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RESUMEN. Mejia FA, Garzén JR, Cadavid GJ, Mejia JS, Restrepo R. Estudio histoquimico de los cambios en la
expresion de glicanos durante una gingivitis experimental en humanos. CES Odont 1996 ; 9:15-19. En tres voluntarios
sanos se indujo un modelo de gingivitis en la hemiarcada superior derecha (14 dias sin ninguna medida de higiene oral);
la hemiarcada superior izquierda sirvié como control. Se tuvo el propésito de demostrar los patrones de expresion de
diferentes residuos glicosidicos usando un de ocho lectinas biotiniladas en encia sana y enferma. Se tomaron
biopsias por congelacion en los dias 0, 7 y 14 del experimento y se procesaron con la téenica histoquimica de la
inmunoperoxidasa.- Fue posible determinar la adhesion selectiva de las lectinas a las diferentes estructuras de los
tejidos epitelial y conectivo de la encia y se observé un cambio en la expresion de residuos saciridos a medida que
avanzaba la inflamacién experimental, posiblemente atribuible a la creacion de criptoe Ilo‘}:cs mediunte el clivaje del
azucar terminal de los glicanos, u la posible accion de una transferasa y a la especificidad de las lectinas por el grupo
sanguineo del paciente al que pertenecia el tejido bajo examen.

Palabras claves: Lectinas, Inflamacion gingival, Inmunohistoguimica.

ABSTRACT. Mejia FA, Garzon JR, Cadavid GJ, Mejia 1S, Restrepo R. Glvcan expression in healthy and diseased
periodontium: A histochemical comparative pilot study. CES Odont 1996, 9:15-19. An experimental gingivitis model
achieved by the suppression of all oral hygiene methods during 14 days was induced in the right maxillary quadrant
of three male healthy volunteers. The left maxillary quadrant was used as a control site. The objective of the study
was to reveal the expression patterns of the different glycosidic residues with the use of eight biotinized lectins in
healthy and discased periodontium. Biopsies were taken and immersed in liquid nitrogen on days (), 7 and 14 of the
cxperiment and were processed with the immunoperoxidase histochemical technigue.- It was possible to determine
lectin selective adhesion to different structures of the epithelial and connective tissues of the periodontium.
Additionally, a change in the expression of sacarose residues as the experimental inflammation progressed was
observed. This was possibly due to the creation of eryptoepitopes through cleavage of glycan terminal sugars, to the

action of a transferase and to lectin specificity for the blood type group of the individual.
Key Words: Lectins, Gingival inflammation, Histochemistry

INTRODUCCION

La gingivitis, definida simplemente como la inflama-
cién de la encia, es el preambulo de la periodontitis, la
mayor causa de pérdida de dientes en adultos a nivel
mundial. La gingivitis se inicia por la accion de sustan-
cias toxicas e irritantes sobre la encia, las cuales son li-
beradas por la flora de la placa bacteriana supragingival
y por mediadores de la respuesta inflamatoria del hués-
ped.!

La enfermedad se ha dividido en tres estadios, de
acuerdo con los eventos histopatologicos que ocurren:
lesiones inicial, temprana y establecida.” La lesion inicial
(4 dias) se caracteriza por una reaccion inflamatoria
aguda (aumento del fluido crevicular, migracion de
PMN), que no es evidente clinicamente.” La lesion
lemprana sigue a la inicial después de siete dias de
acumulacion de placa, puede persistir durante 21 dias o
mads y es clinicamente detectable como gingivitis:* el
infiltrado es dominado por linfocitos (75% ), macréfagos
y algunas cé€lulas plasmaticas.® Después de un periodo
variable, la lesion temprana evoluciona a una lesion

* Investigacion para optar sl titulo de Especialista en Profesis Periodontal.

cstablecida, caracterizada por un incremento adicional
en ¢l tamano de la encia, con predominio de células
plasmdticas v linfocitos B en el infiltrado; los signos
clinicos de inflamacion son evidentes y pueden ser
severos.”® El paso del tiempo y el aumento del acimulo
de placa conducen a una periodontitis, en la que es mucho
mds evidente la formacion de una bolsa periodontal y se
aprecia la destruccion del soporte 6seo de los dientes.”

El deposito de una delgada pelicula sobre la superficie
del diente y sobre la encia es ¢l primer paso para la
forma-cién de placa," cuyo crecimiento resulta de la
coloni-zacion bacteriana sobre la pelicula adquirida.

La flora bacteriana comensal de la cavidad oral de
un individuo adulto estd determinada en posicion y acti-
vidad por las propiedades del medio. El establecimiento
de la placa bacteriana comensal sigue las etapas de ad-
quisicion, distribucion y adherencia de los micro-
organismos. En estado de salud esta flora estd constituida
principalmente por cocos y bacilos grampostivos, algunos
anaerobios facultativos v, en menor proporcion, por
bacteroides y espiroquetas. Para la iniciacion de la
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gingivitis se requiere un cambio en la flora, principal-
mente de miembros del género Actinamyces y estrepto-
cocos y de especies gramnegativas como £ nucleatum,
V. parvula y Treponema sp,'''*

La interaccion entre las bacterias y el huésped puede
desencadenar la sinfesis y la expresion de diferentes
molceulas y ligandos que determinan la intensidad de la
respuesta inmunologica en defensa contra el microor-
ganismo. Las interacciones que ocurren en los procesos
de adhesion celular, 0 baclenana, o ambas, son controla-
das por las moléculas de adhesion celular (MAC), de las
cuales s¢ reconogen cuatro grupos princip.tles. 8 saber;
integrinas, superfamilia de las inmunoglobulinas,
moléculas de adhesién tipo lectina y las del grupo CD44.
Todas estan ampliamente distribuidas, no solamente en
las células del sistema inmune, sino también ¢n otros
tejidos, como el endotelio, La selectividad de las MAC
por sus ligandos especificos es un determinante funda-
mental de la naturaleza de la respuesta inflamatoria,
facilitando la migracion sclectiva crc PMN, linfocitos o
macrofagos hacia el tejido afectado: pueden igualmente
mediar 10s procesos de adherencia e invasion de diversos
microorganismos. La estimulacion de las células infla-
matorias (macrofagos principalmente) aumenta la secre-
cion de mediadores inflamatorios como la interleuquina-
1 (IL-1), el interferon gamma (IFN-y) y el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-at), que amplifican la respuesta
inflamatoria. Este ciclo de retroalimentacion positiva sélo
se logra controlar cuando el agente agresor es elimi-
nado.”

Se han postulado dos mecanismos que explican la
colonizacién microbiana de las mucosas: 1) produccién
de polisacaridos extracelulares por microorganismos,'*"
los cuales son viscosos y forman una matriz intermicro-
biana gelatinosa que atrapa bacterias:'® 2) expresion de
adhesinas con especificidad por ligandos de naturaleza
sacaridica o protcica."

Con frecuencia las leetinas expresadas por 10§ micro-
organismos son especificas para sacdridos que en condi-
ciones normales no son accesibles, por lo que se hace
necesaria la expresion simultanea de una proteasa y/o
glicosidasa (de origen bacteriano o de células infla-
matorias) que hacen que se exponga el residuo sacirido
correspondiente (criptoepitope). Este es uno de 105 even-
tos mds importantes en la fisiopatologia de lagingiuilis,
ya (ue simultdncamente se remucve el sacarido higando
de las bacterias no patégcnas y 5¢ exponge otro ligando
para bacterias palég&ms “En P.u.lenles con enfermedad
periodontal se han detectado mveles elevados de protea-
sas (tripsina, colagenasa) y de glicosidasas (neuramini-
dasa) en el fluido crevicular. las cuales podrian participar
en este proceso de modulacion de la expresion de ligan-
dos potenciales a bacterias patdgenas y no patdgenas.

El objetivo del presente estudio fue investigar la ex-
presion de diferentes residuos sacaridos por medio de
lectinas en un modelo de gingivitis experimental en hu-
manos, para tratar de dcl%nir s1 on realidad se generan
criptoepitopes de naturaleza sacaridica en las inmedia-
ciones del sitio de colonizacidn bacteriana.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo de gingivitis experimental

La muestra estuvo constituida por 3 voluntarios de
sexo masculino, con edades entre 27 y 34 afos, que
gozaban de buena salud a la fecha de la investigacion y
¢on su denticion completa v sin restauraciones que pudie-
sen aumentar la acumulacion de placa bacteriana. A los
tres se les realizd la historia médico=odontolGgica que se
emplea rutinariamente en ¢l Centro de Especialistas CES
de Sabaneta, Uno de 10§ voluntarios era fumador eronico
y otro ocasional, Para determinar su estado clinico de
salud gingival se les hizo un examen que incluy6 el indice
de placa de Q||nt.“! Lic" y el indice gingival modificado
de Lobene y col.™ En esta investigacion se utilizé la
técnica de boca dividida para poder obtener ¢n un mismo
individuo los pardmetros clinicos de salud e inflamacion
del tejido gingival y para tener un mayor control sobre ¢l
estadio de la inflamaciéon que se estaba desarrollando en
la encia con el fin de correlacionarlo con los resultados
obtenidos, En la hemiarcada superior izquierda se
establecieron los pardmetros clinicos de salud mediante
procedimientos de higicne oral y en la hemiarcada
superior derecha los parametros clinicos de inflamacion,
suprimiendo todas las medidas higiénicas.

Dos semanas antes de iniciar el experimento se imple-
mentd, para toda la boca, un régimen de higiene oral
constituido por: a) cepillado y uso de seda dental, b) control
de placa (pastilla reveladora) y ¢) profilaxis cada tres
dias. Las zonas de tejido seleccionadas para observa-
cién fueron las papilas gingivales, asi: dientes 24,25 y 26
(4reas control); 14, 15 y 16 (areas experimentales). En
estas areas se suspendid todo tipo de higiene oral
(cepillado y seda dental o cualquier método alterno)
durante 14 digs, para permitir el acumulo espontineo e
ininterrumpido de placa. Se selecciond el periodo experis
mental de 14 dias porque permite observar clinica ¢ histo-
logicamente 10s cambios caracteristicos de los estadios
inicial y temprano de la gingivitis ™

Medicion del grado de inflamaeion

Fl indice de placa se utilizd para distinguir claramentc
entre la severidad y la localizacion de agregados de placa
blanda durante ¢l periodo experimental y se registro en
las papilas gingivales de los dientes mencionados cada
sicte dias durante 14 dias, antes de la toma de las biopsias.
El indice gingival modificado se utilizo para distinguir
claramente entre la calidad de la encfa (severidad de la
lesidn) y la localizacion de la lesion. Este indice omite ¢l
sangrado a la presion y favorece ung evaluacion no
invasiva de la extension y severidad de la inflamacion
gingival y la deteccion visual temprana de sus cambios;
ademds, permite tomar una biopsia poco traumatizada.
Sc aplicd en las papilas gingivales y en las superficies de
los dientes seleccionados cada siete dias durante 14 dias,
antes de la toma de las biopsias. Un solo examinador se
cncargd del registro de ambos indices y de la toma de
las muestras de tejido gingival durante todo el periodo
experimental,
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Toma de biopsias

Se infiltré prilocaina (Citanest) a nivel del surco yugal
correspondiente a la papila seleccionada, lo mas lejos
posible del area de la intervencion para evitar la altera-
cion del tejido que se iba a remover. Se utilizé un bisturi
Bard Parker con hoja #15 para realizar en cada papila
dos incisiones verticales y una horizontal que las unia.
Las biopsias se tomaron a todos los sujetos en una misma
sesion en los dias senalados, con un tamafno promedio
de 2 x 2 mm, bajo el siguiente esquema: dia 0: una biop-
sia del drea control y una del drea experimental; dia 7:
una biopsia del drea experimental; dia 14: una biopsia
del area experimental. En total se obtuvieron 12 biopsias:
3 de las dreas control y 9 de las dreas experimentales.
El tejido se introdujo inmediatamente en un criovial a
temperatura 6ptima de corte para poder realizar el
procedimiento de congelacion en nitrégeno liquido.

Se hicieron cortes de 7 u de grueso en un criostato y
se fijaron en acetona grado reactivo hasta la ejecucion
del proceso de inmunohistoquimica.

Procesamiento de las biopsias:

A cada biopsia se le hicieron 9 cortes para determinar
histolégicamente el grado de inflamacion. Se tifieron con
hematoxilina y eosina placas de cada individuo y de cada
dia para confeccionar un total de 108 placas, de las cuales
se utilizaron 72 para el estudio inmunohistoquimico. Las
36 restantes (placas piloto) se utilizaron para tincién con-
vencional con hematoxilina y eosina, con el fin de deter-
minar la orientacion que tendria el tejido en las placas y,
ademas, el grado de inflamacion del tejido en los dife-
rentes dias.

Histoquimica
Se utilizaron las siguientes lectinas biotiniladas (Pierce
Lab., Rockport IL, USA):
Erythrina cristagalli (ECL)
Artocarpus integrifolia (Jacalina)
Aglutinina de arveja Pisum sativum (PSA)
Aglutinina de germen de trigo (WGA)
Vicia villosa isolectina B4 (VvB4)
Dolichos biflorus (DBA)
Sophora japonica (SJA)
Ulex europaeus 1 (UEA-1)

La union de las lectinas biotiniladas se detect6 por
medio de avidina, una glicoproteina tetramérica con gran
afinidad por la biotina, y de peroxidasa biotilinada, la cual
transforma “in situ” el sustrato AEC (3-amino, 4-etil
carbazole) en un material insoluble de color marrén
cuando se incuba en presencia de perdxido de hidrogeno,
siguiendo una técnica previamente descrita.” Se
realizaron lavados con PBS (pH 7.2) durante 15 minutos
y se hizo la contratincion con hematoxilina de Mayer
durante un minuto. En seguida se lavaron las placas en
agua durante cinco minutos y finalmente se montaron
en gelatina glicerinada.

Se procedi6 a observar las placas en un microscopio
de luz para determinar los sitios de unién de la lectina a
las diferentes estructuras del tejido gingival y se deter-

mino la adhesion de las lectinas a los componentes del
epitelio oral externo (EOE) y el tejido conectivo (TC).

Para la evaluacion de la intensidad de la tincion se
utilizaron criterios subjetivos debido a la falta de métodos
cuantitativos de mayor sensibilidad.

RESULTADOS

Los patrones de expresion de las ocho lectinas utiliza-
das se muestran en la Tabla de la pagina siguiente. Los
sujetos participantes en el experimento se identifican en
ella con los nameros 1, 2 y 3. Entre paréntesis se indica
el grupo sanguineo de cada uno.

Como se registraron patrones de expresién muy inten-
sos con algunas lectinas a nivel del tejido conectivo, se
hace relacion a su presencia o ausencia en ese tejido.

Con la lectina UEA-1, especifica para el antigeno
fucosilado H, se observé una expresion propia para vasos
sanguineos (endotelio vascular) en el tejido conectivo,
que revela aumento en los tejidos més inflamados.

En el tejido conectivo se observé una intensa reaccion
con ECL y jacalina, que reconocen galactosas terminales
en posiciones o y f respectivamente, sobre todo en la
membrana que separa el tejido conectivo del EOE. De
igual intensidad fue la reaccién con la lectina especifica
para residuos de manosa (PSA) y N-acetil glucosamina/
acido sidlico (WGA). Con ECL, jacalina y UEA-1 se a-
precié un patron de expresion que vari6 discretamente a
medida que avanzaba el proceso inflamatorio.

Los patrones de expresion observados fueron compa-
rables en los tres individuos, con excepcion de las lecti-
nas especificas para determinantes del grupo sanguineo
(A, B, O). La lectina DBA, especifica para N-acetil-
galactosamina y para grupo sanguineo A (A1>A2),*
mostré dicha especificidad, pues el dnico sujeto
perteneciente al grupo B resulté negativo, mientras que
en los otros dos, pertenecientes al grupo A, la expresion
de este glicano fue positiva, de manera interesante,
exclusivamente en el EOE.

En general, se aprecié un leve o discreto aumento
progresivo en la unién de las lectinas al EOE a medida
que progresaba el proceso inflamatorio.

DISCUSION

Los carbohidratos presentes en las superficies celu-
lares y en la matriz extracelular estan implicados en una
gran variedad de fenémenos biol6gicos tales como ferti-
lizacion, embriogénesis, morfogénesis, migracion celu-
lar** y receptores para hormonas y toxinas como sitios
blanco para la adherencia de microorganismos y como
mecanismos de defensa inmune.>*

Las lectinas son proteinas de origen no inmune con
capacidad de reconocer con alta estereoespecificidad
los glicanos asociados a lipidos o proteinas; han sido
ampliamente usadas en pruebas histoquimicas para
localizar la expresion de determinados glicanos en cortes
histol6gicos. "

En el presente estudio se utilizaron ocho lectinas bio-
tiniladas para investigar la expresion de residuos sacaridos
en tejido gingival humano sano (D-0) y enfermo (D-7 y
D-14) de una gingivitis experimental. El modelo pretendio

17



Revista CES Odontologia - Vol. 9 - N°1 - 1996

Patrones de expresion de lectinas en tejido gingival sano (D-0) y enfermo (D-7 y D-14).

Sujeto 1 (B+) Sujeto 2 (A+) Sujeto 3 A_+)
Células epiteliales Células epitehales Células epitehales
Lectina  [Cuadrante | Dia EB EE EG| TC EB EE EG TC EB EE EG | TC
0 s ++ - ++ ~+ -+ - ++ ++ v + ++
A 7 ++ 4 4+ —+ 4+ ++ 4+ ++ + + + +
14 ++ ++ - -+ + - - ++ ++ ++ + +
ECL ++ ot - -+ 4+ + - ++ + + + —+
B 7 ++ - - +—+ + . - +4+ + + - +
14 s ++ ++ g ++ ++ +4 ++ ++ ++ - e
0 -+ ++ + Eed e ++ —+ ++ 4 . - +
A 7 ot 4 + -~ -+ -+ -+ + -+ + . +
14 ++ + + ++ ++ ++ ++ + + + 4 +
JAC 0 e ++ + + ++ ++ . + ++ +—+ + +
B 17 ++ + - + ++ -+ -+ + ++ ++ + +
14 ++ + + + + + + + + + ++ +
0 + + - ++ =8 Ees + s ++ -+ - +4++
A 7 ++ ++ Vv ++ ++ ++ . ++ e 4 - ++
14 - - - ++t ++ ++ + + ++ ++ + +++
PSA V] + + - ++ + + - ++ ++ ++ - 4+
B P ++ ++ ++ -+ +—+ ++ + N R ++ . +
14 + + - + ++ ++ - + ++ ++ + +4+
0 ++ ++ + ++ + + - + ++ ++ + —
A 1 ++ ++ + ++ * + + + ++ ++ + -+
14 + + + + + + + + ++ ++ +—+ +
W
GA 0 ++ ++ . + - + ++ ++ +—+ +
B 7 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ + ++ + ++ +4+
14 + + + + + + + + +4+ ++ ++ +
0 - - - - : + - - - - - -
A 7 = = = + - - = - -
14 ~ * - + - = = =
VvB4 3 - - - - - - - - - : - -
B 7 = x - - N + - - = = = =
14 - - E - + - - - - - -
0 2 = * x ++ +1 + - 44 + <
A 7 . . - S Lo + 3 : ‘ : :
DBA 1 (: - - - - 3 ++ + - +++ +++ 4t -
z = 3 = = + " - + + =
- Y 1 e R BT R MY e P N R e ATV ICES B
14 = 2 = > + + + - - - - =
0 = = = % 2 = = < = = % =
A 7 1= i * E + + - - - + + =
4 : = = : : + = 2 - = s
SJ A ] -
0 - - - - - - - - - =
B T I T A el S A B :
14 . - . x - - 5 ;
0 - - - +e - - - ++ ++ ++ + ++
A 7 E ' 5 ¥ A + - + ++ ++ -+ +4
UEA_] 14 % = - + + - - ++ +4++ +4+ ++ ++
0 4 b ! i i = 2 + ++ +4 B =
B 7 . = ® + + . + ++ ++ ++ ++
14 £ % i % -] + + e 4+ e £e

+ = [xpresion leve, ++ = expresion moderada; +++ = expresion intensa; - = expresion negativa,
A = Parte superior de la biopsia: B = parte inferior de la biposia.
[B = Lstrato basal; [T = estrato espinoso. EG = estrato granular. TC = tejido conectivo
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cvaluar los estadios iniciales del proceso inflamatorio
gingival, teniendo como control al mismo individuo. En
investigaciones anteriores se obtuvieron biopsias de pa-
cientes con enfermedad periodontal crénica en los que
no se determind el estadio real de la enfermedad, >~
Estos estudios revelan un patrén de reconocimiento por
lectinas en el que se observa intensa expresion de glicanos
en los estratos granular y espinoso en contraste con la
muy pobre expresion en los estratos basal y cérneo.

La expresion de residuos sacaridos depende del grupo
sanguineo del paciente.”del grado de diferenciacion celu-
lar de los estratos del epitelio™, y del grado y tipo de la
reaccion inflamatoria.

La evidencia obtenida sugiere que durante la gingi-
vitis se establece un proceso de deplecion selectiva de
residuos de galactosa en el tejido conectivo gingival y un
aumento en la expresion de los mismos en el EOE. Estos
cambios en la expresion de azicares en el tejido conectivo
pueden ser producidos por proteasas o glicosidasas del
huésped o de los microorganismos. Dos mecanismos po-
drian explicar este fendmeno: el primero se relaciona
con la creacion de criptoepitopes mediante la remocion
del azicar terminal de los glicanos; el segundo incluye la
accion de una transferasa que modifica el posible sitio
de unién para una lectina especifica.

De las ocho lectinas utilizadas, la PSA y la WGA,
que identifican residuos sacdridos de los grupos galac-
tosa, manosa/glucosa y N-acetilglucosamina respec-
tivamente, mostraron un discreto aumento en el patron
de expresion (tanto en la cantidad de tejido tenido, como
en la intensidad de la expresion). La excepcion fue la
jacalina, que identifica residuos de galactosa en posicion
{3, la cual exhibié una tendencia a la disminucion en su
expresion durante la evolucion de la gingivitis.

Los patrones de tincion observados en ¢l EOE
permiten sugerir que a medida que la gingivitis avanza
se producen cambios en la expresion de algunos sacdri-
dos (galactosa, manosa y N-acetilglucosamina) que po-
drian asociarse a un proceso de activacion de las célu-
las del EOE, en respuesta a mediadores de la inflamacion
que difunden desde el tejido conectivo subyacente.

No se observo tincion para lectinas especificas de
grupo sanguineo A (DBA) o B (SJA) en tejido conectivo,
pero si para su precursor, el antigeno H. La lectina UEA-
1, que es especifica para el grupo sanguineo H (O) mostro
tincién selectiva de células endoteliales y epiteliales, en
las cuales no se detect6 expresion de los antigenos A o
B a pesar de que los sujetos del estudio pertenecian a
estos grupos.

CONCLUSION

Se observé un cambio en la expresion de residuos
sacaridos en la encia humana, tanto en el tejido conectivo
como en el epitelio oral externo, a medida que el proceso
inflamatorio de la gingivitis experimental avanzaba.
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