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RESUMEN

Introduccioén: La ciclosporina A es un inmunosupresor utilizado
para prevenir el rechazo de 6rganos trasplantados. Alrededor
de un 30% de los pacientes tratados con este inmunosupresor
desarrollan agrandamiento gingival. Sin embargo, los eventos
celulares y moleculares que causan este agrandamiento son adn
desconocidos. El propésito de este trabajo es el de conocer como
la ciclosporina A afecta los niveles de expresion y produccion de
colagenatipo |. Material y métodos: Fibroblastos derivados de una
biopsia de un paciente tratado con ciclosporina A se utilizaron para
conocer tanto la expresion, mediante RT-PCR, como la produccién,
mediante inmunocistoquimica, de la colagena tipo |. Resultados:
Los fibroblastos de encia del paciente tratado con ciclosporina A
tuvieron mayor cantidad de ARN mensajero de colagena tipo | que
los fibroblastos de un individuo sano. Congruente con este hallazgo,
se encontrd una cantidad de colagena tipo | mayor en los fibroblastos
del paciente que en los fibroblastos del individuo sano. Conclusién:
La ciclosporina A induce un aumento en la expresién y produccion
de colagena tipo | por los fibroblastos de la encia.

Palabras clave: Agrandamiento gingival, ciclosporina A, inmuno-
supresores, colageno tipo |, fibroblastos.
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ABSTRACT

Introduction: Cyclosporine A is an immunosuppressor used to pre-
vent rejection of transplanted organs. About the 30% of the patients
treated with this immunosuppressor develop gingival overgrowth.
However, the precise cellular events that lead to the pathology are
unknown. The aim of this study is to understand how cyclosporine
A could be altering the expression and production of collagen |I.
Material and methods: Fibroblast cultures derived from a biopsy
of a patient treated with cyclosporine A were used to document
both the expression, by RT-PCR, and the production, by immuno-
cytochemistry, of collagen |. Results: The amount of messenger
RNA for collagen | was higher in gingival fibroblast of the gum of
a patient treated with cyclosporine A than in gingival fibroblast of
the control person. In concordance with this result, the amount of
collagen expressed in gingival overgrowth fibroblast increased
with respect to the control fibroblast. Conclusion: cyclosporine A
induced the overexpression and overproduction of collagen type |
by gum fibroblast.

Key words: Gingival overgrowth, cyclosporine A, immunosuppres-
sive drugs, collagen type |, fibroblasts.

INTRODUCCION

La ciclosporina A es un potente inmunosupresor
muy utilizado para prevenir el rechazo de 6rganos
trasplantados.l? Sin embargo, promueve diversos
efectos secundarios como disfuncién renal, hiperten-
sién, hirsutismo e hiperlipidemia.?* Adem4s, puede
causar agrandamiento gingival en aproximadamen-
te el 30% de los pacientes tratados.3

El agrandamiento gingival es el crecimiento
exacerbado de la encia y se clasifica con base en los
factores etioldgicos y los cambios fisiolégicos que lo
provocan.®” La clasificacién comprende el agranda-
miento inflamatorio, el inducido por farmacos, el re-
lacionado con enfermedades sistémicas, el neoplasico
y el idiopdtico.? Existen algunos reportes que indican
que el agrandamiento gingival también puede ser
heredado.? El agrandamiento gingival eventualmen-
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te causa problemas de lenguaje, de masticacién, de
erupcién dental y de estética.? El primer caso clinico
reportado con agrandamiento gingival inducido por
farmacos (en este caso Fenitoina) fue descrito en
1983.10 El proceso de agrandamiento gingival comien-
za con un crecimiento indoloro en forma circular de
la papila interdental, que se puede extender al mar-
gen gingival vestibular y lingual, dependiendo de su
severidad.” El agrandamiento gingival se presenta
preferencialmente en el sector anterior de la boca y
tiene una mayor prevalencia en nifios.!!'!2 En el caso
del agrandamiento gingival inducido por ciclosporina
A, las caracteristicas antes mencionadas se observan
a los tres meses de iniciado el tratamiento!® y se ve
exacerbado en presencia de placa dentobacteriana.?14

El agrandamiento gingival inducido por ciclospo-
rina A promueve cambios en la morfofisiologia de los
fibroblastos gingivales. En el modelo de rata, se ha
observado que los fibroblastos gingivales presentan
alteraciones histopatoldgicas y morfolégicas ante el
tratamiento con ciclosporina A.'16 Con base en estas
observaciones, el modelo de rata se ha utilizado para
conocer: si el agrandamiento gingival es mas grave
en la maxila que en la mandibula, cudl es la dosis
y el tiempo minimo de tratamiento para causar el
agrandamiento gingival,!” y si la edad es un factor
que favorece el agrandamiento gingival.'® El modelo
de rata se ha usado también, para conocer si existen
cambios en la degradacién de colagenal®?2! o incre-
mentos en la produccién de coldgena.'® En humanos,
sin embargo, los acontecimientos celulares y molecu-
lares que generan el agrandamiento gingival no se
conocen con detalle y los reportes son controversiales.
Los modelos de fibroblastos gingivales humanos in
vitro se generan tratando con ciclosporina A fibro-
blastos humanos normales. Estudios con fibroblastos
humanos muestran que la proliferacién de los fibro-
blastos aumenta como respuesta al tratamiento con
ciclosporina A??2 y que la degradacién de matriz ex-
tracelular promovida por agrandamiento gingival se
ve alterada.!??324 Para investigar el comportamiento
de la expresién y produccién de colagena tipo I en
humanos generamos una linea celular de fibroblastos
derivada de un paciente tratado con ciclosporina A.

MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares. Se utilizaron dos lineas de fibro-
blastos gingivales para el desarrollo de este trabajo.
La primera linea, GCon se gener6 en nuestro labora-

torio al derivar fibroblastos gingivales de una biopsia
de paladar de un hombre sano de 24 anos de edad
(Figura 1A y 1B). La segunda linea GCsA también
se generd en nuestro laboratorio, al derivar fibro-
blastos gingivales de una biopsia de agrandamiento
gingival en papila interdental de un paciente varén
de 14 afos de edad con trasplante renal y tratado
con ciclosporina A (Figura 1C).

Derivaciéon de lineas celulares. Cada biopsia
se mantuvo en medio de cultivo Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM; GIBCO; Grand Island, NY)
suplementado con L-glutamina (GIBCO; Grand Is-
land, NY), 10% de suero fetal bovino (GIBCO; Grand
Island, NY) y una mezcla de antibidticos y antimi-
cético con penicilina, estreptomicina y anfotericina
B (100X, GIBCO; Grand Island, NY). Las biopsias
se lavaron con D-MEM y se fragmentaron con un
bisturi hoja # 22 en porciones de aproximadamente
1 mm3 sobre una caja de Petri. En seguida, se tomé
el contenido de la caja de Petri y se centrifugd a
1,500 revoluciones por minuto (rpm) durante tres
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se descarté y se agregaron 5 mL de una disolucién
al 0.25% de colagenasa IV (Sigma-Aldrich; Saint
Louis, MO) en medio de cultivo D-MEM. La biopsia
se mantuvo en esta disolucién por dos horas en un
bafio con agitacién constante a una temperatura de
37 °C. Adicionalmente, la biopsia se agit6 cada 15
minutos por 15 segundos en un agitador mecanico.
La biopsia se centrifugd bajo las mismas condiciones,
el botdn celular obtenido se resuspendié en D-MEM
suplementado y se sembr6 en un frasco de cultivo
de 25 cm® (COSTAR, Corning Inc. NY). Las lineas
celulares se incubaron (Nuaire; Plymouth, MN) en
condiciones estandares a 37 °C y una atmoésfera
htimeda con 5% de CO,,. Al llegar a confluencia, las
lineas celulares se despegaron con 0.25% de tripsina
(GIBCO; Grand Island, NY) y se resembraron en
frascos de cultivo de 25 cm3. Todos los procedimien-
tos de derivacion de fibroblastos se realizaron en
condiciones estériles.

Extracciéon de ARN mediante técnica de
Trizol. En cajas de cultivo de seis pozos (COSTAR,
Corning Inc.) se cultivaron las lineas celulares y se
llevaron a confluencia para extraer el ARN. A grosso
modo, se retiré el medio de cultivo de cada pozo y se
lavé con dos mL de PBS. Se adicion6 1 mL de trizol
(Life Technologies Corporation, Invitrogene, USA)
que se recuper6 en un tubo Eppendorf. Posterior-
mente, al tubo se agregaron 200 pL de cloroformo
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y se incub6 durante cinco minutos a temperatura
ambiente. El tubo se centrifugé a 12,000 rpm a 4
°C por cinco minutos para obtener la fase acuosa
y ser transferida a otro tubo Eppendorf. Al tubo se
agregaron 500 uLl. de isopropanol, se agitaron por
10 segundos y se dejaron reposar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. El tubo se centrifugé
a 12,000 rpm por cinco minutos a 4 °C y se obtuvo
el botén de acidos nucleicos. El botén se lavd con
etanol al 75% y se centrifugé a 7,500 rpm por cinco
minutos a 4 °C. El etanol fue removido y el tubo se
dejb secar a temperatura ambiente. Por Gltimo, el
botén se disolvié en 30 puLi de agua con DEPC y se
incubd en un termoblock (Lab-line; multiblock) por
cinco minutos a 55 °C. Las muestras se congelaron
a -70 °C hasta su uso.

Cuantificacion e integridad del ARN de las
lineas celulares. El ARN extraido de cada una de
las lineas celulares se cuantific6 en un Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific Inc. USA). Dos microgra-
mos de ARN total de cada muestra fueron separados
por electroforesis en geles de agarosa al 1% de aga-
rosa para observar su integridad (BIO-RAD; USA).

Retrotranscripcion (RT) y reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR). Para comparar la
expresion de colagena I en las lineas celulares GCon
y GsA se realizé una retrotranscripciéon y una PCR
de un solo paso, utilizando el kit SuperScript One-
Step RT-PCR with platinum Taq (Life Technologies
Corporation, Invitrogene, USA).
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Figura 1.

Morfologia de las lineas celula-
res GCon y GCsA. A: Explante
de biopsia de encia de paciente
tratado con ciclosporina A que
muestra la migracion de los fibro-
blastos gingivales hacia el frasco
de cultivo. B: Morfologia de la li-
nea celular GCon. C: Morfologia
de la linea celular GCsA.

Se utilizaron 25 ng/uL. de ARN para cada reaccién
de RT-PCR. La secuencia de los primers se muestra
en el cuadro I 2%y el programa para el PCR en el
cuadro II. Los productos del RT-PCR se separaron
en una camara de electroforesis (Continental Lab
Products; México, D.F.) en geles al 1% de agarosa
con bromuro de etidio y se observaron en el fotodo-
cumentador de rayos ultravioleta DNR MiniBispro
(DNR Bio-Imaging Systems Ltd.; USA).

Inmunocitoquimica. Para evaluar la produccion
de la matriz de colagena, se cultivaron células tanto de la
linea celular GCon como de la linea GCsA en cubreobje-
tos colocados en cajas de cultivo de seis pozos (COSTAR;
Corning Incorporated, Corning, NY). Después de 48 ho-
ras de que los cultivos llegaron a confluencia y se fijaron
con paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich Saint Louis,
MO), los cultivos fueron lavados con PBS e incubados
con 0.25% hialuronidasa en PBS (Sigma-Aldrich Saint
Louis, MO) una hora a 37 °C. Los cultivos fueron lavados
con PBS e incubados con disolucion bloqueadora (0.5 M
Tris, 1.5 M NaCl, 5% albumina, pH = 7.4) una hora a
temperatura ambiente. Los cultivos fueron incubados
con el anticuerpo de ratén anti-colagena tipo I (Colla-
gen Type I [D-13] sc25974; Santa Cruz Biothecnology;
Santa Cruz, CA) en dilucién 1/100 por 24 horas a 4 °C
en camara hiimeda. El anticuerpo primario se lavd
con PBS dos veces durante cinco minutos. Los cultivos
fueron incubados con disolucién bloqueadora durante
una hora a temperatura ambiente y posteriormente
lavados con PBS por cinco minutos. Los cultivos fueron
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Cuadro I. Secuencia de primers para PCR.

Producto  Temperatura
Secuencia Sentido Secuencia Antisentido final (pb)  de alineacion
COL-1 COL-1 347 61 °C
5’- GGC GGC CAG GGC TCC GAC - 3° 3"-AAT TCC TGG TCT GGG GCA CC - 5°
GAPDH GADPH 571 62°C

5- ATT CCA TGG CAC CGT CAAGGC T -3

3’-TCAGGT CCACTGACACGT T-5

Cuadro II. Programa del termociclador para RT- PCR.

Paso Temperatura Tiempo Funcién
1 50 °C 30 minutos Retrotranscripcion
2 94 °C 2 minutos Desnaturalizacion
3 94 °C 1 minuto Desnaturalizacion
4 61°Cy62°C 30 segundos Alineamiento de primers
B 72°C 1 minuto Elongacion
6 Ir al paso 20 ciclos NUmero de repeticiones del paso 3 al paso 5
7 15°C Mantener

incubados con anticuerpo anti-IgG de ratén Alexa 488
(Santa Cruz Biothecnology; Santa Cruz, CA) en dilu-
ci6n 1/1000 a 37 °C por dos horas. Los cultivos fueron
lavados con PBS durante cinco minutos. Las laminillas
fueron observadas en un microscopio Olympus (BX63;
Olympus Latin America Inc.).

Los reactivos cuya marca no esta especificada
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich;
Saint Louis, MO).

REsuLTADOS

Morfologia de las lineas celulares. Las lineas
celulares GCon y GCsA no mostraron diferencias
morfoléogicas evidentes (Figura 1). Sin embargo,
el patrén de distribucién celular en el cultivo es
diferente. Mientras que la linea control GCon
presenté una organizacién en la distribucién de
los fibroblastos en cultivo (Figura 1B), la linea
GCsA presenté una distribuciéon desordenada.
Los fibroblastos de la linea GCsA se organizan
en circulos y no respetan los bordes de las otras
células, es decir, proliferan encima de otros fibro-
blastos (Figura 1C).

Integridad del ARN de las lineas celulares.
La integridad del ARN extraido de las lineas celula-
res GCon y GCsA se observé mediante una electrofo-
resis. En ambas lineas celulares se presentaron dos
bandas que corresponden a los ARN ribosomales de
28S y de 18S, lo que demuestra que el ARN estaba
integro (Figura 2A).

Expresion y produccion de coldgena tipo
I. Para conocer el efecto de la ciclosporina A sobre
la expresién de colagena, realizamos RT-PCR con
ARN extraido de las lineas celulares GCon y GCsA.
Los resultados muestran mayor cantidad de cola-
gena tipo I en la muestra de los fibroblastos de la
linea celular GCsA (Figura 2B). Como control de
la reaccion de RT-PCR se utilizé la gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Los productos
de PCR para GAPDH en ambas lineas celulares son
idénticos (Figura 2B).

En el caso del efecto de 1a Ciclosporina A sobre la
produccién de colagena secretada por los fibroblastos
de las lineas celulares Geon y GCsA, hicimos pruebas
de inmunocitoquimica contra colagena tipo I. La
producciéon de colagena fue mayor en la linea celular
GCsA proveniente del paciente con agrandamiento
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Figura 2. Integridad del ARN y RT-PCR para colagena tipo | en las lineas celulares GCon y GCsA. A: Electroforesis de ARN. El carril 1 muestra la
integridad del ARN de la linea celular GCon y el carril 2 el de la linea GCsA. Las bandas corresponden a los ARN ribosomales de 28 Sy 18 S. B:
Electroforesis de los productos de RT-PCR. El carril 1 corresponde a la referencia de los fragmentos de diferentes tamarios en pares de bases, los
carriles 2y 3 a la expresidn de colagena tipo | y los carriles 4 y 5 a la expresion de GADPH de las lineas celulares GCsA y GCon, respectivamente.

Figura 3. Produccion de colagena tipo | en las lineas celulares
GCon y GCsA. Inmunocitoquimica para coldgena tipo I. Fibras
de colagena tipo | depositadas por fibroblastos de las lineas ce-
lulares GCon (A) y GCsA (B). Escala 50 pm.

gingival causado por ciclosporina A en comparacién
en la linea celular GCon proveniente de un pacien-
te sano (Figura 3). La disposicién de las fibras de
colagena en la linea celular GCsA es diferente a la
linea celular control GCon. Las fibras de colagena
se ven definidas y organizadas en el caso de la linea
celular control GCon. En cambio, en la linea celular
GOCycA se ven difusas y desorganizadas.

Discusion

Existe un creciente niimero de pacientes con tras-
plante de érganos en México. Para evitar el rechazo
de los trasplantes es necesario inmunosuprimir al
paciente. La ciclosporina A es uno de los fAirmacos

mas utilizados para este fin. Sin embargo, este in-
munosupresor promueve agrandamiento gingival
en un gran numero de los pacientes tratados. Con
el propdsito de entender de manera individual los
cambios que la ciclosporina A promueve en el pe-
riodonto de los pacientes, derivamos fibroblastos
gingivales de una biopsia de un paciente adolescente
con trasplante renal.

La morfologia de la linea celular GCsA no es muy
diferente a la de la linea celular control GCon. Sin
embargo, seria necesario un andlisis morfol6gico mas
detallado para conocer si realmente la morfologia
no se ve alterada. En cuando al patrén de distribu-
cién de las lineas celulares en el frasco de cultivo,
las células de la linea GCsA tienen un patrén de
crecimiento circular; y cuando el frasco empieza a
llenarse, las células no respetan los bordes de las
otras células formando entramados entre ellas. Esto
se puede deber a alteraciones celulares que impiden
el reconocimiento de otra célula. Para conocer el me-
canismo preciso de este hecho empezamos a realizar
estudios de adhesién y migracion celular.

En cuanto a la expresion de colagena, observamos
que ésta se incrementd en la linea celular GCsA con
respecto a la linea control GCon. Esto significa que los
fibroblastos tienen maés activo el gen de colagena tipo
I. En concordancia con este hecho, observamos por in-
munocitoquimica que la expresion es traducida y, por lo
tanto, tenemos una mayor produccién de colagena tipoI.

Diversas enzimas participan en la degradacién
de la matriz extracelular. Las metaloproteinasas de
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la matriz (MMP) pertenecen a este tipo de enzimas
y se clasifican en colagenasas, gelatinasas, estrome-
lisinas y matrilisinas.?6 La coldgena es degradada
principalmente por colagenasas. La metaloprotei-
nasa tipo I (MMP-1) es una colagenasa que corta la
cadena original de colagena en fragmentos de % y
%, estos fragmentos tienen menor resistencia que la
coladgena intacta, por lo cual pueden ser desnatura-
lizados y degradados por otras proteinasas como la
MMP-2. Esta Gltima tiene una accién de gelatinasa,
es decir, que degrada colagena desnaturalizada. La
colagena de la linea celular GCsA es mas abundante
y su patron es desorganizado y difuso; esto podria
deberse a que el sistema de degradacién de la cola-
gena no esta funcionando de manera adecuada y a
que las células no respetan el patrén de crecimiento
normal de los fibroblastos.

Aunado a todo lo anterior, en nuestro laboratorio
observamos que la linea celular GCsA posee una tasa
de proliferacién mayor a la linea celular control (ar-
ticulo en preparacion). Este resultado concuerda con
experimentos en cultivos de fibroblastos gingivales
humanos normales inducidos con ciclosporina A.22

Con base en resultados anteriores, podemos
concluir que el paciente con agrandamiento gingival
inducido por el tratamiento de ciclosporina A se pre-
senta por un aumento en la cantidad de fibroblastos.
Estos fibroblastos poseen mayor expresiéon y pro-
duccién de colagena y probablemente el sistema de
degradacién esté alterado. Esta alternativa se esta
trabajando actualmente en el laboratorio.
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