion con el sexo ni con la edad de los enfermos,
hecho que ha sido publicado previamente por diferentes aufores Pasqualin vy colaboradores
consideran que es mayor la incidencia en nifios (PASQUALIN y cols,, 1990), nosotros no

disponemos de casos pediatricos en nuestra serie para poder afirmar este hecho.

Con respecto & la Hamativa diferencia con significacion estadistica entre las cifras de
Creatinina de los pacientes irasplantados con los del grupo control, probablemente sea debido a
diferentes factores patogénicos gue se solapan entre si: en primer lugar los pacientes trasplantados
sufren crisis de recharo, recidivas de glomerulonefritis e incluso nefrotoxicidad inducida por CsA
que producen un deterioro creciente a mediano y largo plazo de su funcidn renal (SCOTT &
HIGENBOTTAM, 1988). El hecho de que la propia accién toxica de la CsA pueda influir en un
mayor deterioro de la funcion renal, esta apoyado en el dato de que existe un mayor deterioro en
los pacientes de nuestra serie que sufrian los mayores grados de hiperplasia gingival, de esta forma
la fibrosis submucosa gingival que apareceria en los pacientes con agrendamiento, podria formar
parte de un contexto general fibrogénico que afectaria al rifion (RUIZ et al., 1988}, no existe en
la literatura referencias concretas, debido a lo reducido de Ias series estudiadas, sobre la influencia

del grado de hiperplasia sobre la funcion renal de los pacientes valorados.

En relacion con la anomelia demostrada en las cifras de GOT v GPT como
indicaiivo de necrosis hepatocitaria en el grupo de pacientes con afectacion gingival debe

mencionarse que no es valorable debido a que numerosos pacientes trasplantados padecen
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mencionarse que no es valorable debido a que numerosos pacientes trasplantgdos padecen

hepatopatias infecciosas fundamentalmente hepatitis B y por virus C.

Otra aportacion importante de este trabajo ha sido la valoracidn realizada sobre los
niveles séricos e intragingivales de CsA en un grupo restringido de pacientes asi como la
importancia que en nuestro trabajo tiene la determinacion de la dosis acumulada de CsA en cada

uno de los pacientes de Granada que desarrollaron hiperplasia gingival.

En relacién con la CsA sérica, lama la atencidn que ]Ja media de este dato para la
totalidad de los pacientes tratados se mantenia dentro de los rangos no toxicos establecidos para
este farmaco y que como luego se comentard, dicho valor no mostraba una distribucién diferente
para los distintos grados de hiperplasia ni tampoco relacidn con los infiltrados inflamatorios
presentes en las muestras. Sin embargo el dato procedente de la dosis Acumulada de CsA ingerida

por cada uno de los pacientes, si que tuvo mucha mayor importancia,

De ijgual forma, la CsA intragingival valorada en 9 pacientes, se discutira
posteriormente dentro del apartado de discusién de resultados histopatologicos v de analisis global

de resultados estadisticos.

En relacion con los indices de salud oral entre los grupos de pacientes v controles,
como cabria esperar, las diferencias enire ambos son muy notables con una significacion estadistica
elevada, tanto para el indice de placa como para el de sangrado gingival; pese a ello, es de notar,
los elevados valores gue muestra para ambos parémetros el gripo de enfermos, demostrando Ia
precaria salud oral que tienen estos individuecs sometidos a tratamiento crénico con CsA como han
constatado autores, que preconizan la necesidad de instaurar protocolos de higiene oral maés
exhaustivos en este grupo de poblacion (DALEY & WYSOCHY, 1984), (GONZALEZ-JARANAY

Y MESA, 1991), (SEYMOUR & SMITH, 1991).
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BEEN et ENGEL establecieron los niveles de placa dentaria en un reducido niimero

de enfermos trasplantados tratados con Azatioprina y en enfermos en dialisis, encontrando
diferencias con significacién estadistica con referencia al grupo control, diferencias que se
mantuvieron a lo largo de los 36 meses en los que se prolongd el estudio (BEEN & ENGEL, 1982),

siempre en ausencia de sobrecrecimiento gingival o aumento de la profundidad del surco gingival.

Por el contrario, demuestran una dréstica disminucion de ia inflamacién periodontal,
valorada mediante sondaje, en los pacientes inmunodeprimidos, aunque esta reduccion no alcanza

en ningin caso niveles normates,

En los pacientes en dialisis, la inflamacion era leve a pesar del alto porceniaje de
placa (BEEN & ENGEL, 1982). Por otro lado, el control de la placa dental reduce pero no evita

el desarrollo de la hiperplasia gingival (SEYMOUR & SMITH, 1991).

V-2 DISCUSION DE RESULTADGS DE MORFOMETRIA.

Una de las aportaciones de] presente trabajo, creemos que ha sido, la extrapolacién
del analisis clinico convencional de la hiperplasia gingival valorada en ires grados, leve, moderada
e intensa, hacia un modelo de analisis empleando nuevas tecnologias, como es el Analisis Digital
de Imagen, que permiten por una parte una valoracion objetiva del agrandamiento gingival y por
otra un seguimiento a traves de la obtencion de imagenes periodicas de la progresion o regresion
de la hiperplasia al comparar las diferentes imagenes. En este sentido la introduccion de métodos
basados en Ia aplicacidn de ordenadores y programas especificamente disefiados para ello, ha abierto
nuevas expectativas en la valoracidon de las lesiones tanto macro como microscopicas presentes en
los tejidos u Organos (GIARETTTI et al., 1983), (FERRER- ROCA, 1986), (G® DEL MORAL v

O'VALLE, 1992).

En muestra serie de pacientes, hemos realizado tan sélo un estudio transversal en
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un momento determinado de la hiperplasia gingival, sin que se halla planteado como objetivo de este

trabajo el hacer un seguimiento en el tiempo de la progresion o regresion de la misma.

El método disefiado por nosotros para valorar el crecimiento gingival, es a parie de
original, facil de realizar, pues solo necesita una fotografia digitalizada, superando a la clasica
valoracion clinica e incluso a la aportada por un grupo espafiol de cuantificar la hiperplasia
mediante la obtencion de modelos de escayola (MACHUCA ¥ cols., 1991), si bien adolece ¢l

nuestro, de la cuantificacion tridimensional que este 0itimo aporta.

En el mismo sentido, el método empleado en esta tesis, facilita el estudio evolutivo
de las modificaciones de la encia de los pacientes , desde la fase de espera para el trasplante, en
los dias postrasplante y posteriormente, en sucesivos controles con el fin de demostrar y cuantificar

los minimos cambios que pudieran presentarse.

En relacidén con el THG, que describimos en ef método, establece una relacion entre
el grado de encia hiperplasica vy el area dental descubierta, que actua como factor de correcion
sobre los posibles desequilibrios que pudieran observarse entre pacientes que poseen un mayor o
menor tamafio de estructuras orales y corrige también las variaciones en el procesado técnico de

la fotografia.

De igual forma, el estudio interactivo del area papilar tiene un doble motivo, por una
parte, por ser la zona gingival responsable de la mayvor parte de las hiperplasias gingivales leves v
por otra, el valorar de forma comparativa el crecimiento entre la papila interdentaria v el resto de

la encia (insertada v libre).

A cerca del posible defecto que nuestro indice pudiera mostrar va que solo valora
el sector anterior, cuando la hiperplésia afecta de forma irregular a la totalidad de la boca, merece

la pena destacar gue tal v como esta recogido en la literatura, es en la arcada anterior donde se
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inicia la hiperplasia en la mayoria de los casos (SEIBEL et al. 1989), (PASQUALIN y cols. 1990),

(ROSTOCK et al. 1985), (BARTHOLD, 1987).

El proceso de Anélisis de Imagen, aunque nosotros lo hemos realizado de forma
interactiva, no excluye la posibillidad de que en condiciones idoneas fuese posible confeccionar un
método automitico para la cuantificacion del ITHG en el cual el proceso interactivoe quede
restringido a la funcidon de umbralizacién y segmentacion de la imagen por niveles de gris, sin

necesidad de manipular directamente la imagen desde el monitor del ordenador.

De hecho la introduccion de métodos de Analisis de Imagen en Odontologia esta

cobrando un gran auge y existen va algunas referencias en cuanto a su utilizacidén en implaniologia.

En cuanto a los resultados concretos de nuestra serie, hemos definido tres rangos
de valores diferentes del IHG procurando que tuvieran clerto grado de correspondencia con los tres

grados clinicos descritos por Pasqualin v Pernu (PERNU et al., 1992},

A pesar de ser un numero reducido de casos para poder extrapolar los resultados,
hemos podido definir un valor medio para cada grado de hiperplasia (0.92 + 0.14 HG leve; 1.14 HG
moderada v 2.29 + 0.87 HG intensa) al igual que el IHG en sujetos normales (0.78 * 0.102).
Consideramos no obstante que el nimero de sujetos evaluados debe ser sensiblemente mayor para
conocer los valores medios reales. El hecho de encontrarse tan proximos algunos valores hace que
clinicamente sea dificil establecer correctamente el grado de agrandamiento, que con esta

metodologia quedaria obviado.

Al ser un analisis transversai, no poseemos valores de refencia anteriores v
posteriores de los mismos pacientes, nos hemos limitado a comparar el grado de hiperplasia gingival

con parametros clinicos, histologicos e inmunohistoquimicos estudiados.
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Como podemos comprobar en la grafica n® 4, existe una distribucion relativamente

equivalente entre los tres grados de hiperplasia con una mayor incidencia de las formas leves sobre
las moderadas e intensas, hecho que concuerda con lo recogido en la literatura; sin embargo llama
la atencion el escaso mimero de pacientes sin hiperplasia recogido en nuestira serie, debido como
hemos dicho anteriormente, al sesgo que supone el que nuestra lista de pacientes no esta recogida
al azar de la totalidad de enfermos trasplantados, sino gue corresponde a aquellos que por motivos
funcionales o estéticos acudieron a la consulta de Periodoncia, probablemente si la serie se
extendiera a la totalidad de trasplantados el niimero de pacientes sin hiperplasia aumentaria
notablemente. En este sentido, la serie de 892 enfermnos trasplantados renales, cardiacos y hepaticos
recopilados por los Laboratorios Sandoz, comunica una incidencia de hiperplasia gingival del 3.49%

(SANDOZ LABORATORIES, 1983).

Con respecto a la relacién entre parametros clinicos, cabe mencionar el trabajo de
SEYMUR et al., que compara dos series de pacientes inmunosuprimidos con Azatioprina y CsA,
en un estudio longitudinal, donde se demuestra gue no existen diferencias significativas en los
indices de salud oral en una serie con respecto a la otra, mientras que si existen, cuando se valora
el grado de hiperplasia; como se comprobara después en la discusién de los resultados
histopatologicos este hecho probablemente e: debido a que en todos los pacientes
inmunodeprimidos existe un notable grado de inflamacion gingival presumiblemente derivada de 1a

presencia de factores locales infecciosos (BEEN et ENGEL, 1981).

En nuestra serie, es de notar que los mayores grados de hiperplasia corresponden
también con loz individuos con peores indices de salud oral; cuando se procede al anélisis
comparativo de dichos parametros de salud oral con el ITHG, se comprueba con el coeficiente de
correlacién dg Pearson, la relacidn entre el indice de placa y de sangrado gingival con nuestro THG,
pero solo se cumple en los rangos superiores del indice (IHG>1.5), de forma que en los pacientes

con hiperplasia leve no existe esta relacion.
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Esta aparente discordancia entre los grados de hiperplasia gingival morfomeétrica y

los indices de zalud oral en los pacientes tratados con CsA, también ha sido descrito por SEYMUR,
SMITH vy ROGERS en su estudio longitudinal, arguyen que esta diferencia en sensibilidad es debida
a que los indices gingivales son unos meétodos subjetivos para valorar la inflamacion gingival
(SEYMOUR et al., 1987); ademas este autor al igual que nosotros, encuentra una notable diferencia
entre la valoracién de la hiperplasia utilizando un modelo morfologico, en su caso estudio en
modelos plasticos tridimensionales obtenidos de crecimientos gingivales provocados por la
difenilhidantoina, publicado en 1985, y en el nuestro un modeloc de andlisis digital, con los
parametros de salud oral, hecho que estos autores discuten, ser motivado por la discrepancia
observada en la sensibilidad entre los dos métodos, el indice gingival, pese a todo es un meétodo
subjetivo para asegurar la inflamacion de la encia (no informa sobre el grado de inflamacion), en
tanto que el método de analisis de imagen, usado por nosotros como el propuesto por ellos, es
totalmente objetivo con respecto a la cuantificacién exacta, por eso la valoracion por estos métodos
es mucho mas fiable y precisa que la simple valoracidon clinica donde evidentemente al distribuir a
los pacienten en tres grupos suele cumplirse que los pacientes con menores grados de hiperplasia

suelen mantener mejor salud oral que los restantes.

V-3. DISCUSION SOBRE LOS EFECTOS DE LA MEDICACION

INMUNOSUPRESORA EN LA INFLAMACION PERIODONTAL

La administracion de altas dosis de farmacos inmunosupresores como Azatioprina

v Prednisona reducen drasticamente la inflamacion gingival (SCHULLER et al., 1983).

V-4. DISCUSION SOBRE EL FENOTIPO DEL INFILTRADO INFLAMATORIC

EN LA HIPERPLASIA GINGIVAL SECUNDARIA A CICLOSPORINA A.

Todas las biopsias estudiadas se obtuvieron mediante escision quirtirgica de una

minima parte de la papila interdentaria que no supuso ningin riesgo para el enfermo ni ccasiond
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complicacién alguna; permitiendo 1a obtencién, en la mayoria de los casos, de un material suficiente
para realizar los estudios histopatolégicos, uliraestructurales e inmunochistoquimicos comentados en

el correspondiente apartado de material y métodos.

El empleo de técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos monoclonales permite
catalogar los diferentes infiltrados celulares presentes en las muestras de tejido y en nuestro egtudio
para determinar el infiltrado existente en mucosa gingival, reconociendo y deslindando los diversos
subtipos de linfocitos v monocitos, gque pueden ayudar a comprender los mecanismos de respuesta
inmunitarios vy las modificaciones secundarias a la administracién de farmacos inmunosupresores e
igualmente, conocer la respuesta inflamatoria inespecifica manifiesia en la enfermedad periodontal.
{(SCHULLER et al.,, 1973). Un tercer argumento importante es el hecho de poder establecer
diferencias entre HG de distinta etiologia en base al diferente tipo de infiltrado inflamatorio, habida

cuenta de la similitud tanto clinica como histopatoldgica que manifiestan estas patologias.

La posibilidad de cuantificar los subtipos celulares v la expresién de receptores de
membrana reduce, al menos en parte, la subjetividad del observador v permite objetivar mejor los
resultados. Esta sistemaética se viene aplicando a otros estudiog bidpsicos como es la valoracidn de
fos infiltrados inflamatorios presentes en el parénquima renal de los injertos, para la evaluacion en

lag crisis de rechazo (GARCIA DEL MORAL y col, 1991a, 1991b).

Son escasas las resefias bibliograficas sobre la valoracion mediante anticuerpos
monoclonales del infilirado inflamatorio de la mucoga gingival, el enfermos sometidos a tratamiento
cromico con CsA v las existentes se limitan a la descripeidn cualitativa del infiltrado presente 6lo
v exclusivamente a nivel epitelial, no prestando atencién al infiltrado presente en el corion mucoso
(BARTYHIOL, 1987), (SAVAGE et al., 1987}, (FRISKOPP et al., 1986). De igual forma, los estudios

ze centran fobre un reducido nmimero de casos,

Por ouro lada ¢l panel de anticuerpos evaluado en los anteriores estudios no
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demuesira, todos los subtipos de células linfo-monocitarias presentes en las biopsias, centrando
su estudio en la demostracion de la presencia de células dendriticas o de Langerhans que marcan
con el Leub y estableciendo la proporeion de linfocitos T y expresion de HLA clase I ¥ II (DP,

DQ) presentes a nivel de la capa basal ¥y en el corion de las biopsias gingivales (NIIMI et al.,
1990).

Del anélisis comparativo de nuestros resultados inmunohistoquimicos referentes a
las subpoblaciones leucocitarias infiltrantes en el coridén mucoso de los pacientes con hiperplasia
gingival frente a los controles, demuestra notables diferencias entre las poblaciones de los pacientes
con agrandamiento gingival fundamentalmente relativas a las céhulas CD45,CD3,CD4 v CDS§, es
decir la poblacidn leucocitaria total v la poblacidén de células T globales inchiyendo las
subpoblaciones de células cooperadoras o Helper y supresoras, asimismo existe una notable
diferencia en la subpoblacién de macrdfagos infiltrantes en el coridn mucoso.

No ocurre sin embargo este hecho diferenciador tan notable, en el caso de los linfocitos B totales,

lag células K, y las céjulas NX.

De forma muy lamativa en nuestro estudio, las poblaciones en las gue existen
mayores diferenciaz son las que tedricamente son coniroladas por la CsA (BOREL, 1976, 1977).
Los pacientes que desarrollan hiperplasia gingival tienen un nivel bajo de immunosupresion a nivel

gingival, con un infiltrado inflamatorio Que parece no estar sometido, o que se escapa, a la

inmunosupresion,

La experiencia en rtrasplantes renales, es gue cuando un individuo esta bien
inmunosuprimnido, los infiltrados inflamatorios son més por macréfagos que por células T, de hecho
el rechazo renal en individuos trasplantados bien inmunosuprimidos es por macréfagos, estande las
celulas CD4,CDR v CD3 muy bajas o casi inexistentes, v esto no es lo que ocurre en estos sitjetos
que ademas de macrdfagos tienen CD4, CD3 vy CDS que son las que controlaria 1a CsA v gue aqui,

a nivel gingivel por las razones que sean no =stan giendo controladas,
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En nuestra serie de casos, no fue posible realizar la determinacién sérica ni

intralesional del auténtico mediador controlado por la CsA, que es la interleuguina 2.

Del trabajo de Niimi et al, que e3 el finico donde se comenta un estudio
semicuantitativo de subpoblaciones leucocitarias, se deduce que la expresion de leud (CD3) es
menor en la HG inducida por CsA que en los controles, hecho gque se encuentra en total
contradiccion con nuestros resultados. Interpretamos que puede ser debido a que €l estudio se
reflere a un solo caso y que la valoracién fue realizada cualitativamente. Nosotros hemos evaluado
27 casos v contabilizado el ntimero de células mononucleadas en la submucosa gingival por mm2
de superficie, se demuesira significacion estadistica, no sélo al comparar con los suietos control,
ino también con los enfermos tratados con CsA que no han desarrellade HG. En este sentido es
manifiesta la correlacion existente entre el indice de hiperplasia gingival y la expresion del antigeno
leucocitario comin {CD45) {r=0.53), que indica la presencia de més infiltrado inflamatorio en los

casos de mayor grado de hiperplasia.

Por otra parte, Friskopp y colaboradores han estudiado el infiltrado linfoide v
monocitario en bicpsias gingivales de cince paciente: utlizando un reducidisimo panel de AcMop,
aunque demuestran que el infilirado se encuentra constituide principalmente por linfoeitos T ¥
monocitos-macrofagos siendo minima la presencia de linfoeitos B, en contraste con los sujetos
sanos qie tienen escaso infiltrado mononuclear bésicamente constituido por linfocitos T
(FRISKOPP et al., 1986). Estoz datos s concuerdan con los obtenides por nosotros, si bien la

manera mas perfecta de cuantificarlos en nuestro estudio supone variacidn en el computo final de

resultados.

Para concluir con el estudic convencional de subpoblaciones leucocitarias
convenciongles, la hipdtesis mas plausible que explica nuestros resultados es que debido a que ia
inflamacion iocal clinicamente maniflesta en forme de gingivitis en estos pacientes, influitda en el

desarrcllo de una respuesta mumunivaria normal en un paciente con una tolerancia mmunologica al

fnt
e
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injerto renal, a favor de esto aboga, ¢l hecho de que la tasa de crisis de rechazo renal en nuestros

pacientes es notablemente baja.

Los pacientes con mayor grado de hiperplasia gingival y por lo tanto con mayores
grados de inflamacion, realmente tienen descontrolado el brazo inmune que comienza en macrofagos
que segregan IL-1 que recluta CD4 {que estan activados en estos pacientes aun tomando CsA) y
estas segregarian mediadores que probablemente estarian en la base de la hiperplasia ( CD4

segregaria factores de crecimiento epitelial, factores fibrogenicos entre ellos gammainterferon y otros

factores).

V-5. DISCUSION SOBRE EL MECANISMO DE INDUCCION DE HIPERPLASIA
GINGIVAL SECUNDARIA A FARMACOS.

En términos generales se ha implicado en la patogénesis de la hiperplasia gingival
secundaria a farmacos (HGSF), una serie de factores que con mayor 0 menor peso especifico, ha
demostrado cierta relacién con la misma. Entre ellos e encuentra: La inflamacién motivada por la
placa bacteriana; el incremento de glicosaninoglicanos sulfatados; defectos en la inmunidad local;
fenotipos diferentes en los fibroblastos gingivales; factores de crecimienic; la farmacocinética y la
capacidad de union de la droga a los teiidos; actividad colagenasa; alteracidn del fiujos de la bornba
Na'/ Call en los fibroblastos; deéficit de acido folico y por Ultimo la combinacion de varias de estacs

hipétesis individuales (BROWN et al., 1991).

El componente inflamatorio bacteriano es necesario para la expresion de este efecto
colateral, Diferentes estudios han demostrado que la profilaxis ¥y la buena higiene dental pueden
reducir o prevenir Ia HGSF. O'Neil & Figures han probado la eficacia de la clorchexidina como
agente con accién antiplaca en el tratamiento de la HG por difenilhidantoina (O'NEIL & FIGURES,
1982), iguaimente Svirsky y colaboradores, han logrado la detencidn de la HG secundaria a CsA

(SVIRSKY et al., 1990). Daley v colaboradores han evidenciado que los sujetos con excealente
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higiene dental presentan, en el peor de los casos, ligera HG pero sin mamnifestaciones clinicas

evidentes (DALEY et al., 1984).

Por otro lado, Seymowr & Smith Han constatado el beneficio que supone ! control
de la placa bacteriana y de los irritantes locales, si bien, reconocen que no son los Yinicos factores
gue intervienen en la HG. En su estudio prospectivo sobre 27 enfermos, separado en dos grupos
ramdomizados, uno de los cuales fue sometido a un exhaustivo programa de control de higiene
dental que incluia instrucciones sobre el cepillado, uso de seda dental, raspado y alisade con
cobertura antibidtica, permite mantener los indices gingival y de placa semejantes a los presentados
en condiciones basales, mientras que sin estar medidas higiénicas, los sujetos sometidos @

tratamiento con CsA, tras un periodo de 6 meses, incrementan dichos indices de forma significativa

(SEYMOUR & SMITH, 1991).

En nuestra serie, donde no se han tomado medidas higiénicas bucales previas, hemos
constatado correlacidn estadistiticamente significativa entre el grado de hiperplasia gingival v los
indices de placa v sangrado (r=0.4660 y r=0.500 respectivament=). En este sentido, se trata de dos

indices que demuestran también correlacion estadistica entre si (r=0.707).

De igual forma a favor de esta hipdtesiz, nuestros datos manifiestan que en general
los sujetos Inmunosuprimidos tiemen unos indices orales por encima de la normalidad y que los
pacientes que tienen més de 60% de indice de placa v de sangrado muestran mayor grado de
hiperplasia gingival, constatandc con ello la relacion que guarda con éstos 1ltimos.

A pesor de que g2 ha argliido contra &} sistema de medicidn de placs de Silness &
Lde (1964), que se trata de un método puramente cuantitativo, que no tiens en cuenta la microflors
ni patogenicidad de la placa vy que no valora la placa subgingival 14 la capacidad de produsir
alteraciones gingivales (SEYMOUR & SMITTL, 1991); en nuestri experieticia ¥ sietupre que uo s

encuentre sesgadn por cepillads previo o la determinacidn, e un mmdice necesario determinar,
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proceder al seguimiento e intentar controlar en los enfermos tratados con CsA.

Este hecho es extensivo para HG secundaria a otros farmacos como la
difenithidantoina, donde el control de la placa dental evita la produccién de HG (MODEER &
ANDERSON, 1986).

La relacion placa dental e inflamacion también ha sido claramente establecida
(McGRAW et al., 1987). Nuestros resultados indican que el infiltrado inflamatorio (CD45) guarda

relacidn con el indice placa v de sangrado.

El papel gque juega la farmacocinética de la CsA ¥ su capacidad para unirse o
depositarse en tejidos u otras estructuras debe ser tenido en cuenta, En este sentido, McGraw y
colaboradores han confirmado los resultados obtenidos por Conrad y cols, para [a difenithidantoina,
que demostraron una ralacidon directa entre los niveles de excrecidn de CsA por la saliva v el
desarrollo de HG; igualimente, no hallaron relacion entre 1a severidad de la HG v los niveles de CsA
el siero (MeGRAW et al., 1987), (CONRAD et al.,1974}. A este respectc, en nuestro protocolo
no hemos recogido la determinacion de CsA en secrecidn salivar, :{ en plasma donde encontramos
resultados superponibies, corroborando la falta de relacion entre el grado de HG v los niveles sérico

de CsA.
Fuiano y cols. han sugerido que para semejante grado de higiene oral la severidad
de la HG, en pacientes trasplantados, se encuentra relacionada con los niveles de CsA en sangre

(doc 32 de 33).

No se debe olvidar que la placa dentaria =5 un posible reservoric local de CsA

ctando se administra por via oral (buscar e! trabajo para ampliar el comentario).

En este sentide, Lemos determinado por primera vez el deposito de CsA en el coridy
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mueeso gingival mediante téenicas inmunohistoquimicas, demostrando un alto grado de correlacion
entre este deposito v el desarrolio de hiperplasia gingival (r=0.88). Estos datos permiten especular
sobre el papel que juega el factor local de acumulacién de CsA que puede ser diferente para cada
enfermo y que no guarda relacion con los niveles séricos. En relacion con el aciumulo de CsA in
situ, Seymour y colaboradores han estudiado el deposito de CsA sobre la Placa dentaria verificando

la relacidn que dicho depodsito local tiene con la aparicion de HG.






Conclusiones

Vi. CONCLUSIONES.

1.- Fl grado clinico de hiperplisia gingival inducida por CsA, guarda relacion con
los indices de higiene oral {de placa y gingival).

2.- Se aporta un nuevo indice, el de hiperplasia gingival por CsA, que permitira
predecir con gran exactitud y a través de una simple fotografia, el grado lesional
del periodonto de proteccion en cuanto al incremento en su tamafio.

3.~ Las caracteristicas fenotipicas de las celulas intersticiales inflamatorias en las
muestras de las biopsias obtenidas de la encia hiperplasica, tienen una
gran similitud con las poblaciones existentes en la enfermedad pericdontal no
jatrogénica.

4.a.— El incremento del espesor del epitelio de revestimientc en la hiperplasia
gingival se produce mas por un mecanismo expansivo que proliferativo,
hecho gue consideramos esta en relacion con la localizacion intraepitelial de la
CsA.

4.b.- Los estudios inmunohistoguimicos y ultraestructurales apoyan la hipotesis de
que, en gran parte la reaccién fibrosa en la hiperplasia gingival por CsA se
originaria por Ia accion indirecta de la CsA.

5.- El estudio estadistico aplicado en el gue se correlacionan datos clinicos,
anafltticos, morfolégicos v morfomeétricos permiten concluir que: El indice de
hiperplasia gingival que hemos desarroliado se relaciona directamente con la
CsA intralesional y ias poblaciones celuiares CD45 y macréfagos, lo que sugiere
una participacién impotante de la inmunidad inespecifica.
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6.- El que existan pacientes tomando CsA durante largo tiempo sin desarrollar HG
es muy posible que este relacionado con la diferente sensibilidad de las
diversas subpoblaciones fibroblisticas. Por tanto consideramos que para que se
induzea HG, los pacientes deberin poseer el determinante antigénico de la
susceptibilidad del periodonto a la CsA. En este sentido es posible, que dicha
susceptibilidad pueda estar vinculada al fracaso de los mecanismos detoxicantes
generales de la CsA.
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