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Expresion tisular y niveles séricos del factor de crecimiento
y transformacion beta-1 en estomatitis aftosa recurrente

Norma Pedreaiez', Pablo Ochoa’, Loida Ponce', Robert Tovar!, Sarah Bethencourt', Magda Miret?,

Julie Verzura', José Corado’ y Sioly Orta'.

RESUMEN

La estomatitis aftosa recurrente (EAR) es una patologia de la mucosa
bucal, cuya fisiopatologia parece estar relacionada con alteraciones
de la cascada de citocinas. El factor de crecimiento y transformacion
beta-1 (TGFB-1), es fundamental en esta cascada, por tal motivo,
se determinaron sus niveles séricos y expresion bucal en pacien-
tes portadores de esta patologia. Fueron seleccionados 9 pacientes
con diagnostico de EAR, en fase aguda o en fase de remision, y
5 individuos sanos, de quienes se obtuvo una muestra de sangre
periférica y biopsia de la mucosa bucal, para determinar mediante
inmunohistoquimica y ELISA la expresion tisular y los niveles séricos
de la citocina. El TGFB-1 se expres6 en 100% de los pacientes en
submucosa, epitelio y endotelio. En el grupo de controles sanos la
expresion fue 40% en endotelio y 100% en submucosa y epitelio.
El porcentaje de casos con EAR que expreso la citocina, de mane-
ra fuerte, en endotelio, fue significativamente mayor (p<0,05) que
el porcentaje de casos que lo hizo de manera moderada o débil. La
intensidad de expresion en los casos controles fue débil en todas las
capas analizadas. Los niveles séricos de TGF[3-1 en los pacientes
fueron significativamente mayores que los encontrados en el grupo
control sano (P<0,05). Estos resultados sugieren que una alteracion
de la regulacion local o sistémica de la sintesis o liberacion de esta
citocina podria estar implicada en la patogénesis de la EAR.

Palabras Clave: Estomatitis aftosa recurrente, factor de crecimien-
to y transformacion beta-1, citocinas.

ABSTRACT

Tissue expression and serum levels of transforming growth
factor beta-1in recurrent aphthous stomatitis

Recurrent aphthous stomatitis is an oral pathology associated with
cytokine cascade alterations. Transforming growth factor beta-1
(TGFpB-1) is of the uttermost importance in this cascade. Hence, oral
mucosal expression and serum levels of TGFB-1 in patients with
recurrent aphthous stomatitis were investigated. Nine patients with
a diagnosis of recurrent aphthous stomatitis, in acute or remission
phase, and five healthy controls were selected. Tissue expression
(oral mucosal punch) and serum levels of this cytokine were deter-

( "Unidad de Investigaciones en Inmunologia (UNIVE- \
NIN). Departamento de Ciencias Fisiologicas. Facultad

de Ciencias de la Salud. Universidad de Carabobo.
Valencia. Venezuela.

2Unidad de Investigaciones Morfopatolégicas. Facultad
de Odontologia. Universidad de Carabobo. Valencia.
Venezuela

Correspondencia: Sioly de Orta

E-mai: sioly.orta@gmail.com

k Recibido: Octubre 2009 Aprobado: Febrero 2010 J

mined using immunohistochemistry and ELISA techniques. TGFB-1
was expressed in 100% of patients with recurrent aphthous stomati-
tis in epithelium, submucous and endothelium. In the control group,
40% of the cases expressed TGF-1 in endothelium and 100% in
submucous and epithelium. The percentage of cases with recurrent
aphthous stomatitis and strong endothelial expression of TGFf-1
was significantly higher (P<0.05) than those with moderated and
weak expression. The intensity of expression in the control group
was weak in all layers. Serum levels of TGFB-1 were significantly
higher in patients than in the healthy control group (P <0.05). An al-
teration of systemic or local regulation of the synthesis or liberation
of this cytokine could be implicated in the pathogenesis of recurrent
aphthous stomatitis.

Key words: Recurrent aphthous stomatitis, transforming growth
factor beta-1, cytokines.

INTRODUCCION

La estomatitis aftosa recurrente (EAR) es una enfermedad
inflamatoria crénica de la mucosa bucal, de naturaleza mul-
tifactorial y de etiologia desconocida, con una prevalencia de
6 a 20% y mas frecuente en adultos jovenes. Su evolucion
se caracteriza por periodos de exacerbacion y remision (1,2).

En el desarrollo de la EAR han sido implicados factores inmu-
nitarios, genéticos, endocrinos, infecciosos, metabdlicos y el
estrés (3-6). La activacion anormal de la respuesta inmunita-
ria (RI) celular con alteracion de la cascada de citocinas del
tipo del factor de crecimiento y transformacioén beta-1 (TGF
B-1) en la mucosa bucal, ha sido propuesta como hipotesis
explicativa de la participacion del sistema inmunitario (SI) en
la patogenia de esta enfermedad (7-14).

TGFB-1 es una citocina pleiotrépica que cumple una impor-
tante funcién en la resolucion del proceso inflamatorio y en
la reparacion tisular (15). Su accion es variable, y depende
de su localizacién y concentracion. Localmente, en bajas
concentraciones, tiene propiedades proinflamatorias (qui-
miotacticas) e inmunosupresoras (suprime la activacion de
linfocitos), mientras que, en altas concentraciones impide la
resolucion de la inflamacioén y favorece el desarrollo de fibro-
sis. Otras propiedades incluyen la regulacion de la prolife-
racion, adhesion, diferenciacion celular y apoptosis (16-18).

Como es conocido que tanto la produccién crénica de TGFB-
1 como su acumulacién predispone a infecciones recurrentes
con potenciacién de la inflamacion y desarrollo de lesiones
fibréticas (17,19), se decidio investigar si existe una altera-
cion de la sintesis y de la expresion local de esta citocina, en
pacientes con EAR.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes. Se estudiaron 9 pacientes con diagnéstico clinico
e histopatologico de EAR, en fase aguda (hasta seis sema-
nas de duracion) y en fase de remision, durante un lapso de
dieciocho meses. De los pacientes 6 eran de sexo femenino
y 3 de sexo masculino. Los criterios de inclusion fueron los
siguientes: edad (21 - 35 afios), 4 6 mas episodios agudos de
EAR al afio, ausencia de patologias sistémicas y bucales, y
no haber recibido tratamiento con agentes inmunosupresores
en los tres meses previos a la toma de las muestras. El grupo
control estuvo constituido por 5 individuos sanos, con edades
comprendidas entre 21 y 35 afios, 4 del sexo femenino y 1
del sexo masculino, sin antecedentes de lesiones bucales.

Recoleccion de muestras y procesamiento. Previo con-
sentimiento informado se obtuvo, de todos los grupos en es-
tudio (EAR en fase aguda, EAR en remision y grupo control),
una biopsia (punch) de lesiones localizadas en diferentes re-
giones de la mucosa bucal y de tejido sano. Para todos los
grupos, la muestra fue tomada después de un ayuno previo,
de al menos 3 horas. En el caso de los pacientes el tejido se
obtuvo en los primeros tres dias de aparicion de la lesion y
sin haberse aplicado ningun tipo de tratamiento tdpico, an-
terior a la toma de la muestra. Las muestras fueron fijadas
en una solucion de formaldehido en PBS (pH 7,4) al 10%, y
posteriormente incluidas en parafina.

Determinacion inmunohistoquimica de la expresion ti-
sular de TGFB-1 Los bloques de tejido parafinado fueron
cortados en secciones de 5 um y colocados en laminas por-
taobjeto pre-tratadas con poli-L-lisina (PLL) (dilucion 1/10).
La inmunohistoquimica fue realizada segun el método de la
biotina-avidina-peroxidasa (Vector Lab., U.S.A.). Para ello,
las secciones, previamente parafinadas y fijadas en forma-
lina, fueron desparafinadas con xilol, rehidratadas y lavadas
con PBS. Después de bloquear la actividad endégena de la
peroxidasa con metanol-peroxido al 3% durante 5 min., y los
sitios de enlace de las proteinas con suero de caballo normal
durante 40 min., la muestra de tejido fue incubada (40 min.)
con el anticuerpo monoclonal primario, anti-TGF[3-1 dilucion
1/100 (Serotec, USA).

Después de lavar con PBS, las secciones de tejido fueron
incubadas, a temperatura ambiente, durante 40 min., con un
anticuerpo secundario, biotinado, antinmunoglobulina huma-
na (BHAM, Serotec, USA).

Se procedié a un segundo lavado y, posteriormente, se in-
cubd con el complejo avidina-biotina-peroxidasa durante 15
min. La reaccién fue revelada después de incubar con el
cromogeno Novared (Vector Lab., U.S.A.), durante 4 min.
Las secciones de tejido fueron coloreadas con hematoxilina
Gill's (Vector Lab., U.S.A) durante 5 min., lavadas y secadas.
Finalmente, las laminas fueron cubiertas con un medio de
inclusion rapida (Entellan de Merck, KGaA. Alemania) para
microscopia. Los controles negativos fueron realizados con
omision del anticuerpo primario.

Las secciones de tejido que tomaron en las membranas plas-
maticas de las células de la submucosa, epitelio y endote-
lio, un color marrén-rojizo fueron consideradas positivas. La
ausencia de coloracion (marron-rojiza) y la intensidad de la
misma, leve, moderada o intensa, en las mismas capas ce-
lulares, fueron registradas. Para ello se empleé la siguiente
escala ordinal: nulo: O cruces (ausencia de color marron);
débil: + (color marrén claro); moderado: ++ (color marrén
intenso); fuerte: +++ (color marrén-rojizo) (20). Tomando en
cuenta los resultados anteriores, se valoro la intensidad total
del marcaje del TGFB-1 en cada una de las laminas mediante
la siguiente escala ordinal: débil: 1-4 puntos; moderado: 5-7
puntos; fuerte: 8-9 puntos. Los puntos equivalen a la suma-
toria de las cruces obtenidas en las tres regiones analizadas
(submucosa, epitelio y endotelio).

Determinacion de las concentraciones séricas de TGFf3-1
(ELISA). Se tomaron muestras de sangre (5mL) a los pacien-
tes, en fase aguda o remision, y al grupo control. Se obtuvo
el suero y alicuotas del mismo fueron almacenadas a -70 °C
hasta el momento de realizar las determinaciones.

Se obtuvieron las concentraciones séricas de TGFB-1 si-
guiendo las instrucciones del kit comercial (Quantikine, R&D
Systems, USA) para ELISA. La lectura se realizé a 450 nm
con filtro diferencial de 600 nm.

Andlisis estadistico. Los resultados de la inmunohistoquimi-
ca fueron expresados en frecuencias relativas de expresion
+ error estandar, tomando en cuenta la localizaciéon (capa)
y la intensidad de la expresién. Se utilizoé la prueba Z para
comparar porcentajes. Se calcularon las medias aritméticas
y el error estandar de las concentraciones séricas de TGFB-1
y se compararon las medias usando la t-Student. Se conside-
raron significativos los valores de P<0,05.

RESULTADOS

TGFB-1 se expreso en la totalidad de los individuos estudia-
dos (grupo control y pacientes). En la figura 1 se muestran
las secciones tefiidas de la mucosa bucal. En la Fig. 1, la
fotografia N° 1 muestra la tipica coloracion violeta correspon-
diente a ausencia de expresion de TGFf-1. Las fotografias 2,
3y 4 representan la expresion débil, moderada y fuerte de la
citocina en submucosa, epitelio y endotelio.
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Fig 1. Expresion de TGF beta-1 en endotelio, submucosa y epite-
lio en mucosa oral de pacientes con estomatitis aftosa recurrente:
1: control negativo; 2: expresion débil de TGF-beta-1, en todas las
capas; 3: expresion moderada en epitelio y fuerte en submucosa y
endotelio; 4: expresion fuerte en epitelio y moderada en submucosa
y endotelio (40X). (S: submucosa, End.: endotelio, Ep.: epitelio)

Al discriminar la expresion por capas se observo que los 9
(100%) de los pacientes expresaron TGFB-1 en submucosa,
epitelio y endotelio. El grupo control sano 5 (100%) la expre-
s6 en epitelio y submucosa y 2 (40%) en endotelio (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia relativa de expresion de TGF beta 1 en estoma-
titis aftosa recurrente (EAR)

Capas Pacientes Controles Sanos
(n) % (n) %
Epitelio 9 100 5 100
Submucosa 9 100 5 100
Endotelio 9 100 2 40

En los pacientes, la intensidad de expresion de la citocina
vario en cada una de las capas analizadas. En la Tabla 2 se
muestra la intensidad de expresion de TGFf3-1, por capas, en
pacientes y controles, observandose en la submucosa de los
pacientes que, la expresion fue fuerte en 33,3% de casos,
moderada en 44,4% y débil en 22,2%, de igual manera, en
el epitelio 44,4% de los casos la expresé de manera fuerte,
33,3% de manera moderada y 22,2% de manera débil.

Tabla 2. Frecuencia relativa de expresion de TGF beta 1, en mucosa
bucal segun intensidad, en pacientes con estomatitis aftosa recu-
rrente (EAR)

Capas Intensidad de Pacientes Controles
expresion o % o %
Epitelio Fuerte 4 444 0 0
Moderada 3 333 0 0
Débil 2 222 9 100
Submucosa Fuerte 3 333 0 0
Moderada 4 444 0 0
Débil 2 222 9 100
Endotelio Fuerte 6 66,6 0 0
Moderada 1 111 0 0
Débil 2 222 9 100

Cuando se compard la intensidad de expresion por capa, en-
tre pacientes y controles, se observé que, en epitelio y en-
dotelio el porcentaje de pacientes que expresé TGFB-1 con

fuerte intensidad, fue significativamente mayor que el de los
controles sanos (P<0,05). Todos los casos del grupo control
mostraron una intensidad de expresion débil, en todas las
capas analizadas.

Las concentraciones séricas de TGFB-1 (fig. 1) en fase agu-
da y en fase de remision fueron 1.835,6 + 495,9 pg/dL y
1.805,8 + 388,1 pg/dL, respectivamente. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre estos dos
grupos (P> 0,05). Al comparar el grupo de pacientes con el
grupo control sano (1.414 + 66,7 pg/dL) se observo que las
concentraciones séricas de TGF[3-1 fueron significativamente
mayores en los pacientes, fase aguda y remision, que en el
grupo control sano (P<0,05).

DISCUSION

Las lesiones ulcerosas de la EAR son procesos inflamato-
rios cuya etiopatogenia no esta completamente dilucidada;
algunos factores desencadenantes incluyen alteraciones
inmunoldgicas, infecciones, traumas, factores psicoldgicos,
genéticos y medioambientales. Se ha propuesto que la EAR
puede ser la consecuencia de una alteracion de la Rl contra
elementos no patdégenos de la flora de la mucosa bucal del
hospedador, o bien una alteracion de la sintesis de citocinas
proiinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-
B) y antiinflamatorias como el TGFB-1, y de la inmunidad
celular contra areas de la mucosa bucal (17,19,21-24). Asi-
mismo, otros reportes sugieren que las alteraciones de la
sintesis, expresion y funcion de citocinas como el factor de
crecimiento epidérmico, TGFfB-1, y prostaglandinas como
E2, pueden estar implicadas en la patogenia de enferme-
dades multifactoriales, tan variadas como EAR, psoriasis y
fibrosis pulmonar (25-27). En un estudio In vitro se reporté
que, en el sobrenadante de células mononucleares de san-
gre periférica de pacientes con EAR, hubo un incremento
de la produccion de citocinas proiinflamatorias (lI-2, IFNy,
TNFa, IL-5, IL-6 e IL-8) con disminucion de las antiinfla-
matorias (IL-10 y TGFpB-1) en comparacion con individuos
sanos (22). En este trabajo se demuestra que TGFB-1 se
expresa en mucosa normal y patolégica, con una intensidad
de expresion variable en las diferentes capas de la mucosa
en pacientes con EAR, asi mismo, que sus niveles séricos
son significativamente mayores en pacientes con EAR que
en el grupo control sano, en contraposicion con lo reportado
por Lewkowicz, N. y col (22).

Estos hallazgos al igual que los de otros investigadores
(8,9,21,22) sugieren que alteraciones de la regulacion, sis-
témica y en la mucosa bucal, de la cascada de las citocinas,
puede efectivamente generar un microambiente potencial-
mente patogénico, que favoreceria la aparicion y recurren-
cia de lesiones en los pacientes con EAR. Este es, hasta se
conoce, el primer reporte sobre la determinacién conjunta de
niveles séricos y expresion de TGFB-1 en mucosa bucal de
pacientes con EAR.
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