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Alteration of the Basal Membrane Integrity in Orthodontic Treatment-
Induced Gingival Enlargement
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RESUMEN

Introduccién: El agrandamiento gingival inducido por tra-
tamiento de ortodoncia es un aumento progresivo, locali-
zado o generalizado del tejido gingival.

Objetivo: Determinar aspectos morfologicos en la mem-
brana basal del tejido gingival de pacientes con agranda-
miento gingival inducido por tratamiento de ortodoncia.
Métodos: Estudio descriptivo de corte transversal, donde
se analizaron tejidos gingivales de pacientes con agran-
damiento gingival inducido por tratamiento de ortodon-
cia (grupo test: n=5) e individuos sanos (grupo control:
n=5) mediante analisis histologicos e inmunohistoquimico
con anticuerpo policlonal anti-citoqueratina 14. Las inte-
rrupciones de la membrana basal grado 1 y grado 2 fue-
ron identificadas. Fue utilizado el programa estadistico R
version 4.0.2 para Windows. Se declaro significancia si p
<0,05.

Resultados: Se constato la presencia de rupturas de la
membrana basal en todos los pacientes del grupo test.
Estos individuos presentaron una mayor cantidad de cam-
bios morfologicos en el tejido gingival. Exponiendo asi,
valores estadisticamente significativos de rupturas de la
membrana basal (Grado I) y rupturas rodeadas de células
epiteliales y/o fibroblastos gingivales (Grado Il) en compa-
racion con el grupo control (p <0,001).

Conclusién: El tejido epitelial de pacientes con agranda-
miento gingival inducido por tratamiento de ortodoncia
presenta una evidente pérdida en la integridad de la mem-
brana basal. Estas discontinuidades sugieren un aumento
considerable de la plasticidad del epitelio en pacientes
con agrandamiento gingival inducido por tratamiento de
ortodoncia.

Palabras clave: sobrecrecimiento gingival; membrana ba-
sal; ortodoncia; encia; transicion epitelial-mesénquima.

INTRODUCCION

El agrandamiento gingival (AG) o hipertrofia gin-
gival es un aumento localizado o generalizado, no
neoplasico del tejido gingival, que dependiendo de
su extension, puede inducir alteraciones funciona-
les y estéeticas en el sistema estomatognatico.® El
AG ha sido reportado en pacientes consumidores de
medicamentos anticonvulsivantes, inmunosupreso-
res y bloqueadores de calcio.?3*% Ademas, se asocia
con sujetos portadores de tratamiento ortodonti-
co, una entidad patologica conocida como agran-
damiento gingival inducido por tratamiento de or-

ABSTRACT

Introduction: Orthodontic treatment-induced gingival en-
largement is a progressive, localized or generalized increa-
se in gingival tissue.

Objective: To determine morphologic aspects in the basal
membrane of the gingival tissue in patients with ortho-
dontic treatment-induced gingival enlargement.

Methods: A descriptive and cross-sectional study was ca-
rried out, in which gingival tissues of patients with or-
thodontic treatment-induced gingival enlargement (test
group: n=5) and healthy individuals (control group: n=5)
were analyzed by histological and immunohistochemical
analysis with the polyclonal antibody anticytokeratin 14.
Grade 1 and grade 2 disrupted basal membrane were iden-
tified. The statistical program R (version 4.0.2) for Win-
dows was used. Significance was declared if p was greater
than 0.05.

Results: The presence of disrupted basal membranes was
observed in all the patients from the test group. These
individuals presented a greater number of morphological
changes in the gingival tissue. Compared to the control
group (p < 0.001), statistically significant values were ob-
served for cases of disrupted basal membrane (grade )
and disruptions surrounded by epithelial cells or gingival
fibroblasts (grade ll).

Conclusion: The epithelial tissue of patients with ortho-
dontic treatment-induced gingival enlargement shows an
evident loss of the basal membrane integrity. These dis-
continuities are suggestive of a considerable increase in
epithelial plasticity in patients with orthodontic treat-
ment-induced gingival enlargement.

Keywords: gingival overgrowth; basal membrane; ortho-
dontics; gum; epithelial-mesenchymal transition.

todoncia (AGTO).>® Las alteraciones de las encias,
como aquellas presentes en el AGTO, suelen impac-
tar negativamente la calidad de vida en referencia
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con la salud oral.” Etiologicamente, el AGTO esta relacionado con la biopelicula dental, reacciones alergicas
e irritaciones quimicas.®® Sin embargo, se ha senalado que la tension mecanica generada en las fuerzas com-
presivas para el cierre de los espacios dentales, seria responsable del aumento del tejido gingival en estos pa-
cientes.® Por su parte, la prevalencia del AG en pacientes sometidos a tratamiento ortodontico es de 55 %.©

Estudios histologicos en encias de pacientes con AGTO, ponen en evidencia alteraciones morfologicas del
tejido epitelial y conectivo. En ellos, se expone la pérdida de equilibrio entre la sintesis y degradacion del
colageno, asi como el engrosamiento del epitelio. Las crestas epiteliales alargadas pueden incluso extenderse
hacia lo mas profundo del tejido conectivo.'® Empero, los factores involucrados en el aumento de tamano
del tejido epitelial de pacientes con AGTO y sus aspectos morfologicos, no han sido establecidos. No obstante,
en pacientes con AG por medicamentos, estos cambios del tejido gingival son coherentes con la disminucion
de moléeculas de adhesion como la E-Cadherina y, niveles elevados de proteina especifica de fibroblastos 1(FSP-
1) a nivel celular."

El aumento gingival en pacientes tratados por ortodoncia, seria consecuencia de un incremento en la
plasticidad del epitelio gingival, afectada potencialmente por las tensiones mecanicas ejercidas durante el
tratamiento. Ello ocasionaria eventuales alteraciones en la membrana basal, pérdida de polaridad celular y la
migracion de células epiteliales hacia el tejido conectivo. Este evento estarian acompanado de una transfor-
macion en el fenotipo de las células epiteliales por intermediacion de elementos propios de la transicion epi-
telio-mesénquima (EMT), favoreciendo de manera tardia el deposito incontrolado de fibras de colageno.'? En
efecto, la EMT es un proceso donde las celulas epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimatoso. En la EMT
se reporta la perdida de adherencia de las células epiteliales y migracion hacia la matriz extracelular (MEC)
del tejido conectivo.™ Por lo anterior, con el proposito de dilucidar los cambios celulares del tejido epitelial
de pacientes con AGTO, el objetivo de este trabajo fue determinar los aspectos morfologicos de la membrana
basal del tejido gingival de pacientes con AGTO.

METODOS

Se realizo un estudio descriptivo de corte transversal con una muestra obtenida a conveniencia de 10 pa-
cientes sometidos a cirugia periodontal en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Cartagena. Se ob-
tuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes. Los datos y procedimientos realizados
fueron aprobados por el comité de ética en investigaciones, respetando los principios eticos establecidos en la
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia y demas aspectos contemplados en la ultima
revision de la declaracion de Helsinki." La muestra se dividido en dos grupos, el primero, denominado grupo
test (n=5), estuvo conformado por pacientes con aparatologia ortodontica >1 ano con diagnostico de AGTO v,
el segundo grupo, grupo control (n= 5) integrado por individuos sin hipertrofia gingival no portadores de tra-
tamiento ortoddntico. Unicamente fueron admitidos pacientes en buen estado de salud, mayores de 18 afios
de edad con un indice de placa O’Leary < 15 %, sin medicacion con anticonvulsivantes, inmunosupresores,
bloqueadores de calcio, antiinflamatorio o antibioticos. Se excluyeron pacientes embarazadas, pacientes con
periodontitis o signos radiograficos de péerdida 0sea y pacientes fumadores.

Todos los pacientes fueron sometidos a una fase higiénica periodontal que consistio en brindar elementos
educativos y motivacionales de la importancia de una optima higiene oral. Fue realizado un control de biofilm
bacteriano, raspado, alisado radicular y re-evaluacion tisular en una semana a todos los participantes. Des-
pués, previa aplicacion de anestesia infiltrativa con Lidocaina 2 % y epinefrina 1:80000 en el area quirurgica,
se realizo una incision a bisel externo e intrasulcular con bisturi Bard Parker numero 15. Las muestras de tejido
gingival se obtuvieron mediante procedimientos quirurgico de alargamiento coronal en los individuos sin hiper-
trofia gingival (grupo control) por razones estéticas y gingivectomia, en los pacientes diagnosticados con AGTO
(grupo test). Ambas intervenciones quirurgicas fueron realizadas por un periodoncista previamente calibrado
para tal fin. A los 7 dias, una evaluacion post-quirurgica permitio constatar una adecuada cicatrizacion tisular
y sin complicaciones en todos los individuos participantes.

Preparacion de muestras

Después de la cirugia, las biopsias de tejido gingival fueron lavadas en solucion salina tamponada con fosfa-
to (PBS 1X, Gibco™) y fijadas en paraformaldehido al 4 % durante 48 horas. Luego, las muestras fueron deshi-
dratadas mediante banos en concentraciones crecientes de etanol (30 %, 60 %, 80 %, 95 %,100 %), seguidas
de banos de xileno (Leica Biosystems) durante 5 minutos cada uno y finalmente, incluidas en parafina. Una vez
obtenidos los bloques, se realizaron cortes seriados de 5 pym en un microtomo Leica RM2125 RST. Los cortes
resultantes fueron dispuestos en portaobjetos (Thermo Scientific™). Cuatro laminas consecutivas de un mismo
bloque por cada paciente fueron seleccionadas con el proposito de realizar la coloracion hematoxilina-eosina
(HE) y la detencion inmunohistoquimica de anti-citoqueratina 14.
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Coloracion hematoxilina-eosina

Las secciones de tejido gingival presente en las laminas seleccionas fueron desparafinadas en xileno (Lei-
ca Biosystems) y concentraciones decrecientes de etanol (100 %, 95 %, 80 %, 60 %, 30 %). Luego, fueron
coloreadas durante 5 minutos en hematoxilina de Mayer y lavadas en agua destilada antes de proceder a una
diferenciacion en acido-alcohol durante 30 segundos. Despues, los tejidos fueron sumergidos en eosina duran-
te 3 minutos, lavados en agua destilada y deshidratados en etanol. Finalmente, los tejidos se sumergieron en
Xileno (2x5 minutos) y fueron montados con DPX (Sigma-Aldrich).

Tinciéon inmunohistoquimica

Las secciones seriadas de los tejidos fueron desparafinadas en xileno e hidratadas en banos de etanol.
Inicialmente, los tejidos se incubaron en citrato pHé durante 20 minutos a 97°C. Luego, la actividad de la
peroxidasa endogena fue bloqueada por inmersion de los tejidos en peroxido de hidrogeno al 3 % por 15 mi-
nutos. Despues, los tejidos fueron lavados en solucion salina tamponada con Tris (TBS 1X, Gibco™) y 0,05 %
monolaurato de polioxietilen (Tween®20) (3x5 minutos). A continuacion, se procedio al bloqueo de los sitios
especificos con suero normal de caballo (Vector Laboratories) por 20 minutos. Seguidamente, las secciones
de tejidos fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-citoqueratina 14 (Rabbit polyclonal Anti-KRT14,
HPA023040, dilucion 1:1000, Sigma-Aldrich) durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, previo lavado en TBS 1X/
Tween®20, todas las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario biotinilizado caballo anti-conejo
(Vector Laboratories) a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego con R.T.U VECTATASTAIL® ABC (Vec-
tor Laboratories) (30 minutos). Las células citoqueratina 14 positivas se visualizaron después de la incubacion
de los tejidos en una solucion de sustrato de peroxidasa durante 3 minutos. Por ultimo, los tejidos fueron con-
tracoloreados 30 segundos con Hematoxilina de Mayer y deshidratados en banos de etanol y xileno. Despueés
del montaje con DPX, los tejidos fueron visualizados en un microscopio optico Leica DM 500 conectado a una
camara fotografica.

Evaluacion

Fueron realizadas secciones fotograficas con un aumento de 100x de las prolongaciones epiteliales donde la
distincion entre el tejido epitelial y conectivo eran evidentes. Inicialmente, se constato la orientacion plana de
las células epiteliales, reduciendo asi, las apariencias artificiales en las prolongaciones del epitelio. Aquellas
secciones donde las células epiteliales no tenian un aspecto plano, no fueron tenidas en cuenta. Se evaluaron
3 cortes de tejido gingival por cada paciente, en 5 ubicaciones diferentes por corte. La lectura de los hallazgos
fue realizada por patologos orales, previa capacitacion sobre las estructuras histologicas de los tejidos gingi-
vales. Ellos desconocian la identidad de las muestras y su diagnostico clinico. Cada imagen fue evaluada en 2
momentos y los resultados fueron transferidos a una hoja de calculo de Excel. Los resultados se compararon y
donde hubo inconsistencias, estas fueron resueltas mediante una nueva medicion por un tercer investigador.
La cuantificacion fue realizada mediante el software procesador de imagenes digitales ImagenJ, version 1.50i.
Las interrupciones de la membrana basal fueron contabilizadas segun Uzel(15) y otros, en grados: “grado 1”, si
se producia una ruptura en la continuidad de la membrana basal y como “grado 2”, si la ruptura estaba acom-
panada de células epiteliales o fibroblastos adyacentes.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico R version 4.0.2 para Windows. Inicialmente,
las variables numeéricas (nUumero de rupturas grado 1y grado 2) fueron determinadas con la prueba Shapiro-Wi-
lk. Dada la ausencia de una distribucion normal, fue realizada la estadistica descriptiva no paramétrica, calcu-
lando medianas y rangos intercuartilicos. Para identificar las diferencias entre el nUmero de rupturas Grado 1
y 2 en cada grupo, se utilizo la prueba U. Mann-Whitney. Se consideraron como estadisticamente significativos
los valores de p < 0,05.

RESULTADOS

De los 10 pacientes el 60 % © corresponden al sexo femenino. El promedio de edad fue de 20,8 anos en los
pacientes con AGTO y de 22,8 anos en el grupo control. El examen histologico de las muestras gingivales de
todos los individuos perteneciente al grupo control mostro un epitelio estratificado, buena organizacion de las
capas celulares, nucleos redondos u ovalados y prolongaciones epiteliales sin signos evidentes de alteraciones
estructurales (Figura 1A-C). En el 100 % de los pacientes del grupo test, se evidenciaron prolongaciones epite-
liales densas, hiperplasicas y alargadas que se extendian hasta el tejido conectivo (Figura 1D). Las prolonga-
ciones epiteliales agrandadas estaban acompanadas de células cubicas y poliédricas con nucleos redondos en
la capa basal. En todos los pacientes del grupo test fueron observados irregularidades en la membrana basal.
Estas alteraciones fueron examinadas de cerca, estudiando la interfaz epitelio-tejido conectivo con un aumen-
to de 100x. En ellas se identificaron interrupciones y discontinuidades en la membrana basal (Figura 1E,F).
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Fig 1. Microfotografia de tejido gingival de individuo sano (A,B,C) y con agrandamiento gingival inducido por tratamiento

de ortodoncia (D,E,F). Notese el grosor de las prolongaciones epiteliales (PE) del tejido epitelial (TE) en pacientes del gru-

po test, las alteraciones de la membrana basal (flecha roja) y escasa organizacion de las capas celulares (estrella negra)

que se extienden hacia el tejido conectivo (TC) (E,F). Coloracion hematoxilina-eosina. TC: tejido conectivo. 20x (A, D) y
100 um (B, C, E, F). Elaboracion propia.

La tincion inmunohistoquimica de la citoqueratina 14, marcador de tejido epitelial, fue positiva en el 100
% de los tejidos pertenecientes al grupo control y al grupo test (Figura 2). La expresion de citoqueratina 14
permitio constatar una membrana basal continua en los tejidos epiteliales del grupo control (Figura 2A). Con-
trariamente, en el 100 % de muestras tisulares del grupo test, se identifico la presencia de discontinuidades
en la membrana basal (Figura 2B,C,D).

Asi, los individuos con AGTO exhibieron una mayor cantidad de cambios morfologicos en el tejido gingival
al compararlos con individuos del grupo control, presentando un mayor numero de rupturas en la continuidad
de la membrana basal Grado | y también en las rupturas con presencia de celulas epiteliales y/o fibroblastos
adyacentes o Grado Il (p <0.001) (Figura 3).

Fig 2. Expresion de citoqueratina-14 en el epitelio gingival de individuo periodontalmente sano (A) y con agrandamiento

gingival inducido por tratamiento de ortodoncia (B,C,D). Obsérvese la discontinuidad en membrana basal de las prolon-

gaciones epiteliales (PE) en pacientes con agrandamiento gingival inducido por tratamiento de ortodoncia (B,C,D). En
marron: citoqueratina-14; nucleos en violeta. 10 um (A, B, C, D). Elaboracion propia.

DISCUSION

La membrana basal es conocida por proporcionar integridad, elasticidad y un microambiente dinamico que
modula la interaccion bioquimica, mecanicas y posibilita las interacciones celulares. En efecto, la accion des-
medida y constante de fuerzas mecanicas parecen alterar su rigidez y plasticidad.® En el presente estudio pi-
loto, en todos los pacientes con AGTO se identificaron prolongaciones epiteliales de gran tamano y extendidas
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Fig. 3. Rupturas de la membrana basal (A) Diferencias en el numero de rupturas de la membrana basal (Grado 1) y las

rupturas acompanadas de células (Grado Il) entre el grupo con AGTO vy el grupo control. (B) Distribucion del numero de

rupturas de la membrana basal (Grado |) y las rupturas acompafadas de células (Grado Il) entre el grupo con agranda-
miento gingival inducido por tratamiento de ortodoncia y el grupo control. Elaboracion propia.

hacia el tejido conectivo subyacente. Estas caracteristicas son comunes y han sido reportadas anteriormente
en pacientes diagnosticados con AG.("%'8" E[ conjunto de aspectos histopatologicos observados en este estudio,
expone el impacto que tendrian las tensiones mecanicas sobre la encia durante el tratamiento ortodontico. En
estos pacientes, las células de la capa basal parecian perder el contacto entre ellas y estarian migrando hacia
el tejido conectivo. Un proceso similar es identificado en tejidos gingivales con AG por medicamentos donde
fueron detectado marcadores del proceso EMT.(?

La EMT también participa como regulador de procesos que hacen posible la formacion y funcion de siste-
mas, organos y tejidos. Sin embargo, su desregulacion puede inducir distintas patologias, incluyendo la fibrosis
tisular. Es posible que en los pacientes con AGTO primero se genere una peéerdida de la integridad de la mem-
brana basal y posteriormente, ocurra el proceso donde las células epiteliales adquieren rasgos mesenquimales.
(20,21 Previamente, se ha indicado la implicacion y regulacion de marcadores de EMT en el sobrecrecimiento de
tejido gingival similares morfologicamente a los estudiados en el presente trabajo.(%22

Considerando que la pérdida de la integridad de la membrana basal suele ser una aspecto importante en
la EMT, este trabajo investigo si la presencia de alteraciones estructurales de la membrana basal podria ser
notoria en las muestras de encia de pacientes con AGTO. Los resultados observados indican que las rupturas
de las membranas basales de los tejidos gingivales grado | y grado Il fueron mas frecuentes en los pacientes
con AGTO, comparados con los tejidos de individuos del grupo control. Si bien los resultados expuestos aqui
son presentados en una poblacion de diez pacientes y constituyen hallazgos preliminares, ellos ameritan ser
ampliados mediante analisis de expresion genica y la expresion inmunohistoquimica de marcadores de prolife-
racion celular y elementos relacionados con la integridad de la membrana basal como el colageno tipo IV. De
otro lado, seria pertinente establecer en futuros trabajos de investigacion si existe una correlacion entre la
duracion del tratamiento ortodontico y la presencia del AG, tal como ha sido propuesto en otros estudios.®9)

A proposito de la pérdida de integridad de la membrana basal, estudios realizados en sujetos con AG aso-
ciado a medicamentos, han resenado la disminucion en la expresion de E-Cadherina y niveles elevados de FSP-
1 en el epitelio gingival.("%23 Aunque este trabajo no incluyo la identificacion de estos marcadores, es proba-
ble que la pérdida de la adherencia de las céelulas del epitelio gingival identificada en los pacientes con AGTO,
favorezcan una alteracion en sus niveles de expresion. Por tanto, seria pertinente realizar una exploracion en
biopsias de tejido gingival de pacientes con AGTO y establecer la expresion de la E-Cadherina y FSP-1. Por lo
tanto, no descartamos que la destruccion parcial de la membrana basal de los tejidos con AGTO como efecto
del posible estres mecanico generados durante los movimientos ortodonticos, involucre la activacion de casca-
das de senalizacion capaces de generar una sinergia entre el factor 2 de Red de comunicacion celular (CCN2)
y el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y favorecer de esta manera, el desplazamiento de
células del tejido epitelial hacia el tejido conectivo. Por su parte, la expresion de la citoqueratina 14 detec-
tada en el presente trabajo es coherente con los analisis histologicos y se corresponden con reportes previos
donde las céelulas de la capa basal del epitelio fueron positivas para este inmunomarcaje.4

En resumen, el analisis de los resultados descritos en este trabajo, senalan que el tejido gingival de pacien-
tes con AGTO presentan discontinuidades que afectan la integridad de la membrana basal. Estas observacio-
nes estarian en concordancia con un incremento de la plasticidad del epitelio. Producto de la ruptura de la
membrana basal es factible que las células del epitelio gingival migren hacia el tejido conectivo y sufran un
proceso de transdiferenciacion. Con el proposito de obtener mayor informacion de los eventos fisiopatologicos
que involucran al AGTO, es pertinente, ademas de lo anteriormente expuesto, la utilizacion de modelos de
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cultivo 3D con fibroblastos gingivales y células epiteliales de estos pacientes. Este modelo aportaria elementos
teoricos que mejoraran la comprension y los posibles efectos de las fuerzas mecanicas a nivel celular.

CONCLUSION

Las observaciones encontradas revelan que el epitelio de pacientes con AGTO experimentan la ruptura de
la membrana basal. Estas discontinuidades favorecerian las interacciones y posible migracion de las células
del tejido epitelial hacia el tejido conectivo. Aspectos que serian de amplio interés esclarecer en futuras in-

vestigaciones.
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