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RESUMEN

PALABRAS CLAVE

Ortodoncia;
sobrecrecimiento gingival;
filamentos intermedios;
Queratina- 14; Queratina-19;
Antigeno Ki-67

En pacientes con ortodoncia aparecen eventos patoldgicos no deseados como agrandamiento gingival
inducido por tratamiento de ortodoncia (AGTO) o hipertrofia gingival. El objetivo del estudio es
identificar la distribucién inmunohistoquimica de citoqueratina CK- 14, CK-19 y Ki-67 en epitelio gingival
de pacientes con AGTO. Se seleccionaron |3 pacientes divididos en: grupo control (n=6), conformado
por individuos periodontalmente sanos no portadores de aparatologia ortoddntica y grupo test
(n=7), integrado por pacientes con AGTO. Los marcadores CK-14, CK-19 y Ki-67 fueron identificados
mediante inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales y, observados en un microscopio éptico
Leica DM 500. En los pacientes del grupo test el tejido epitelial se mostrd hipertréfico con pérdida en
la continuidad de la membrana basal. La CK-14 y CK-19 fue positiva en el epitelio de todos los sujetos
evaluados, con una expresion positiva de alta intensidad en células de la ldmina basal del grupo test.
El promedio de células positivas para Ki-67 en el grupo test fue de 56%. En conclusidn, la CK-14, CK-
19 y Ki-67 son marcadores con elevada inmunoreactividad en tejido gingival de pacientes con AGTO
portadores de ortodoncia.
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Inmunolocalizacion de citoqueratina 14, 19 y Ki-67 en el epitelio de pacientes con agrandamiento gingival

Immunolocalization of cytokeratin 14, 19 and Ki-67 in the
epithelium of patients with gingival overgrowth

ABSTRACT

KEYWORDS During orthodontic treatment, unwanted pathological events such as gingival overgrowth induced
Orthodontics; gingival by orthodontic treatment or gingival hypertrophy may appear. The objective of this study is to identify
overgrowth; intermediate immunohistochemical distribution of cytokeratin CK-14, CK-19 and Ki-67 in the gingival epithelium of patients
filaments; keratin-14; with gingival overgrowth induced by orthodontic treatment. Thirteen patients were selected divided into:
keratin-19; Ki-67 antigen control group (n = 6), conformed of periodontally healthy individuals without orthodontic appliances and the

test group (n = 7), conformed of patients with gingival overgrowth induced by orthodontic treatment. The
biomarkers CK-14, CK-19 and Ki-67 were identified by immunohistochemistry with monoclonal antibodies
and observed in a Leica DM 500 optical microscope. Hypertrophic epithelial tissue with loss of continuity
of the basement membrane was found in the test group patients. CK-14 and CK-19 were positive in the
epithelial tissue of all the subjects evaluated, with a high intensity positive expression in the cells of the basal
lamina of the test group. The average number of cells positive for Ki-67 in test group was 56%. In conclusion,
CK-14, CK-19 and Ki-67 are biomarkers with high immunoreactivity in the gingival tissue of patients with
gingival overgrowth induced by orthodontic treatment.

Imunolocalizacao da citoqueratina 14, 19 e Ki-67 no
epitélio dos pacientes com aumento gengival

REsuMo
PALAVRAS-CHAVE Durante o tratamento ortoddntico, eventos patoldgicos indesejados como o crescimento gengival induzido
Ortodontia; crescimento pelo tratamento ortodéntico (CGTO) ou hipertrofia gengival podem aparecer. O objetivo deste estudo é
excessivo da gengiva; identificar a distribuicdo imuno-histoquimica das citoqueratinas CK -14, CK-19 e Ki-67 no epitélio gengival
filamentos intermedidrios; de pacientes com CGTO. Foram selecionados |3 pacientes divididos em: grupo controle (n=6), conformado
queratina- 14; queratina- 1 9; por individuos periodontalmente sauddveis sem aparelhos ortoddnticos e o grupo teste (n=7), conformado
antigeno Ki-67 por pacientes com CGTO. Os biomarcadores CK-14, CK-19 e Ki-67 foram identificados por imuno-

histoquimica com anticorpos monoclonais e observados em microscépio dptico Leica DM 500. Tecido
epitelial hipertréfico com perda de continuidade da membrana basal foi encontrado nos pacientes do grupo
teste. CK-14 e CK-19 foram positivos no tecido epitelial de todos os sujeitos avaliados, com expressao
positiva de alta intensidade nas células da lamina basal do grupo teste. O ndmero médio de células positivas
para Ki-67 no grupo teste foi de 56%. Em conclusao, CK-14, CK-19 e Ki-67 sdao biomarcadores com alta
imunorreatividade no tecido gengival de pacientes com CGTO.

I. Introduccion

El Agrandamiento gingival (AG) o hipertrofia gingival es el aumento patolégico localizado o generalizado del volumen de la
encia (Beaumont, Chesterman, Kellett, Durey, 2017). Esta alteracion es asociada con la ingesta prologada de medicamentos,
principalmente anticonvulsivantes, inmunosupresores y los bloqueadores de los canales de calcio (Manzur-Villalobos, Diaz-
Rengifo, Manzur-Villalobos, Diaz-Caballero, 2018). También se ha relacionado con diversos sindromes (Simancas-Escorcia
Berdal, Diaz-Caballero, 2019) y como efecto no deseado del tratamiento ortodontico (Zanatta et al, 2012). En este ultimo
proceso es conocido como agrandamiento gingival inducido por tratamiento de ortodoncia (AGTO).

Estudios senalan que el AGTO puede iniciar a partir del primer mes después de haber debutado el tratamiento (Cacciola
y Goémez, 2018). La prevalencia de esta patologia asciende a un 55% de acuerdo a la poblacion de estudio (Rapone et
al, 2019). Sin embargo, su patogenia es desconocida, aunque factores como la acumulacion de biofilm bacteriano, el
estrés mecanico y la corrosion de las bandas de ortodoncia, son elementos referidos como iniciadores de esta condicion
patoldgica (Bandeira, Martinez, Demasi, 2020).
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En condiciones fisioldgicas, el epitelio gingival constituye una barrera que protege de agentes y fuerzas externas, las
estructuras internas de la encia. Para conferir esta capacidad mecanica y resistir a las tensiones, las células epiteliales se
interconectan mediante filamentos intermedios, principalmente las citoqueratinas (CK) (Kolsch et al, 2010).Las CK,incluida
la CK-14 y la CK-19, constituyen una familia de proteinas multigenéticas que regulan e interactan con otras proteinas
celulares para inducir respuestas durante los procesos de crecimiento y migracion de las células epiteliales (Kolsch et
al, 2010). En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo identificar la distribucion inmunohistoquimica de las
CK-14, CK-19 y Ki-67 (marcador de proliferacion celular) en el epitelio gingival de pacientes con agrandamiento gingival
inducido por tratamiento de ortodoncia.

2. Marco teédrico

El tejido gingival de pacientes con AGTO se caracteriza por un engrosamiento de las capas epiteliales, muchas de ellas
fusionadas entre si (Draghici etal,2016).Estudios previos realizados por el equipo de trabajo,sugieren que las prolongaciones
epiteliales alargadas o fusionadas presente en el AGTO, pueden ser el resultado de una mayor plasticidad del epitelio
gingival relacionado con el proceso biolégico de transicion epitelio mesénquima (EMT) (Simancas-Escorcia, Carmona-
Lorduy, Diaz-Caballero, 2021). En la EMT, las células epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimatoso, experimentan
modificaciones morfoldgicas y aumenta su capacidad de migracion (Lavin y Tiwari, 2020). La EMT ha sido igualmente
reportada en pacientes AG por medicamentos. En estos pacientes, se ha indicado una pérdida gradual de la adhesion
celular, integridad de la membrana basal y la presencia de fibrosis (Rapone et al, 2019;Yang et al, 2017). Asimismo, se ha
reportado la sobreexpresion de Ki-67, un marcador asociado a la proliferacién celular en el tejido epitelial de pacientes
con AG (Afonso et al., 2014).

En pacientes con AGTO, donde se hipotetiza que el aumento de las interacciones entre las células del tejido epitelial y
conectivo son fundamentales, la expresion y el rol de las CK ha sido escasamente abordado. La evidencia cientifica indica
que el ciclo de ensamblaje de las CK es un mecanismo esencial para la plasticidad del tejido epitelial, confiriéndole una
rapida adaptacion, especialmente en los procesos de crecimiento y proliferacion celular (Kolsch et al, 2010). De hecho,
se ha demostrado que las CK experimentan una reorganizacion, particularmente en respuesta a la presencia de tensiones
mecanicas (Cheah et al, 2019).

3. Materiales y métodos

Fueron seleccionados |3 sujetos que habian sido remitidos al Centro de Referencia de Hipertrofia Gingival de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Cartagena para su observacion, diagndstico y manejo quirdrgico periodontal. Se
establecieron dos grupos. El primero, integrado por individuos periodontalmente sanos no portadores de aparatologia
ortodontica (control: n=6) con requerimientos de alargamiento coronal por razones protésicas y/o estéticas. El segundo,
estuvo formado por pacientes diagnosticados con AGTO (Afectados: n=7) de acuerdo a los criterios sehalados por Pinto
et al.,2017. Estos pacientes eran portadores de tratamiento de ortodoncia (=1 ano), presentaron un AGTO generalizado
(=30 en la boca) tanto en encia marginal como interdental. Su extension no excedié el /3 de la corona clinica. Al momento
del estudio, todos los participantes seleccionados eran sistémicamente sanos, mayores de |8 anos y dieron por escrito
su consentimiento para participar. Se excluyeron los sujetos bajo tratamiento farmacolégico con antihipertensivos,
anticonvulsivantes e inmunosupresores. No fueron tenidos en cuenta los sujetos fumadores, en estado de embarazo y
aquellos que habian sido sometidos a intervenciones quirdrgicas o tratamientos periodontales inferiores a | afo.

Antes de proceder a la intervencion quirurgica, los participantes fueron objeto de una fase higiénica periodontal donde se
les redujo la carga bacteriana mediante instrumentacién ultrasonica y manual de los calculos dentales. Este procedimiento
garantizé un indice de placa O’Leary < 15%. Las biopsias de los tejidos gingivales de los sujetos sanos fueron obtenidas
luego de una cirugia de alargamiento coronal. En los pacientes con AGTO, el procedimiento quirurgico fue la gingivectomia.
Todos los procedimientos se realizaron bajo anestesia infiltrativa con Lidocaina 2% y epinefrina 1:80000, previas incisiones
a bisel externo e intrasulcular con bisturi Bard Parker nimero 3 y hoja N°I5. Una evaluacién a los 7 y 14 dias posterior
a los procedimientos, permitié constatar la cicatrizacion tisular dentro de lo esperado, la ausencia de complicaciones y
satisfaccion de los pacientes.

Procesamiento de tejidos

Luego de retirar el tejido gingival, las biopsias fueron sumergidas y lavadas en solucion salina tamponada con fosfato (PBS
I’X, Gibco) e inmediatamente fijadas en paraformaldehido al 4% por 48 horas. Para su inclusion en parafina, las muestras
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se deshidrataron en bafnos de etanol (30%, 60%, 80%, 95%,100%) y xileno (Leica Biosystems) durante 5 minutos cada uno.
Los tejidos fueron cortados con un espesor de 5 mm en un micrétomo Leica RM2125 RST y recuperados en portaobjetos
de adhesion con polisina (Thermo Scientific).

Inmunohistoquimica

Inicialmente, los tejidos fueron desparafinados en xileno (Leica Biosystems) y rehidratados en etanol (100%, 95%, 80%,
60%, 30%). Para la recuperacién antigénica, se utilizé una solucion de citrato pH6 durante 20 minutos a 97°C. El bloqueo
de la peroxidasa enddgena fue realizado con peroxido de hidrogeno al 3% durante |15 minutos a temperatura ambiente.
Después, los cortes fueron incubados con suero normal de caballo (Vector Laboratories) durante 30 minutos, seguidos de
la incubacion con los anticuerpos primarios anti-citoqueratina 14 (Mouse monoclonal antibody, dilucion 1:500, clone LL002,
Novus Biologicals), anti-citoqueratina |9 (Rabbit polyclonal antibody, dilucion 1:400, clone RCK 108, Novus Biologicals) y
anti-Ki/MKI167 (Rabbit polyclonal antibody, dilucion 1:300, Novus Biologicals) a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se procedi6 a realizar 3 lavados durante 5 minutos cada uno, utilizando una soluciéon salina tamponada
con Tris (TBS 1X, Gibco) + 0.05% de monolaurato de polioxietilen (20 sorbitano o Tween®20). Inmediatamente, los
cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario biotinilado anti-mouse/anti-rabbit, Vector Laboratories y con el
sistema Vectastain® ABC (Vector Laboratories) por 30 minutos cada uno a temperatura ambiente. Las reacciones se
pusieron en evidencia mediante una solucion de sustrato de la peroxidasa (4 minutos). Los cortes fueron contracoloreados
con Hematoxilina de Mayer durante 45 segundos para visualizar los nicleos. Finalmente, las laminas con los cortes se
sumergieron en agua destilada, etanol graduado (70%, 95% y 100%), xileno y fueron montados con un medio de montaje
anhidro (DPX, Sigma-Aldrich). La inmunodetencién de la CK-14 y CK-19 fueron consideradas positivas al observar una
coloracion marrén citoplasmatica de las células del epitelio gingival. Mientras que el marcaje positivo para Ki-67 fue
localizado a nivel nuclear. Todas las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio 6ptico Leica DM 500.

Declaracion de los aspectos éticos

Este trabajo conto con la aprobacion del comité de ética en investigaciones de la Universidad de Cartagena. El registro
de los datos personales, estados clinicos y diligenciamiento del consentimiento informado incluyeron los principios
contemplados en la dltima revision de la Declaracion de Helsinki y la Resolucion 008430 de 1993 emanada del Ministerio
de Salud de Colombia.

4. Resultados

El 60% de los sujetos participantes evaluados en este trabajo fueron del sexo femenino. En el grupo de afectados el
promedio de edad fue 20,8 anos y 22,8 afios en el grupo control. La evaluacion histolégica de los tejidos gingivales de
los sujetos sanos senalé un epitelio escamoso estratificado queratinizado bien organizados y sin signos aparentes de
alteracion. Fue identificada un estrato basal formado por células dispuestas en palizadas y perpendiculares a la membrana
basal. Esta Ultima, fue continua y sin signos visuales de modificaciones. La contra-coloracion con hematoxilina de Mayer
permitié la visualizacion de células epiteliales bien organizadas, con nicleos definidos, redondos u ovalados (Figura |.A,
B; Figura 2. A, B). En pacientes con AGTO, el epitelio fue hipertrofico, denso, con un notable aumento de cada estrato
celular y engrosamiento de las prolongaciones epiteliales. Morfologicamente, estas células fueron ovaladas y con nucleos
bien definidos. Algunas de estas células, presentaron citoplasmas anormalmente aumentado de tamafo, este aspecto
morfoldgico les otorgaba a las células una forma de ‘globo’, evocando un aparente estado de vacuolizacion citoplasmatica.
En todos los pacientes con AGTO se identifico la pérdida en la integridad de la membrana basal (Figura I. C, D; Figura 2.
C,D).

La deteccion inmunohistoquimica de la CK-19 fue puesta en evidencia en los individuos sanos y pacientes con AGTO.
En los tejidos gingivales de los sujetos periodontalmente sanos, hubo una ausencia de marcaje inmunohistoquimico en el
tejido epitelial de dos participantes. Sin embargo, en cuatro sujetos fue identificado casi de manera exclusiva una expresion
positiva de la CK-19 en las células del estrato basal (Figura 2.A, B). Por su parte, la inspeccion visual puso en evidencia una
inmunoexpresion positiva de alta intensidad de CK-19 en el estrato basal de los pacientes con AGTO en comparacién con
los individuos periodontalmente sanos. Este marcaje también pudo ser constatado en escasas células de la capa espinosa

del epitelio gingival de los pacientes con AGTO (Figura 2. C, D).
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Figura |. Localizacién inmunohistoquimica de la Citoqueratina 14 en tejido gingival. Epitelio gingival de individuo periodontalmente sano con lamina
basal continua (flecha negra) (A, B). Epitelio gingival de paciente con AGTO (C, D). Nétese la fusidn de las prolongaciones epiteliales (PE) y la perdida
de continuidad de la membrana basal (triangulo negro) en pacientes con AGTO. TE: tejido epitelial, TC: tejido conjuntivo.VS: vasos sanguineos. Barra
negra: |00 um (A, C) y 40 um (B, D).

Fuente: Elaboracién propia

Figura 2. Expresion de la Citoqueratina |9 en tejido gingival. Epitelio gingival de sujeto periodontalmente sano. Flecha negra indica células basales positivas
la CK-19 (A, B). Epitelio gingival de paciente con AGTO. Triangulo negro denota pérdida de la integridad de la membrana basal (C, D).TE: tejido epitelial;
TC: tejido conjuntivo; PE: prolongacion epitelial. Barra negra: 40 pm (A, C) y 10 um (B,D).

Fuente: Elaboracién propia.
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Por su parte, el potencial proliferativo de las células epiteliales de los pacientes con AGTO fue puesta en evidencia
mediante la expresion inmunohistoquimica del marcador Ki-67. La encia de todos los sujetos periodontalmente sirvieron
de control. La inmunoreactividad nuclear para Ki-67 fue facilmente identificada en todo el tejido epitelial de ambos grupos
de sujetos participantes en este estudio. Sin embargo, la localizacion de la inmunotincion fue notoriamente constatada
en las células epiteliales pertenecientes al estrato basal de los pacientes con AGTO portadores de ortodoncia (Figura 3).

Figura 3. Deteccidn de Ki-67 en células sometidas a division celular en epitelio gingival de individuo sano (A) y paciente con AGTO (B). TE: tejido
epitelial, TC: tejido conjuntivo; PE: prolongacion epitelial. Barra negra: 40 um (A, B).
Fuente: Elaboracién propia.

Un resumen de la expresion inmunohistoquimica de la CK-14, CK-19 y Ki-67 es presentada en la Tabla I.

Tabla I.
Inmunoexpresién de CK14, CKI9 y Ki67 en sujetos sanos y con AGTO

(-): Inmunoexpresién negativa; (+) Inmunoexpresion positiva; (++):Inmunoexpresion
positiva de mediana intensidad; (+++): Inmunoexpresion positiva de alta intensidad. (%):
porcentaje de proliferacién celular.

Fuente: Elaboracién propia
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5. Discusion

Este estudio reporta algunos cambios histologicos del tejido gingival en pacientes sometidos a movimientos ortodoénticos.
Aqui se confirma que este tratamiento dental correctivo parece al menos, en parte ser responsable del AG, comprobando
asi, resultados previos que informan sobre el efecto del tratamiento ortodéntico sobre el periodonto (Cacciola y Gomez,
2018). Incluso, investigaciones sefalan que el tratamiento ortoddntico puede impactar negativamente en la calidad de
vida relacionada con la salud oral de los pacientes que padecen AGTO (Zanatta et al, 2012). Empero, el conocimiento
fisiopatologico de los cambios gingivales presente en el AGTO ha sido escasamente abordado. Por lo tanto, un estudio que
pretendiera comprender estos procesos, principalmente las proteinas estructurales afectadas, era esencial. Asi, el presente
trabajo de investigacion permitio la identificacion inmunohistoquimica de estructuras del citoesqueleto del epitelio gingival,
puntualmente de CK-14 y CK-19 y la expresién de un marcador de proliferacion celular (Ki-67) en el tejido gingival de
pacientes con AGTO.

Este estudio, puso en evidencia por primera vez, de acuerdo a la bUsqueda bibliografica realizada, la expresion
inmunohistoquimica de la CK-14 y CK-19 en pacientes con AGTO. Se ha informado que estas citoqueratinas son proteinas
cito-esqueléticas cuyas funciones principales son la organizacién estructural de la célula, sostén y el establecimiento
de uniones celulares que mantienen la correcta integridad tisular (Deo y Deshmukh, 2018). La CK-14 y CK-19 tienen
funciones reguladoras en procesos de migracion, apoptosis y proliferacion celular (Dmello et al, 2019). De hecho, Kim et
al, 2007, demostraron en un estudio experimental la interaccién de algunas CKs con subunidades de Eukaryotic elongation
factor-1 (eEF1). La eEFI es un factor implicado en la elongacion de cadenas peptidicas durante la traduccion de ADN, cuya
interaccion con las citoqueratinas, regularia la sintesis de proteinas en células epiteliales. Por ello, cuando se interrumpe o
estimula la interaccion entre CKs y eEF|BY se altera el proceso de traduccién y la produccion de proteinas.

Una sobre-expresion de las CK, como la identificada en los pacientes con AGTO, podria sugerir un desequilibrio en la
formacion de este complejo. Aunque el presente estudio no evalud la interaccion CKs/eEF By, seria pertinente explorar
la relacion entre eEF|By-citoqueratina 14/19 y su posible participacion en la patogénesis del AGTO.

La generacion de alteraciones en el periodonto en pacientes con tratamiento de ortodoncia parece ser directamente
proporcional con la duracion del mismo, reacciones celulares debido a las fuerzas inducidas y, materiales como bandas o
adhesivos resinosos (Bandeira et al, 2020). En efecto, Pinto et al., 2017, reportaron que las posibilidades de desarrollar
AG durante el tratamiento ortodontico incrementaba con el tiempo. Aunque el factor tiempo no fue una variable tenida
en cuenta en el presente trabajo de investigacion, todos los pacientes con AGTO tenian al menos un ano de haber
iniciado el tratamiento de ortodoncia. Es probable que el factor tiempo, incida de manera directa en las modificaciones
epiteliales y del tejido conectivo gingival, tal como lo demuestran estudios en modelos animales (Jue et al, 2014). De otra
parte, el niquel, agente corrosivo utilizado en aditamentos ortodonticos, parece estimular procesos celulares que van
desde proliferacion celular hasta mecanismos de apoptosis. Su acumulacion en los tejidos epiteliales y la induccién a la
proliferacién de queratinocitos podria desencadenar una respuesta de hipertrofia gingival en pacientes con aparatologia
ortodéntica. Sin embargo, actualmente no se ha reportado posibles diferencias en la acumulacion de niquel entre pacientes
con AGTO e individuos periodontalmente sanos con ortodoncia (Gomez Arcila et al.. 2014).

Una expresion inmunohistoquimica de la CK-14 fue evidente en el epitelio gingival de pacientes con AGTO. La CK-14
es considerada una mediadora en procesos de diferenciacion celular e incluso, como reguladora en los mecanismos de
proliferacion de células epiteliales. Se ha establecido que la displasia de células epiteliales esta inversamente relacionada
con la expresion de CK-14. Una expresion reducida de CK-14 se relaciona con una mayor probabilidad en desarrollar
cambios displasicos. Lo anterior, indicaria que en condiciones fisiologicas (procesos proliferativos y estructurales de los
queratinocitos) la CK-14 mantendria un equilibrio. Por su parte, la ausencia del marcaje de la CK-14 se relaciona con
senales moleculares fundamentales en la interpretacion de procesos malignos (Alam et al, 2011). El marcaje positivo de
la CK-14 en los pacientes con AGTO pone de manifiesto que las modificaciones celulares del epitelio gingival parecen no
estar relacionada con procesos malignos. Sin embargo, en estos pacientes fue evidente encontrar de manera sistematica
una ruptura en la integridad de la lamina basal. Este hallazgo histologico es frecuentemente observado en el proceso de
transicion epitelio mesénquima (EMT), incluso en pacientes con AGTO (Simancas-Escorcia et al, 2021).

Por otro lado,la CK- 14 puede intervenir en la proliferacion celular, gracias a la interaccion con otras moléculas coadyuvantes
que fortalecen este proceso. Entre ellas, los receptores intracelulares que interactan con la proteina quinasa 4 (RIPK4),
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quienes al igual que las CK son expresados por el factor p63 (Urwyler-Rosselet et al, 2018). Ambas proteinas, realizan su
intercambio en el estrato basal del tejido epitelial durante la diferenciacion de los queratinocitos (Stimer, Boz, Dinger, 2019).
Estas interacciones demostrarian la importancia de la CK-14 en el mantenimiento de la homeostasis del tejido epitelial
y su posible intervencion en procesos patologicos como el AGTO. Asimismo, algunos reportes sefalan un incremento en
la expresion de la CK-14 en pacientes que padecen de inflamacion sub-epitelial (Kaminagakura et al. 2006). Sin embargo,
la relacion entre CK-14 y células inflamatorias no ha sido completamente dilucidada, aunque se ha puesto en evidencia el
rol de patogenos periodontales y la participacion de citocinas inflamatorias en el inicio y desarrollo del AGTO (Alshahrani
et al, 2020). En los pacientes analizados aqui, no se percibié un infiltrado inflamatorio crénico, seguramente por haber
incluidos sélo pacientes con un buen estado de salud periodontal en ambos grupos de estudio.

Reportes senalan que la CK-19 se encuentra principalmente en tejido epitelial simple. Sin embargo, su expresion en tejido
escamoso estratificado queratinizado es indicativo de una actividad celular proliferativa, tal como ha sido observado en
los pacientes con AGTO. De hecho, en el presente estudio fue observado un aumento importante de nucleos celulares
positivos para el marcador de proliferacién celular Ki-67 en todos los sujetos con AGTO. Estos hallazgos estan en
concordancia con resultados reportados en grupos de pacientes con AG por medicamentos (Afonso et al, 2014 ; Buduneli
et al, 2007). La evidencia cientifica sefiala que la CK-19 regula la proliferacion celular mediante la via de sefalizacion
de la proteina NOTCH y otras moléculas como TFG-3 o transglutaminasa tisular (tTG) (Saha,Yin, Chae, Cho, 2019). En
otros procesos proliferativos diferentes a la cavidad oral, la expresion aumentada de la CK-19 se ha relacionado con la
formacion de un complejo en presencia de tTG para poder activar la enzima SRC tirosina quinasa, involucrada en procesos
fisiolégicos fundamentales como la proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia celular (Bagnato et al, 2020).
Sin embargo, en el tejido gingival la interaccion de CK-19 con estas moléculas constituye una via fisiopatolégica a explorar.
Asimismo, la CK-19 suele actuar en diferentes actividades proliferativas como biomarcador en enfermedades que implican
una proliferacion celular descontrolada (Saha et al. 2019). En patologias malignas como ameloblastoma periférico (AP), la
ubicacion y expresion de CK-19 es vital para su interpretacion diagnostica y de tratamiento. Es frecuente encontrar la CK-
|9 en lugares poco comunes como en las células de reticulo estrellado y células periféricas de pacientes con AP, donde la
identificacion de CK-19 suele ser mayor (Chhina y Rathore,2015). En nuestro estudio la expresion de CK-19 fue detectada
fundamentalmente en el estrato basal y espinoso de los pacientes con AGTO. Esta localizacién, al igual que la presencia
del marcaje positivo Ki-67, nos sugiere una actividad de proliferacion celular importante en el tejido gingival de pacientes
afectados por el AGTO no relacionada con cambios displasicos. En conjunto, la expresion inmunohistoquimica de la CK-
14, CK-19 y Ki-67 en el tejido gingival de pacientes con AGTO, indicarian que el marcado crecimiento tisular identificado
en estos pacientes pudiera detenerse una vez el factor desencadenante (tratamiento de ortodoncia) sea finalizado. La
confirmacién de esta hipotesis sera sin duda, objeto de estudios mas profundos mediante técnicas de biologia molecular
y celular.

Dentro de los limites del estudio, se destaca un nimero reducido de pacientes, la puesta en evidencia de los marcadores
evaluados Unicamente por la técnica de inmunohistoquimica. Sin embargo, aunque se trate de resultados preliminares,
se puede concluir que el epitelio de los pacientes con AGTO presentan una expresion positiva de la CK-14 y CK-19,
principalmente en las células de la lamina basal. La localizacion de estos marcajes coincide con la presencia elevada
de células positivas para Ki-67 en el estrato basal de los tejidos de pacientes con AGTO. Estos datos sugieren que los
marcadores investigados pudieran ser Utiles en el seguimiento del proceso proliferativo asociado al tejido gingival de los
pacientes portadores de tratamiento de ortodoncia. Sin embargo, es imperiosa la realizacion de estudios con una muestra
de poblacidon mas numerosa y el desarrollo de andlisis de la expresion antigénica de estos marcadores con el propésito de

esclarecer posibles mecanismos fisiopatologicos del AGTO. =
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