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RESUMEN

El estado de homeostasis en la cavidad oral depende de varios mecanismos
gue son regulados por el sistema inmunologico. La inmunoglobulina A secretora y
los neutréfilos son algunos de los participantes en el establecimiento de este
equilibrio. Los neutréfilos son glébulos blancos que representan la primera linea de
defensa del organismo, la cual, se activa ante la presencia de cualquier
microorganismo que interfiera con el equilibrio del cuerpo. Los neutrofilos eliminan
microorganismos por medio de tres mecanismos: la fagocitosis, la degranulaciéon y
la produccion de trampas extracelulares de neutrofilos (NET, por sus siglas en
inglés). En el caso de la cavidad oral, los neutroéfilos continuamente se activan ante
la presencia de biopelicula dental en las superficies dentales y las superficies de los
aparatos o protesis. El tratamiento de Ortodoncia conlleva, en la mayoria de los
casos, al uso de aparatologia fija, siendo la colocacién de brackets de ligado
convencional el tratamiento predilecto entre los pacientes. Dentro de las
desventajas que presenta dicho tratamiento se encuentran la gran retencion de
restos de alimento y de biopelicula dental en los brackets y la dificultad para realizar
una adecuada higiene dental. La falta de higiene oral por periodos cortos de tiempo
no representa un gran peligro para mantener el equilibrio de la microbiota oral
residente. Sin embargo, si los periodos de higiene son largos o no se realizan, el
paciente con aparatologia ortodoncica fija puede desarrollar enfermedades
periodontales como la gingivitis y la periodontitis. El desarrollo de nuevos aparatos
fijos como los brackets de autoligado presentan una soluciéon para disminuir la
acumulacion de biopelicula dental al excluir el uso de modulos elastoméricos. El
papel de los neutréfilos en condiciones de acumulacién de biopelicula dental por
aparatologia de ortodoncia no se ha estudiado, por lo que en este trabajo se exploro
una de las funciones de los neutrofilos que es la formacion de trampas

extracelulares de neutréfilos (NET).



INTRODUCCION

CAPITULO 1

ODONTOLOGIA Y ORTODONCIA

En el transcurso del tiempo, la profesion Odontolégica ha desarrollado un sinnimero
de funciones. Sin embargo, actualmente el servicio y la investigaciéon son una
prioridad. La profesion Odontologica requiere de valores humanos como el respeto,
el conocimiento, el trabajo social, la responsabilidad, entre otros, que permiten
desarrollar una interrelacion humana. Y aqui, el area social constituye la base del

desemperio de la profesion. (1)

La Odontologia se define como la especialidad y area del conocimiento de las
ciencias de la salud, que se encarga del diagnostico, la prevencion y el tratamiento

de las enfermedades del aparato estomatognatico. (2)

Por otro lado, la Sociedad Espafola de Ortodoncia, define a la Ortodoncia
como una especialidad de la Odontologia que estudia, previene y corrige las
alteraciones del desarrollo craneofacial, la forma de las arcadas dentarias y la
posicion de los maxilares para poder restablecer el equilibrio morfolégico y funcional

de boca y cara, buscando mejorar también la estética facial. (3)

1.1. Tratamiento en Ortodoncia

El tratamiento de ortodoncia puede ser clasificado en tres tipos:

1.1.1. Ortodoncia preventiva: Se aplica cuando no estd aun presente la
maloclusion. Busca utilizar medidas adaptadas para preservar la
integridad de lo que parece ser normal en un momento especifico. La
prevencion en ortodoncia comienza en el momento mismo en que los
dientes comienzan a erupcionar hasta que se produce el recambio
dentario. (4, 5)



1.1.2. Ortodonciainterceptiva: Se aplica cuando se tienen los primeros signos
de aparicion de la maloclusion. Se comienzan a interponer barreras para
evitar alteraciones mayores y una evolucion desfavorable de la oclusion.
(4)

1.1.3. Ortodoncia correctiva: Se encarga del tratamiento de las maloclusiones
producidas por malposicion dentaria, mediante el uso de aparatologia fija
(6). La cual, no puede ser retirada por el paciente. (7) En este tipo de
aparatologia se utilizan bandas y brackets. Estos actian como soportes

en la unién de los componentes que producen la fuerza. (8)

1.2. APARATOLOGIA FIJA

1.2.1. Brackets metalicos de ligado convencional

Actualmente, el aparato dental mayormente utilizado durante el tratamiento de
ortodoncia son los brackets metélicos, los cuales, estan fabricados de acero y se
caracterizan por el uso de modulos elastoméricos también conocidos como elasticos
o ligas, que sirven para fijar el bracket al alambre y aplicar la fuerza necesaria para

corregir los dientes. (9)

1.2.1.1. Estructura basica de un bracket metalico de ligado convencional

Los brackets convencionales tienen tres paredes en la ranura que son una pared

gingival horizontal, una pared horizontal oclusal, y una pared vertical (Figura 1). (10)



Punto de orientacion

Aletas

Figura 1. Estructura basica de un bracket metélico de ligado convencional. El bracket presenta
una base con malla que se adhiere a la superficie dental, una hendidura llamada slot que contiene
el alambre de ortodoncia, un gancho para sostener distintos aditamentos como ligas o resortes, un
punto de orientacidén para saber la correcta posicion que debe tener el bracket en la boca y aletas

gue sirven para sostener ligas de ortodoncia. Imagen modificada de (11, 12).

1.2.1.2. Mobdulos elastoméricos

Los madulos elastomeéricos, elasticos o ligas, son anillos pequefios individuales
de diversos colores, hechos a base de polimeros de poliuretano que sirven para fijar
el alambre al arco e incluso darle un toque divertido al aspecto del aparato. Por su
composicién, estan sujetas a su deterioro y deformacion plastica como resultado de
la lenta hidrolisis que sufren al estar expuestos a un ambiente himedo. Por ello, es
importante cambiarlos con relativa frecuencia para evitar que se desplacen
espontaneamente y que ademas se inactiven en la funcion que realizan. (13) (Figura
2)

Figura 2. Médulos elastométicos a) Presentacion clasica de médulos elastomércos. Imagen tomada
de (14). b) Fotografia con microscopio electrénico de un bracket convencional con mddulo

elastomérico. Fotografia tomada de (15).



Principio mecanico que sigue el uso de brackets

La fuerza tangencial que se produce entre dos cuerpos que se encuentran en
contacto cuando uno de estos se resiste al movimiento sobre el otro se denomina
friccion, por lo tanto, un término mas preciso para la friccidbn en ortodoncia es la
resistencia al deslizamiento. La resistencia al deslizamiento se conoce como la
oposicién al movimiento encontrado por el bracket a medida que trata de deslizarse
a lo largo del alambre o viceversa. Por consiguiente, la fuerza que debe aplicarse
sobre los dientes tiene que superar la resistencia al deslizamiento para lograr el
movimiento ortodéncico deseado. (16) Esto requiere el menor grado de friccion

posible para permitir el cierre del espacio de manera efectiva. (17) (Figura 3)

Fuerzz de fricddn opuestz al movimento

Figura 3. Representacion de lafriccion. La fuerza de friccion o la fuerza de rozamiento es la fuerza

que existe entre dos superficies en contacto que se opone al inicio del deslizamiento. (18)

En el caso de los brackets metdlicos de ligado convencional, los médulos
elastoméricos puede ser colocados de manera convencional en un patron de figura
en O, o bien, pueden ser colocados en un patrén de figura en 8 alrededor del
bracket, la segunda opcion, aunque util para asegurar la participacion de arco
completo en el interior de la ranura del bracket, produce friccion significativamente
mayor que cuando se compara con la figura-O patron o con la ligadura metalica.
(13) (Figura 4)
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Figura 4. Diferentes formas de colocacion de mdédulos elastoméricos. Del lado izquierdo se
observa un médulo elastomérico con patrén en forma de O y del lado derecho un patrén en forma
de 8. (15)

En respuesta a este hecho, para superar las desventajas de las técnicas de
ligado convencional, se introducen al mercado los brackets de autoligado, los cuales
favorecen la disminucién de la resistencia al deslizamiento, brindan mayor
comodidad al paciente y reducen el tiempo de tratamiento y de consulta (Figura 5).
(17)

Figura 5. Brackets de ligado convencional. Fotografia que muestra el uso de brackets de ligado

convencional en la cavidad oral. Fuente directa.

1.2.2. Brackets de autoligado

El primer sistema de autoligado registrado fue el de Russell en 1935 descrito por
el doctor Jacob Stolzenberg y renacio el interés en el desarrollo de los brackets de

autoligado por los fabricantes y ortodoncistas desde mediados de los afios 70.

11



Segun Zreaqat y Hassan, la filosofia del autoligado sugiere que la menor fuerzay la
menor friccion, permiten al diente moverse a su posicion fisiolégica. Debido a que
no sobrecarga la musculatura o no se induce la isquemia en los tejidos periodontales

o hialinizacién, no se afecta el tejido periodontal.

Por otra parte, Orozco y Meza evaluaron los diferentes tipos de brackets de
autoligado en el mercado y dedujeron que la friccion depende de la aleacion de los
alambres, la dimension, angulacion y material del slot, asi como las fuerzas de

ligado, la distancia interbracket y la manipulacién del operador. (16)

La ortodoncia de autoligado es conocida porque no necesita ninguna ligadura
para unir los arcos a los brackets, sino que se consigue su unién mediante un clip
en el bracket. Los clips, permiten ejercer las fuerzas de los arcos con memoria

elastica. (9) (Figura 6).

Figura 6. Brackets de autoligado. Fotografia que muestra el uso de brackets de autoligado en la

cavidad oral. Fuente directa.

1.2.2.1. Estructura basica de un bracket de autoligado

Un bracket de autoligado ademas de las paredes anteriormente mencionadas
en los brackets convencionales, tiene una pared facial adicional. La pared facial de

los brackets de autoligado, cumplen un rol muy parecido al que desempefan las

12



ligaduras metélicas o elastomeéricas en los brackets convencionales (Figuras 7 y 8).

Estas paredes son de dos tipos: los de tipo pasivo y tipo activo o interactivo. (10)

Bolita para
p— ¢ - abrir el clip
>

Clip abierto Macro retenciones a los lados Bisel para el retiro

Figura 7. Estructura basica de un bracket de autoligado. De lado izquierdo se observa el clip
abierto de un bracket de autoligado. Al centro se observan micro retenciones en la base del bracket
para una mejor retencion a la superficie del diente. Y por ultimo, de lado derecho se observa el clip

cerrado, un bisel del bracket para su retiro de la cavidad oral y una bolita para abrir el clip. (15)

ACCESO DEL INSTRUMENTO

RIEL DE TORQUE

Figura 8. Estructura bésica de un bracket de autoligado. (10)

Basicamente los pasivos son aquellos en los cuales el clip de cierre nunca
presiona o empuja al arco hacia el fondo de la ranura y sus clips pueden ser rigidos
o flexibles. Los interactivos son denominados asi ya que su clip es capaz de flexar

e interactuar con el arco para corregir la posicion de las piezas dentales. El clip en

13



éstos ultimos se insinlda dentro del slot para empujar los arcos hacia el fondo. (19)
(Figura 9)

\
‘L_,‘

=

Figura 9. Tipos de bracket de autoligado. Del lado izquierdo se observa un bracket de autoligado
de tipo pasivo, donde el clip no presiona el arco hacia el fondo de la ranura y del lado derecho, uno

de tipo activo, donde el clip ejerce presién sobre el arco. (15)

1.2.3. PROPIEDADES DE LOS SISTEMAS DE LIGADURA

Los sistemas de ligadura de los brackets tanto de autoligado (pared facial y el
clip) o convencionales (alambres y elasticos), deben contener al alambre en el slot
del bracket, cumpliendo ademas ciertas propiedades para tener un sistema de
ligadura 6ptimo en los diferentes tipos de brackets, tanto convencionales como de

autoligado. Estas propiedades ideales son:

» Seguridad y resistencia.

* Que pueda asegurar completamente el alambre al slot del bracket.
* Mostrar baja friccion entre el bracket y el arco de alambre.

* Rapido y facil de usar.

* Permitir una conexion facil de la cadena elastica.

* Ayudar a una buena higiene oral.

» Comodidad para el paciente. (10)

14



Figura 10. Representacién de los diferentes tipos de ligado. a) Brackets con ligado convencional.
b) Brackets de autoligado. (15)

1.3. BASES BIOLOGICAS DEL TRATAMIENTO ORTODONCICO

El tratamiento ortodontico se basa en la aplicaciéon de fuerza que producira
movimientos del 6rgano dental mediante la remodelacién del hueso que lo rodea,
eliminandose selectivamente de algunas zonas y formandose en otras. (20) De igual
manera, el ligamento periodontal sufrirh una serie de modificaciones. En las zonas
de presion se evidenciardn cambios vasculares con dilatacion de los vasos, estasis
y desintegracion de las paredes vasculares. También podran observarse en las
zonas de tension, cambios en el flujo sanguineo con migracion de leucocitos hacia
el espacio extravascular, lo cual indica la presencia de una reaccion inflamatoria
leve. (21)

Por otro lado, los movimientos dentales afectardn la salud periodontal
comenzando a desviar la biopelicula dental hacia la region subgingival, esto a su
vez, alterard la morfologia 6sea, mientras aumenta la pérdida de insercion

periodontal.

En consecuencia, presentaran alteraciones desfavorables en el periodonto tanto
por el desplazamiento de los dientes ocasionado por las fuerzas aplicadas
excesivas, como por la acumulacién de placa debido a la dificultad de mantener una
buena higiene oral, lo que conlleva a una inflamacion de los tejidos blandos

circundantes a los brackets y bandas de ortodoncia. (22)
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1.4. BIOPELICULA DENTAL

La biopelicula dental es una entidad o masa estructurada especifica, adhesiva,
altamente variable, que se forma por el crecimiento y colonizacion de
microorganismos sobre la superficie de los dientes, de las restauraciones, de los
aparatos protésicos o de cualquier otro material duro. A medida que los
microorganismos se organizan en colonias, crecen y producen sustancias
destructivas en los tejidos subyacentes. Esta comunidad organizada de numerosas
especies de microorganismos, agrupadas en una matriz extracelular, compuesta de
productos del metabolismo bacteriano, de exudado crevicular, de la saliva y
particulas de alimentos, se forma como consecuencia de la organizacién y
proliferacion de las colonias de bacterias. (23). El desarrollo de la biopelicula
supragingival se puede dividir en tres fases: primero, la formacién de la pelicula
adquirida, luego la colonizacion bacteriana inicial o primaria y por udltimo la
colonizacion secundaria y maduracion. (24) Después de realizada una profilaxis
dental, la superficie del diente es cubierta en cuestion de minutos con una capa de
material proteico de un espesor de 0,1 a 0,8 micrébmetros, derivado de la saliva,
conocido como pelicula adquirida a la que se adhieren microorganismos de forma
aislada inicialmente. Dentro de las primeras 24 horas, las bacterias Gram-positivas,
principalmente Streptococcus sanguis y especies de Actinomyces spp. colonizan
esta biopelicula. Posteriormente, la acumulacién de la matriz extracelular y la
adherencia de nuevos microorganismos a los receptores de superficie de los cocos
y bacilos facultativos Gram-positivos, permite la adherencia de microorganismos
Gram-negativos como los Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia que no
tienen la capacidad de adherirse directamente por si mismos. Y por ultimo se
aumenta la complejidad y madurez hasta la colonizacion de bacterias estrictamente
anaerobias. La adherencia bacteriana, el crecimiento, la eliminacién y reunién es un
proceso continuo y dindmico. La estructura de la biopelicula dental est4d en

constante proceso de reorganizacion (Figura 11). (24, 25)
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Early I
Colonizers

S, oralis “ }
S. mitis gordonii S. sanguis gordonii

Acquired Pellicle
Tooth Surface

Figura 11. Esquema representativo de los microorganismos colonizadores de la biopelicula
dental. (26)

El control de la biopelicula dental juega un papel clave en el proceso por el
cual se producen las dos enfermedades orales mas comunes: la caries y la
enfermedad periodontal, las cuales se generan cuando el equilibrio entre la
respuesta inmune del huésped y la patogénesis microbiana se alteran. (22, 23)

El tratamiento de ortodoncia crea nuevas areas de retenciébn y en
combinacion con una mala higiene oral dan lugar a un aumento en el numero de
microorganismos que pueden causar dafio periodontal directamente por medio de
la produccion de toxinas bacterianas, enzimas, o los productos finales del
metabolismo e indirectamente por la estimulacion de respuestas inmunes que
resultan en lesiones a los propios tejidos. La mayoria de los pacientes desarrollan

gingivitis o hiperplasias en el primer o segundo mes después de colocados los

17



brackets, siendo mas marcado en la zona posterior y con el uso de bandas,

especialmente en los molares superiores. (25)

Si bien la lesion periodontal inicial aparece a los 4 dias de acumulacion de
placa, esta no se evidencia clinicamente, sin embargo, a nivel celular se caracteriza
por un aumento del liquido gingival crevicular y migracion de neutroéfilos desde el
plexo vascular hacia el epitelio de insercidén y surco gingival. (27) Para entender
mejor este proceso es necesario conocer brevemente cémo funciona el sistema

inmunoldgico en el siguiente capitulo de esta tesis.

1.5. BRACKETS Y SU RELACION CON LA BIOPELICULA DENTAL

Durante mucho tiempo el paciente ortodéncico fue considerado como paciente
de bajo riesgo, ya que los procedimientos empleados en ellos no se consideraban
invasivos. Sin embargo, los dispositivos utilizados durante el tratamiento se han
asociado con una deficiente higiene oral. (8) El bracket es un dispositivo que se
retiene en el diente. Dependiendo de su disefio, superficie y tamafio, seré la
cantidad de biopelicula dental que pueda retener y acumular, ocasionando un
impedimento para que el paciente logre tener una buena salud oral sin los cuidados

pertinentes. (9)

En condiciones normales, la formacién de la biopelicula dental se presenta
pocos minutos después de limpiar la superficie de los dientes. Su desarrollo se rige
por una dinamica constante de acuerdo con la higiene oral del paciente. El
tratamiento de ortodoncia con aparatos fijos esta asociado con la inflamacion
gingival, el sangrado, la hiperplasia gingival y las lesiones de mancha blanca, ya
que crea areas de retencion que predisponen a la mayor acumulacion de placa
supragingival, la cual altera las condiciones normales del medio oral cambiando la

composicién de la microbiota oral.

La higiene oral es mas complicada de realizar especialmente cerca del
margen gingival, en el area interproximal y alrededor de los brackets y las bandas.

Estos son los lugares donde se presenta mayor descalcificacién del esmalte e

18



inflamacion. Es por esto que los pacientes que van a iniciar un tratamiento de
ortodoncia deben tener un buen estado periodontal y un seguimiento continuo
durante todo el periodo de tratamiento.

Quintero descubrio en su andlisis, que los brackets de ligado convencional
en comparacion con los brackets de autoligado presentan mayor retencion de
biopelicula dental y a su vez, mayor afectacion de los tejidos blandos. (22)

Una parte integral de la practica de ortodoncia debe ser un programa
estructurado de higiene oral que incluya una explicacion detallada de la relacion
entre la biopelicula dental y la inflamacion, un asesoramiento sobre la dieta, una
capacitacion al paciente sobre las técnicas y los productos disponibles para la
eliminacién de la biopelicula y, por ultimo, un monitoreo de la eficiencia de estos al

ser usados por el paciente. (25)
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CAPITULO 2

SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmunoldgico es extraordinariamente complejo y se define como
el conjunto de drganos, tejidos, células y moléculas que, a través de diferentes
procesos celulares responden y eliminan agentes extrafios al cuerpo. Asi, este
sistema protege contra las diferentes enfermedades, identificando y matando
patdgenos de cualquier indole como virus, bacterias, hongos, parasitos o moléculas

reconocidas como “no propias” y también eliminado células cancerosas (28, 29).

En condiciones fisiolégicas, las células y moléculas que componen el sistema
inmunologico no solamente reconocen componentes microbianos, sino que ademas
tienen la capacidad para reconocer como extrafios muchos componentes que no
son de origen microbiano y moléculas propias alteradas como las que se forman en
las células tumorales. En la actualidad, las reacciones coordinadas y reguladas de
los componentes del sistema inmunoldgico para erradicar estimulos agresores o

neutralizar sus efectos dafinos se denomina respuesta inmunitaria. (28)

De forma general, el sistema inmunolégico se puede dividir en inmunidad

innata o inespecifica e inmunidad adquirida o especifica.

2.1. MECANISMOS DE INMUNIDAD INNATA

Este tipo de inmunidad es considerado el mas antiguo dentro de la escala
evolutiva. Esta presente en el organismo de forma natural, antes del nacimiento y
constituye la primera linea de defensa contra alguna infeccion. La inmunidad innata
carece de memoria para agentes invasores y no es especifica para antigenos, lo
que significa que con el tiempo, no aumenta su eficacia en sucesivas exposiciones.
A pesar de esto, lainmunidad innata es capaz de diferenciar patrones de estructuras
microbianas pertenecientes a grandes grupos de microorganismos (secuencias de

DNA viral, DNA bacteriano, etc.), de modo que puede activar diferentes mecanismos
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dependiendo del grupo microbiano invasor. Los mecanismos que componen esta

inmunidad son: (30)

2.1.1. Barreras

2.1.1.1. Barreras fisicas: Las barreras fisicas son los epitelios que posee el
organismo. Cada epitelio contiene diferentes cantidades de queratina y evitan que
penetren o proliferen colonias de microorganismos por su continua descamacion.
Ejemplos de estas barreras fisicas son la piel, el epitelio respiratorio y el epitelio

digestivo.

2.1.1.2. Barreras quimicas: Las barreras quimicas son las diversas sustancias que
engloban a una particula extrafia para su eliminacion del cuerpo. Dentro de estas
sustancias se encuentra el moco secretado por las diferentes mucosas del
organismo, las lagrimas en los ojos, la cera en el conducto auditivo externo o la
saliva en la boca. Ademas, estos fluidos contienen sustancias antimicrobianas. Por

ejemplo, la saliva contiene lisozima. (27, 30)

2.1.1.3. Barreras bioldgicas: Las barreras biolégicas son los microorganismos
presentes de manera natural en el cuerpo, se conocen como microbiota comensal.
Por ejemplo, las bacterias que forman la microbiota intestinal segregan sustancias

gue impiden que otras bacterias se instalen en el tracto digestivo.

2.1.2. Componentes

Estos componentes son activados en caso de que el agente extrafio logre atravesar
las barreras. Estos componentes son un grupo heterogéneo de células y factores

solubles.

2.1.2.1. Componentes celulares: Las células de la inmunidad innata se

caracterizan en general por presentar una respuesta inmediata a la invasion.
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2.1.2.1.1. Células asesinas naturales (Natural Killer-NK): Constituyen del 5
al 15% de las células mononucleadas de la sangre periférica en personas
sanas. Son ceélulas linfoides citoliticas que provocan la muerte de los
microorganismos, células infectadas, células tumorales o células ajenas, de
modo que contienen la infeccion hasta que el sistema de linfocitos T se

encuentre plenamente operativo.

2.1.2.1.2. Neutrofilos: Representan aproximadamente del 50 al 70% de los
leucocitos en la sangre. Su funcion es alcanzar el sitio de la infeccion en pocas
horas y eliminar a los microorganismos invasores, por lo que se los considera
responsables de la primera respuesta de inmunidad, esta funcion se debe
principalmente a que en su interior contienen granulos ricos de lizosima,

colagenasa, mioloperoxidasa y elastasa. (30)

2.1.2.1.3. Macrofagos: Son células que se originan en la médula ésea como
monocitos, circulan por la sangre y pasan a los tejidos donde se diferencian
en macrofagos, éstos se hallan vinculados a la inmunidad innata y a la
inmunidad adquirida, de este modo sus funciones son activar a los linfocitos T
por coestimulacién y fagocitar a las células reconocidas como extrafias

(células tumorales, células infectadas, microorganismos. (27, 30)

2.1.2.2. Componentes solubles: Ademas del componente celular, existen los
componentes solubles, que son una variedad de sustancias que coadyuvan en la

inmunidad innata.

2.1.2.2.1. Sistema del complemento: Es un grupo de proteinas sintetizadas
en el higado y circulantes en el plasma sanguineo, cuya funcién principal es
potenciar la inflamacion, facilitar la fagocitosis con la opsonizaciéon de
microorganismos Y dirigir la lisis de células. Participan en la inmunidad innata

y adquirida.

Este sistema se activa mediante tres posibles rutas: a) La via clasica, sucede

cuando se reconocen a los microorganismos recubiertos de anticuerpos, b) la
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via alterna, capaz de reconocer a estructuras propias de las bacterias y c) la
via de las lectinas, que se produce cuando se reconoce a una proteina
denominada "lectina de unién a manosa", la misma que se ancla a residuos
de manosa en las glucoproteinas y glucolipidos de la membrana de las
bacterias.

2.1.2.2.2. Quimiocinas y citosinas: Son mediadores proteicos liberados por
los elementos celulares del sistema inmune que intervienen en la regulacion
tanto de la inmunidad innata como de la adquirida, jugando un papel
importante en la activacion y regulacion de la respuesta inmune, asi como en
la hematopoyesis y en la respuesta inflamatoria. A este grupo pertenecen toda
la gama de interleucinas, interferones, factores estimulantes de colonia,

factores de necrosis tumoral y el factor de crecimiento. (30)

2.2. MECANISMOS DE INMUNIDAD ADQUIRIDA

Estos mecanismos son mas avanzados desde el punto de vista evolutivo. En
este tipo de respuesta se ataca al agente extrafio de manera especifica para
eliminarlo. Estos mecanismos se dividen en respuesta celular, la misma que es

liderada por linfocitos y respuesta humoral mediada por anticuerpos. (30)
2.2.1. Respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular tiene como mediadores principales a los
linfocitos, los mismos que se encargan basicamente de erradicar a los

microorganismos intracelulares.

2.2.1.1. Linfocitos: Los linfocitos son leucocitos presentes en la sangre que se

originan a partir de las células troncales hematopoyéticas.

2.2.1.1.1. Linfocitos T: Se originan a partir de células troncales hematopoyéticas,
maduran en el timo y se instalan en los tejidos linfoides. Su funcion principalmente
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es identificar antigenos especificos o un grupo de antigenos "sensibilizadores" para

luego desencadenar la respuesta inmune celular.

2.2.1.1.2. Linfocitos B: Se originan a partir de células troncales hematopoyéticas y
maduran en la médula 6sea, para luego instalarse en el tejido linfoide, este grupo

celular es el responsable de la produccion de anticuerpos.
2.2.2. Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune humoral consiste principalmente en una serie de
reacciones que median los anticuerpos y las proteinas del complemento, para
eliminar al agente invasor. Cabe resaltar que la unién antigeno-anticuerpo no es
suficiente para la eliminacion del agente extrafio contra el que se lucha, por lo que
es muy importante la colaboracion de otros elementos (sistema de complemento,

células fagocitarias y células NK).

2.2.2.1. Anticuerpos: Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig), son una familia de
proteinas globulares producidas por los linfocitos B, participan en la defensa contra
bacterias y parasitos mayores, circulan por la sangre y penetran en los fluidos
corporales donde se unen especificamente al antigeno que provoc6 su formacion.
(30)
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CAPITULO 3

NEUTROFILOS

Los neutrdéfilos son leucocitos polimorfonucleares esenciales, que forman
parte de la primera linea de defensa del organismo contra infecciones bacterianas
y fungicas. Son las principales células fagociticas que se encuentran en sangre
periférica ocupando de un 50 a un 70% del total de células de la serie blanca. (27,
30)

Los neutrdfilos se originan a partir de células troncales hematopoyéticas,
maduran en la médula 6sea y producen enzimas y proteinas antimicrobianas. Estas
moléculas son almacenadas en diferentes granulos en su citoplasma. Después de
salir de la médula 6sea, los neutrofilos circulan por el torrente sanguineo durante 7
a 10 horas antes de migrar a los tejidos que han sufrido un dafio o una infeccién,
dirigidos por medio de sefiales quimicas como la interleucina 8 (IL-8), en un proceso

llamado quimiotaxis. (31)

Morfolégicamente son células fagociticas que miden aproximadamente de 10
a 12 um. Presentan un nucleo multilobulado con histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4),
cromatina compacta y segmentada en 2 a 5 l6bulos cuando son maduros y
Gnicamente un nucleo en banda cuando son inmaduros. Por otra parte, el
citoplasma contiene un gran nimero de granulos. (31-33) Se distinguen tres tipos
de granulos que pueden ser distinguidos por los distintos componentes que
contienen. Nombrados por el orden de aparicidén en las células progenitoras de la
médula 6sea son los siguientes: primarios o azurofilos, secundarios o secretorios o
especificos y terciarios. Los granulos primarios o azurofilos son lisosomas que
contienen las enzimas necesarias para la digestién intracelular y diversos
compuestos con actividad bactericida como mieloperoxidasa, elastasa, catepsina
G, los granulos secundarios o0 especificos contienen lisozima, colagenasa y
lactoferrina. Y por ultimo los granulos terciarios o de gelatinasa. (34) (Figura 12) El

neutroéfilo hace alusion a su nombre ya que, a excepcién de sus granulos, los cuales
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se observan ligeramente purpuras en presencia de tincion de Giemsa, este no se

tife con colorantes acidos ni basicos. (31-33)
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Figura 12. Neutroéfilo. Representacién de la morfologia de un neutréfilo donde se observa un nicleo

multilobulado y granulos citoplasmaticos. (35)

3.1. Mecanismo que sigue un neutroéfilo para llegar al sitio de infeccién

La presencia de un microorganismo invasor en un tejido dispara la
generacion de sefales de alerta. Entre estas sefiales se encuentran sustancias que
activan al endotelio vascular local tornandolo apto para la migracion de los
leucocitos al tejido infectado a fin de acudir a erradicar la infeccion. En la diapédesis,
la activacion endotelial, por ejemplo, incrementa la expresion de moléculas de
adhesion como son las selectinas (L- y P-selectinas), y las integrinas (CD11a/CD18)
y Macl (CD11b/CD18), que facilitan la adherencia de neutrofilos al endotelio y su
extravasacion hacia el sitio de infeccion. En la quimiotaxis, la extravasacion y

correcta migracion al sitio de infeccion requiere de sustancias quimioatractantes que
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median el movimiento del neutréfilo dirigido por un gradiente de concentracion.
Dentro de estas sustancias son claves los componentes del complemento C5a y

C3a, el PAF y quimiocinas como la IL-8. (36, 37)

Una vez en los sitios de infeccion, los neutrofilos reconocen directamente a
los organismos invasores, ya sea a través de un conjunto de receptores conocidos
como receptores de reconocimiento de patrones (RRP), que reconocen moléculas
caracteristicas de los microorganismos ajenos al huésped, o, a través de receptores
para componentes del complemento activado y de receptores para la porcion Fc de
las inmunoglobulinas G cuando los mismos se encuentran recubiertos
(opsonizados) por ciertos componentes activados del sistema complemento o por
anticuerpos, respectivamente. Este reconocimiento del microorganismo infectante a
través de este conjunto de receptores, suele desencadenar su fagocitosis. (36, 38)
(Figura 13)
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Figura 13. Proceso de diapédesis y fagocitosis del neutréfilo. (27)

3.2. MECANISMO DE ELIMINACION DE MICROORGANISMOS

Los neutrofilos utilizan diferentes estrategias para eliminar microorganismos:
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3.2.1. Fagocitosis: La fagocitosis se caracteriza porque el neutrdfilo internaliza al
patdgeno exponiéndolo a un estallido oxidativo (ROS) y a compuestos
antimicrobianos (elastasa, la catepsina G y la proteinasa 3) que son descargados

en las vesiculas fagociticas por granulos citoplasmaticos. (31, 36, 38, 39)

3.2.2. Degranulacion: La degranulacion implica la liberacidon de sustancias como

pueden ser especies reactivas de oxigeno en el sitio de infeccion. (36)

3.2.3. Trampas extracelulares de neutréfilos: En este mecanismo, también
conocido como NET (por sus siglas en inglés), el neutrofilo libera estructuras en
forma de red de DNA y proteinas microbicidas al espacio extracelular. Estas
trampas actlan como una barrera fisica que concentra toda la accién de los
microbicidas como una estrategia de defensa para evitar la diseminacion
microbiana. (31, 36)(Figura 14)

Microorganismos

Degranulacion Fagocitosis Liberacion de NET

Figura 14. Esquema de los diferentes mecanismos de eliminaciéon de microorganismos que

llevan a cabo los neutroéfilos. Fuente directa. Creado con Biorender Lab.

3.3. NET (Trampas extracelulares de neutroéfilos)

3.3.1. Formaciony liberacion de NET

En 1958, Hirsch describio la capacidad bactericida de las histonas, la cual

fue confirmada posteriormente por otros investigadores. El significado biolégico de

28



este hallazgo no fue comprendido en su momento porque era dificil explicar en qué
circunstancias las histonas, podrian tomar contacto con los microorganismos. Casi
cincuenta afios mas tarde, en el afilo 2004, el grupo del Dr. Zychlinsky y sus
colaboradores hallaron una respuesta a este interrogante. Ellos describieron que la
activacion del neutrofilo no soélo puede desencadenar la fagocitosis de los
microorganismos sino también la liberacion de estructuras extracelulares similares

a una red llamadas “trampas extracelulares de neutréfilos” o NET. (33, 38)

Durante la formacién de las NET el nacleo del neutrdéfilo pierde su forma
lobulada caracteristica. La eucromatina y la heterocromatina se homogenizan y
existe ruptura de su membrana nuclear, tanto de la interna como de la externa y
disgregacion del contenido de los granulos citoplasmicos. Esta reorganizacion
permite que el DNA, histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4) y las proteinas
antimicrobianas de los granulos (elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa,
lactoferrina y gelatinasas) se mezclen para finalmente producir ruptura de la
membrana celular y poder ser liberados al medio extracelular. (33) Una vez que es
liberado este material, actuard& como una red de contencion gracias a su alta
concentracion antimicrobiana que limita el radio de accién de las moléculas toxicas,

evitando la diseminacion de los microorganismos y el dafio al tejido. (31, 33, 38)

3.3.2. Agentes inductores de NET

La produccion de NET provenientes de sangre periférica una vez que se
obtienen, puede presentarse entre 5 minutos y 4 horas después de activar a los
neutréfilos con algun estimulo. Dentro de los activadores de NET tenemos agentes
quimicos y biolégicos. Entre los agentes quimicos estan el Forbol-12-Miristato-13-
Acetato (PMA), la IL-8, el perdoxido de hidrégeno (H20:2), el factor activador de
plaguetas y el 6xido nitrico (NO). (31) También se ha demostrado que la adicion de
particulas de latex puede inducir la generacion de redes en los neutrofilos. Entre los
agentes bioldgicos, la lista de inductores de NET se incrementa rapidamente. A la
fecha, se han descrito como inductores de NET las plaquetas activadas, diversas

bacterias (Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri,
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Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Mannheimia
haemolytica, Mycobacterium tuberculosis), hongos (Candida albicans, Aspergillus
fumigatus), parasitos (Plasmodium falciparum, Leishmania amazonensis, Eimeria

bovis) y recientemente virus (virus de la leucemia felina). (31)
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CAPITULO 4

INMUNOLOGIA EN EL ECOSISTEMA ORAL

Los tejidos orales estan constantemente expuestos a sufrir dafio, debido a la
presencia de microorganismos y al esfuerzo mecanico para comer. En los tejidos
orales sanos existe un equilibrio entre la microbiota comensal y el sistema
inmunologico. (40) Sin embargo, cuando este equilibrio se rompe, los tejidos
presentan inflamacion y las células del sistema inmunoldgico son reclutadas mas

avidamente. (37)

La mucosa de la cavidad oral, debido a su caracteristica de ser impermeable,
a la continua descamacioén de su epitelio y la secrecion constante de saliva, la cual,
contiene el anticuerpo IgA de secrecion que inhibe la adherencia de los
microorganismos a los dientes y a la mucosa que recubre la cavidad bucal,
constituye la primera barrera de proteccion contra diferentes sustancias y

microorganismos.

Por otro lado, la segunda linea de defensa de la cavidad oral est4 dada por
la respuesta humoral y celular, donde participan fagocitos, linfocitos, neutrdfilos,

monocitos y macroéfagos. (41)

El mantenimiento del estado de salud en la cavidad oral, directamente de
neutroéfilos que llegan al surco gingival eliminan el exceso de microorganismos y

luego son removidos para no causar dafio. (40)

4.1. RESPUESTA INMUNE EN EL PERIODONTO

El periodonto constituye una serie de tejidos (la encia, el ligamento
periodontal, el cemento y el hueso alveolar) que dan soporte al diente. (Figura 15)
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Figura 15. Estructura basica del periodonto. Fuente directa. Creada con Bio Render Lab.

Las enfermedades periodontales, en todas sus presentaciones clinicas, son el
resultado de la acumulacién de microorganismos alrededor del diente con la
estimulacion del sistema inmune. Es ampliamente aceptado que la placa bacteriana
es el agente etiolégico mas importante de las enfermedades periodontales. Pero las
bacterias son solamente el estimulo para el sistema inmune en el cual activan
diversos mecanismos de defensa que, en el intento por detener la infeccion, cambia
el metabolismo de los tejidos periodontales dando como consecuencia la pérdida
de soporte periodontal. Adicionalmente otros factores como habitos nocivos y
condiciones sistémicas tienen un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad. (42)

Se ha descubierto, que la lesion periodontal inicial aparece a los 4 dias de
acumulacion de placa. A pesar de que no se evidencia clinicamente, se caracteriza
por un aumento del liquido gingival crevicular y migracion de neutréfilos desde el

plexo vascular hacia el epitelio de insercion y surco gingival. (Figura 16) (27)
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Figura 16. Migracion celular al surco gingival. Esquema modificado de (43)

4.1.1. Participacién celular en el surco gingival

El espacio que hay entre la unién de la encia y el diente se denomina surco
gingival, generalmente, en condiciones de salud, mide entre 1 y 3 mm y representa
un sitio donde se pueden acumular microorganismos, que de no ser mantenidos en

concentraciones bajas pueden generar enfermedad periodontal. (42, 44)

En estudios clasicos, Page y Schroeder (1976) no solamente delinearon los
principales eventos inflamatorios que ocurrian durante el desarrollo de
enfermedades periodontales, sino que observaron que, aunque exista constante
acumulacion de microorganismos en el surco, este cuenta con mecanismos de
proteccion que ayudan a mantener la salud de los tejidos periodontales. Casi
inapreciable, un flujo de liquido intercelular aparece constante en el surco. Este
fluido crevicular (FC), no solamente remueve mecanicamente bacterias y otros
componentes, sino que contiene lisozimas, inmunoglobulinas (IgG, IgA) y neutrdfilos

polimorfonucleares. (42)
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Otro componente detectado en este fluido crevicular es la IL8 (Interleucina 8)
la cual, funciona como un factor quimiotactico para los neutréfilos. Quiere decir que
esta Interleucina participara mandando sefiales para llamar a los neutroéfilos al sitio

de inflamacion. (45)

El fluido crevicular es una extravasacion plasmatica que se origina a partir
del liquido intersticial y los vasos sanguineos. Por eso cuando se desarrolla
inflamacion en la encia o en cualquier sitio anatomico, el resultado es el edema por

el ensanchamiento de los vasos sanguineos. (Figura 17)
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Figura 17. Reclutamiento de neutréfilos al surco gingival. El reclutamiento de neutréfilos al surco
gingival es facilitado por un gradiente de quimiocinas y moléculas de adhesién celular, como
interleucina 8 (IL -8) e ICAM- 1, respectivamente, que dirige la migracion de neutréfilos desde la
vasculatura. El gradiente se hace mas denso hacia las capas celulares epiteliales superiores, que
estan mas cerca de la invasién bacteriana. El reclutamiento coordinado y regulado de neutréfilos es

vital para la defensa de los tejidos periodontales. (46)

Una de las propiedades que presenta el fluido crevicular, es que cuando existe
un exceso acumulado de este en la encia, aumenta su flujo y densidad,

promoviendo la descamacién y remocion celular de microorganismos que se
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encuentran adheridos tanto del epitelio de union como el epitelio del surco. (42)
(Figura 18)
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Figura 18. Mantenimiento de la microbiota en homeostasis. El epitelio de la encia produce
interleucina 8 (IL- 8) y genera un gradiente hacia el tejido conectivo que se encuentra vascularizado.
Este gradiente permite que los neutréfilos sean atraidos y lleguen hacia el surco gingival y favorecen
la movilizacién de neutréfilos a esta zona. Los neutréfilos eliminan el exceso de bacterias por
fagocitosis, degranulacion o formacién de NET. En consecuencia, los neutréfilos mantienen de forma

constante la homeostasis de la microbiota de la cavidad oral. Esquema modificado de (40).

4.1.2. Enfermedad periodontal por alteracion en el nUmero de

neutroéfilos

La literatura referente al papel del neutrofilo en la enfermedad periodontal
contempla diferentes condiciones que determinan la relacién que existe entre esta
célula y la enfermedad periodontal. Por un lado, algunos autores hablan de
“hipofuncién” del neutrdfilo, otros de “hiperfuncién” y, por ultimo, otros prefieren

utilizar un término mas general, “disfuncién”. (Figura 19)
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La “hipofuncion” neutrofilica se refiere a aquellos casos en los que existe una
disminucién de la funcién de los neutrdfilos, ya sea por disminucion de su numero
total, o por ausencia o disminucion de la destruccién intracelular tras la fagocitosis.
Ademas, numerosos autores sugieren que algunos periodontopatdégenos poseen
factores de virulencia que pueden destruir los neutréfilos o disminuir su funcién. La
leucotoxina producida por Actinobacillus actinomiycetemco-mitans (A.a) y proteasas

producidas por Porphyromonas gingivalis (P.g) son algunos ejemplos.

El término “hiperfuncién” hace referencia al exceso de actividad y liberacion
de productos toéxicos por parte del neutréfilo; responsable, en parte, de la

destruccion tisular en la enfermedad periodontal.

Gingival
Bacteria epithelium

Neutrophyls

Alveolar 07 Alveolar
bone bone

Figura 19. Respuesta inmunitaria inflamatoria en la periodontitis. Esquema modificado de (47).

4.1.3. Dainio tisular regulado por NETosis

Si bien cantidades fisiol6gicas de NET resultan importantes como agentes
antiinfecciosos, valores altos en la circulacion pueden resultar en una situacion

fisiopatoldgica opuesta a la buscada, generando, por ejemplo, dafio tisular. (48)

36



Por lo tanto, la apoptosis de neutréfilos también llamada netosis (debido al
proceso de muerte del neutréfilo) es un importante mecanismo que mantiene un
namero apropiado de células bajo condiciones fisiolégicas. (38) Actualmente se
sabe que la encargada del desmantelamiento de estas estructuras es la
endonucleasa sérica DNasa 1. (31)

37



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento de ortodoncia conlleva en la mayoria de los casos al uso de
aparatologia fija como los brackets. A pesar de los esfuerzos por generar
aparatologia mas facil de asear, estos dispositivos generan la retencion de
biopelicula dental y la dificultad para llevar a cabo una adecuada higiene oral. Si la
higiene oral no se mejora, pueden producirse complicaciones como desarrollar
gingivitis y en algunos casos periodontitis. En este escenario inflamatorio, los
neutrofilos de la cavidad oral que llegan al surco gingival son parte del sistema que
regula la cantidad de biopelicula dental. Con este trabajo se pretende conocer y
comparar el papel que juegan los neutrofilos en la produccién de NET en la cavidad
oral de individuos con aparatologia de ortodoncia de ligado convencional y de

autoligado.

JUSTIFICACION

La acumulacion de biopelicula dental por periodos cortos de tiempo no
representa gran peligro para la salud oral. Sin embargo, en individuos con
aparatologia de ortodoncia fija que se encuentran en constante exposicion a la
acumulacion de biopelicula dental y al riesgo de desarrollar enfermedad periodontal
es importante entender los mecanismos que posee el sistema inmunologico para

contenerlos.

El desarrollo de nuevos aparatos fijos como son los brackets de autoligado,
presentan una nueva solucién para disminuir la acumulacion de biopelicula dental.
Este estudio aportara informacion sobre la capacidad de formacion de NET en
individuos con aparatologia ortodoncica. De esa manera, conocer el papel de NET
nos permitira entender mejor el proceso inflamatorio de los individuos con

aparatologia de ortodoncia de ligado convencional y de autoligado.
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HIPOTESIS

Existe una mayor produccion de NET en neutrdfilos provenientes de
enjuagues de pacientes con brackets de ligado convencional que de enjuagues de
pacientes con brackets de autoligado.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la produccién de NET en neutrofilos provenientes de enjuagues de
pacientes con brackets de ligado convencional y de pacientes con brackets de

autoligado.

OBJETIVO PARTICULAR

Medir la produccién de NET, en neutrofilos de los cuatro grupos.

MATERIALES Y METODOS

El tipo de estudio es observacional analitico.

Donadores

El estudio se conformé por cuatro grupos de donadores voluntarios de
neutréfilos: sanguineos, orales sin aparatologia, orales con aparatologia de
ortodoncia de ligado convencional y orales con aparatologia de autoligado. A cada
uno de los donadores voluntarios de neutrdéfilos orales se les realiz6 un Control
Personal de Placa (CPP) (anexo 1). De acuerdo con este control, Unicamente se
tomaron pacientes que tuvieran una adecuada higiene oral. Para iniciar la obtencion

de saliva, se le pregunt6 a cada uno de los participantes la hora de su ultima ingesta
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de alimento, la hora de su ultimo cepillado dental, si usé alglin enjuague o colutorio

bucal y si usoé hilo dental (anexo 2).

Todos los voluntarios firmaron un consentimiento informado (anexo 3y 4).

Criterios de inclusion donadores sanguineos

1.
2.
3.

Voluntarios sanos sistémicamente.
Voluntarios que firmen el consentimiento informado (anexo 4).

Voluntarios del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Criterios de inclusién para donadores sin aparatologia

ok~ 0N PE

Voluntarios sanos periodontalmente.

Voluntarios que no presenten enfermedades sistémicas.
Voluntarios que se sometan a un Control Personal de Placa.
Voluntarios que firmen el consentimiento informado (anexo 3).

Voluntarios del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Criterios de inclusién para donadores con aparatologia de ortodoncia

1. Voluntarios sanos periodontalmente.

© N o g &

Ser pacientes con aparatologia fija de la DEPel de Ortodoncia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Voluntarios que cuenten con un expediente en la Clinica de Ortodoncia de la
Division de estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia.

Voluntarios que se sometan a un Control Personal de Placa (CPP).
Voluntarios que no presenten enfermedades sistémicas.

Voluntarios con brackets metalicos slot 0.022” de ligado convencional.
Voluntarios con brackets metalicos slot 0.022” de autoligado.

Voluntarios que firmen el consentimiento informado (anexo 3).
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Criterios de exclusién para donadores con aparatologia de ortodoncia

Voluntarios que presenten caries.
Voluntarios que presenten alguna entidad patologica bucal.

Voluntarios que presenten alguna afeccion sistémica.

A

Voluntarios que presenten aparatologia fija solamente en una arcada.

Control Personal de Placa

El indice de O’Leary de forma sencilla sirve para conocer el porcentaje de
biopelicula dental en las superficies lisas de los dientes. Con ayuda de un
microbrush (Vamasa 32-WMFP100), se coloca GC Tri Plaque ID Gel (GC 004273)
sobre todas las superficies dentales. El paciente se enjuaga con agua Yy
posteriormente puede visualizar la placa ante un espejo. Después de que el
revelador muestra las zonas donde se ha acumulado biopelicula dental, se procede
a registrar en la hoja de registro del CPP (anexo 1) las caras lisas de cada diente
(mesial, distal, vestibular y lingual o palatino) que estén tefidas. Las caras oclusales
de premolares y molares no son incluidas. En cada registro se cuentan las caras
tefiidas y se calcula el porcentaje de CPP. El porcentaje se obtiene multiplicando el

namero de caras tefiidas por el nimero de caras totales entre cien.

Si el indice de O’Leary es igual o inferior al 20 %, la higiene bucal se
considera buena y no se esta sometido a riesgos de padecer caries dental, gingivitis
o enfermedad periodontal. (49, 50)

Obtencion y purificacion de neutréfilos sanguineos

La muestra de sangre se tomd por puncién con una jeringa estéril y previa
asepsia de la zona con una torunda de algodén con alcohol. La sangre fresca se
adiciono a un tubo conico con 0.25 ml de heparina (1000 U/ml) y 2 ml de una
disolucion de Dextran T500 6% en PBS, se mezclo el contenido del tubo por

inversion y se dejo reposar 45 min. Pasado este tiempo, se tomo el suero rico en
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plaquetas del primer tubo y se transfirié al tubo con Ficoll- Pague, evitando mezclar
ambos componentes. El tubo con sangre fue desechado en una bolsa roja de
residuos peligrosos biolégico- infecciosos. La muestra se centrifugd a 516 g a 4°C
por 20 minutos e inmediatamente, se succiono el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla celular en 10 ml de PBS frio. La pastilla celular se sometié a un choque
osmotico para lisar los eritrocitos. 10 ml de disolucion hipoténica se adicion6 al tubo
y se agitd suavemente por un minuto y posteriormente adicionando 10 ml de
disolucién hipertonica fria. Nuevamente el tubo se centrifugé a 516 g a 4°C por 5
minutos, se elimind el sobrenadante por succién y se resuspendio la pastilla celular
en 10 ml de PBS frio.

Obtencidén y purificacién de neutrofilos orales

Se pidi6 a los voluntarios realizar 4 enjuagues de cavidad oral con 10 ml de
disolucién de 0.9% de NaCl durante 30 segundos cada uno, con intervalos de 3
minutos entre cada enjuague. Cada enjuague se depositdé en un mismo tubo de 50
ml estéril que permanecid en hielo durante la recoleccion de los enjuagues.
Posteriormente, los enjuagues se centrifugaron a 1400 rpm, durante 6 minutos a
4°C. El sobrenadante se eliminé por succion y el botdn se resuspendioé en 10 ml de
PBS. Para purificar los neutréfilos fue necesario retirar restos de alimentos y las
células epiteliales orales, producto de la descamacion. Para ello, la suspension se
filtr6 a través de una coladera de naylon de 100 um (Falcon 352360); después por
una coladera de nylon de 40 um (Falcon 352340) por ultimo, por un filtro de 11 ym
(NY1104700). El filtrado se centrifugé a 1400 rpm, durante 6 minutos a 4°C. Se
elimind el sobrenadante por succion al vacio y el botdn celular se resuspendi6 en
PBS.

Tincion de neutrofilos por Wright-Giemsa

Las células obtenidas de sangre y de enjuagues orales fueron tefiidas con
Wright-Giemsa para comprobar la presencia de neutréfilos. Primero se tomaron 50
pL de la suspension de células y se extendieron sobre un portaobjetos en forma de

rectangulo. La suspension se secO moviendo el portaobjetos vigorosamente para
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después colocar 100 pL de tincién Wright-Giemsa. El portaobjetos se incubé por 6
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 200 uL de PBS se colocaron
sobre la tincién de Wright-Giemsa y se homogenizé el colorante. El portaobjetos se
incubo por 12 minutos a temperatura ambiente para después eliminar el colorante
aplicando agua bidestilada suavemente. Por Ultimo, se coloco el cubreobjetos antes

de que se secara el portaobjetos y se observo al microscopio.

Cuantificacion de neutrofilos

Las células fueron mezcladas con azul de tripano y contadas en una camara

de Neubauer bajo un microscopio AmScope.
El nimero de neutrofilos por mililitro se calculé usando la siguiente férmula:
Neutréfilos por mililitro = (promedio de cuadrantes) (factor de dilucién) (10%)

Produccién de trampas extracelulares de neutroéfilos

Un millén de neutréfilos fueron colocados en un tubo eppendorf de 1.5 ml
(Axygen Union City, CA, USA). El tubo se centrifugd a 5000 rpm durante 2 minutos.
El sobrenadante se aspiré y el botén se resuspendié en 1 ml de RPMI (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA. Cat. R6504) suplementado con 5 % de suero fetal
bovino (By products, GDL, Jalisco, MX). La suspension celular se transfirié a una
placa de cultivo de 24 pozos (Corning Incorporated costar, NY, USA) colocando
250,000 neutréfilos por pozo y se incubd por 20 minutos a 37 °C y 5% de COa.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se adicion6 forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) a una concentracion final de 20 nM. Los pozos sin PMA fueron incubados
con PBS. La placa se incub6 durante 4 horas a 37 °Cy 5 % CO2. Después de este
tiempo, se agrego6 2% de paraformaldehido fijando la placa toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, en cada pozo se agrego 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a una
concentracion final de 300 nM por pozo. La placa se incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad para posteriormente comenzar con la captura de

imagenes en el microscopio invertido de fluorescencia. (Olympus, modelo X170).
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Cuantificacion de NET

Los neutréfilos de sangre y enjuagues fueron expuestos a PBS o0 a PMA en
pozos de cajas de cultivo. Al azar, en cinco regiones de cada pozo se tomaron
fotografias de los neutréfilos tanto en campo claro como en fluorescencia con el
microscopio Olympus X170 a un aumento de 10X. (Figura 20)

Figura 20. Fotografias de neutréfilos tratados con PMA. a) Fotografia de neutréfilos en campo

claro. b) Fotografia de los mismos neutrdfilos tefiidos con DAPI, en fluorescencia. Los ndcleos
condensados (flecha verde) y formacién de redes extracelulares (flecha verde). c) Procesamiento

de la imagen capturada con el programa ImageJ para medir el area de formacion de NET (rojo).

Después de procesar la fotografia por medio del programa ImageJ, que
convierte la fluorescencia en color rojo para ser mas facil detectable y medir el area
de formacién de redes, el area de NET por cada imagen fue capturada en una base
de datos de Excel POI. El procedimiento se realizé de igual manera para todos los

pozos. Los datos de estas cuantificaciones son el promedio + el error estandar.

Estadistica

Las comparaciones entre los grupos se realizaron usando un analisis de
varianza ANOVA de una via con prueba posthoc de Dunnet, empleando el programa
Kaleidagraph.
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RESULTADOS

Los neutréfilos pueden ser purificados de cavidad oral de participantes siny

con aparatologia de ortodoncia.

Con el propésito de obtener y purificar neutréfilos orales de participantes sin
aparatologia y con aparatologia de ortodoncia fija con brackets de ligado
convencional o autoligado, se pidié a los participantes que hicieran enjuagues con
solucién salina. Asimismo, neutrdéfilos de sangre de voluntarios independientes de
voluntarios de neutréfilos orales, se obtuvieron y purificaron como controles de los
experimentos. Después de purificar las células de los enjuagues y de la sangre se
tiferon con la tincion de Wright - Giemsa y su morfologia fue observada al
microscopio. Las células purificadas en ambos tipos de muestra son neutréfilos pues
presentan un nucleo multilobulado (Figura 21).
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Figura 21. Purificacion de neutréfilos de sangre y orales. Microfotografias representativas de
neutrofilos de sangre (a-c) y orales (d-f) a diferentes aumentos. Los recuadros indican la zona que
se visualizé en el siguiente aumento. Las flechas indican el niicleo multilobulado de los neutrdfilos.

Escala 25 ym paraayd,y 50 um parab, e, cyf.
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Los neutroéfilos de sangre forman NET al ser expuestos a PMA.

Con el propdésito de determinar la formacion de NET en neutrofilos de sangre,
se incubaron con PMA, un activador de la via de formacion de trampas. Esto se
realiza de forma rutinaria en el laboratorio y nos sirve como control de los
experimentos. Como se esperaba, los neutrofilos de sangre incubados con PMA
forman NET (Figura 22).
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Figura 22. NET de neutrofilos sanguineos. Fotografias representativas de neutréfilos en campo
claro sin estimulo (a) e incubados con PMA (c) y de fluorescencia para la tincion de DNA con DAPI,
sin estimulo (b) e incubados con PMA (d). Las flechas indican la descondensacién del nucleo de los

neutrdéfilos. Escala 25 pum.
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Los neutrofilos orales derivados de enjuagues de donadores sin aparatologia

de ortodoncia forman NET al ser expuestos a PMA.

Con el proposito de determinar la formacion de NET en neutrofilos orales
derivados de enjuagues de donadores sin aparatologia de ortodoncia, los neutrofilos
se incubaron con PMA. Los neutroéfilos orales derivados de enjuagues de donadores
sin aparatologia de ortodoncia forman NET (Figura 23).

Campo claro

Figura 23. NET de neutroéfilos orales derivados de enjuagues de donadores sin aparatologia
de ortodoncia. Fotografias representativas de neutréfilos en campo claro sin estimulo (a) e
incubados con PMA (c) y de fluorescencia para la tincion de DNA con DAPI, sin estimulo (b) e
incubados con PMA (d). Las flechas indican la descondensacion del ndcleo de los neutrdfilos. Escala
25 um.
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Los neutroéfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia

de ligado convencional forman NET al ser expuestos a PMA.

Con el proposito de determinar la formacion de NET en neutrdéfilos orales
derivados de enjuagues de donadores con aparatologia de ligado convencional,
estos se incubaron con PMA. Los neutrofilos orales derivados de enjuagues de

donadores con aparatologia de ligado convencional forman NET (Figura 24).
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Figura 24. NET de neutréfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia
de ligado convencional. Fotografias representativas de neutréfilos en campo claro sin estimulo (a)
e incubados con PMA (c) y de fluorescencia para la tincion de DNA con DAPI, sin estimulo (b) e
incubados con PMA (d). Las flechas indican la descondensacion del ndcleo de los neutréfilos. Escala

25 um.
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Los neutréfilos de orales derivados de enjuagues de donadores con

aparatologia de autoligado forman NET al ser expuestos a PMA.

Con el propésito de determinar la formacion de NET en neutrdfilos orales
derivados de enjuagues de donadores con aparatologia de autoligado, éstos se
incubaron con PMA. Los neutréfilos orales derivados de enjuagues de donadores

con aparatologia de autoligado forman NET (Figura 25).
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Figura 25. NET de neutrdfilos orales derivados de enjuagues de donadores con
aparatologia de autoligado. Fotografias representativas de neutréfilos en campo claro sin
estimulo (a) e incubados con PMA (c) y de fluorescencia para la tincién de DNA con DAPI, sin
estimulo (b) e incubados con PMA (d). Las flechas indican la descondensacién del nicleo de los

neutréfilos. Escala 25 pm.
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Los neutroéfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia
de ligado convencional forman mas NET que todos los demés grupos al ser

expuestos a PMA.

Para cuantificar la formacién de NET se midi6 el area de los ndcleos y las fibras de
DNA tefiidas con DAPI mediante una segmentacion con el programa ImageJ. El
area de los nucleos de los neutrdfilos sin PMA es muy parecida en todos los grupos
(Figura 26).
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Figura 26. Area de formacion de NET. Gréfica que muestra el area de produccion de NET sin
estimulo (barras de colores claros) o con PMA (barras de colores obcuros) de neutréfilos
provenientes de sangre (barras naranja y roja), de voluntarios sin aparatologia (barras azul claro y
obscuro), con aparatologia de ligado convencional (barras rosa y morado), con aparatologia de
autoligado (barras verde claro y obscuro) Las barras representan el promedio + error estandar de la

media de 5 experimentos independientes.
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Todos los grupos de neutréfilos forman NET cuando son incubados con PMA.
(Figura 26). Los neutréfilos orales derivados de enjuagues de donadores sin

aparatologia son los que menor NET forman.

La cantidad de NET producidas por neutréfilos de sangre sin estimulo es
mayor a la cantidad de NET producida por neutréfilos de cavidad oral (Figura 26).
El area de producciéon de NET con estimulo PMA en voluntarios con aparatologia
oral es mayor que el area de produccion de NET con estimulo PMA en voluntarios
sin aparatologia (Figura 26). El area de produccién de NET con estimulo PMA en
voluntarios con brackets de ligado convencional es mayor que en voluntarios con
brackets de autoligado; al igual que en el resultado anterior. En los cuatro grupos
de estudio se observa que aquellos neutréfilos que fueron estimulados con PMA
presentan una mayor area de formacién de NET que aquellos que no fueron
estimulados. (Figura 26).

El control personal de placa es muy parecido ante el uso de brackets de ligado

convencional y de autoligado.

El indice de O’Leary de forma sencilla sirve para conocer el porcentaje de
biopelicula dental en las superficies lisas de los dientes. Este no solo sirve para
obtener un registro del estado de la higiene bucal de forma numérica, sino que
también resulta en una guia muy util para probar el esfuerzo de los pacientes para
lograr una higiene bucal efectiva. Este indice es uno de los méas efectivos en cuanto

a la fidelidad de registros en la evaluacion de la higiene bucal.

Investigaciones recientes han contemplado que si el resultado del indice es igual o
inferior al 20 %, la higiene bucal se considera buena y no se esta sometido a riesgos

de padecer caries dentales, gingivitis o enfermedad periodontal. (49, 50)
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El control personal de placa es mayor en el grupo de voluntarios con aparatologia
de ligado convencional que en el grupo de voluntarios sin aparatologia (P=0.002),
(Figura 27). Asimismo, el control personal de placa es mayor en el grupo de
voluntarios con aparatologia de autoligado que en el grupo de voluntarios sin
aparatologia (P=0.006), (Figura 27). Sin embargo, no existe diferencia entre el
control personal de placa del grupo de voluntarios con aparatologia de ligado
convencional y el grupo de voluntarios con aparatologia de autoligado (P= 0.06),
(Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de placa dentobacteriana con base en el indice de O’Leary. La gréfica
muestra el porcentaje de placa dentobacteriana en la cavidad oral de voluntarios sin aparatologia
(barra azul), con aparatologia de ligado convencional (barra rosa), con aparatologia de autoligado

(barra verde). Las barras representan el promedio + error estandar de la media de 5 voluntarios.
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DISCUSION

Lo primero que se realiz6 en este trabajo fue purificar los neutréfilos tanto de sangre
como de cavidad oral. La obtencion de neutroéfilos de sangre es un proceso que se
realiza de manera cotidiana en el laboratorio (51) y el método utilizado para la
purificacion de neutréfilos en cavidad oral fue exitoso pues las caracteristicas
morfolégicas de los neutréfilos son comparables a los neutréfilos que obtuvimos de
sangre. Como ya se ha ampliamente documentado, los neutréfilos de sangre al ser
expuestos a PMA producen NET (52, 53) este hecho también se ha reportado para

neutroéfilos obtenidos de la cavidad oral (54).

Nuestros resultados muestran que el PMA activa la formacion de NET en
neutréfilos derivados de sangre, como se ha documentado. EI PMA también
promueve la formacion de NET en neutrofilos de cavidad oral sin aparatologia, a
diferencia de los resultados de otro grupo donde no vieron diferencia en la formacién
de NET (54). Esto puede deberse a la situacion periodontal de los individuos de
donde se obtuvieron los neutrofilos. En nuestro caso se realizaron controles de
placa y la cantidad de placa no sobrepaso el 12%. El uso de aparatologia muestra
que los neutrofilos orales producen mayor NET en el caso del uso de brackets de
ligado convencional a comparacién del uso de brackets de autoligado. Los
neutroéfilos de cavidad oral se encuentran expuestos a las cargas masticatorias, la
presencia de biopelicula dental, los alimentos, etc. que los estimulan
constantemente, mucho antes de ser extraidos de boca. Entonces, esto explicaria
que el PMA actlie en mayor proporcién en neutréfilos de sangre que en la boca.

El area de produccibn de NET con estimulo PMA en voluntarios con
aparatologia oral, es mayor que el area de produccién de NET con estimulo PMA
en voluntarios sin aparatologia. Esto podria deberse a que el uso de brackets
conlleva a una mayor retencion de biopelicula dental. Sin embargo, el porcentaje de
placa fue de 21.54% para los voluntarios con brackets de autoligado y de 22.72%
para los voluntarios con brackets de ligado convencional, porcentajes que no son

diferentes, por lo que no es claro en este caso, si la cantidad de bacterias sea un
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factor. Seria importante conocer qué tipo de bacterias estdn acumulandose y si esto

es diferente con los diferentes tipos de brackets.

El &rea de produccion de NET con estimulo PMA en voluntarios con brackets
de ligado convencional es mayor que en voluntarios con brackets de autoligado al
igual que en el resultado anterior, esto indica que los brackets de ligado
convencional retienen mayor biopelicula dental, por lo tanto, mayor recaudacion de

neutrofilos y mayor produccién de NET.

En los cuatro grupos de estudio se observa que aquellos neutréfilos que
fueron estimulados con PMA presentan una mayor area de formacién de NET que
aquellos que no fueron estimulados. Este grupo de estudio de neutrofilos
Gnicamente se hizo con el propdsito de comprobar que el campo de trabajo
estuviera en condiciones éptimas y que ningun otro factor influia en los resultados,
activando o estimulando a los neutrofilos, ademas del PMA. Lo cual indica que sin
PMA, el &rea que marca el programa ImageJ es Unicamente el area que ocupan los
nacleos de neutrofilos y cuando se estimulan con PMA el area es ocupada por la

descondensacion de los nucleos y la produccion de NET.

Finalmente, el porcentaje de placa es mayor en los voluntarios que utilizan
aparatologia de ortodoncia, sin importar el tipo. Sin embargo, aunque este resultado
es estadisticamente significativo, en la clinica tener un porcentaje de placa de 23%
indica una buena higiene dental. Ese 3% es un indicador de que la presencia de
brackets dificulta la adecuada higiene dental. Al parecer, los brackets de autoligado
activan menos a los neutréfilos, pero la cantidad de biopelicula no parece ser el

factor que participa. Quizas se deba al tipo de microorganismos de esa biopelicula.
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CONCLUSIONES

La cavidad oral es una estructura que siempre va a estar expuesta a diferentes
estimulos y agresiones, ya sea por las cargas masticatorias, alimento, bacterias,

aparatos intraorales, etc.

La biopelicula dental, causante de la inflamacion periodontal, aunado a la
presencia de estos aparatos fijos intraorales, representan un verdadero reto para

los profesionales para mantener la salud periodontal.

Dadas las circunstancias de que no existe hasta la fecha mas informacion
sobre el papel que juegan los neutréfilos orales ante el uso de brackets de ligado
convencional y autoligado, con este trabajo de investigacién se espera ayudar a
encaminar futuras investigaciones sobre estas dos alternativas de aparatologia fija

para poder mejorar el tratamiento ortoddncico fijo.

Los resultados que este trabajo de tesis arrojo, es que efectivamente se
cumple la hipétesis planteada. El uso de brackets de ligado convencional presenta
una mayor produccién de trampas extracelulares de neutrofilos, en comparacién
con los brackets de autoligado, lo que nos sugiere que existe un mayor acumulo de
biopelicula dental, alrededor de los aparatos ortoddncicos, o que ocasiona una

mayor inflamacion de tejidos periodontales.

El area de produccién de NET con estimulo PMA en voluntarios con

aparatologia oral es mayor que en voluntarios sin aparatologia.

En los cuatro grupos de estudio se observa que aquellos neutréfilos que
fueron estimulados con PMA, presentan una mayor area de formacioén de NET que

aguellos que no fueron estimulados.
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ANEXOS

1. Control Personal de Placa usando el indice de O’Leary
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2. Ficha clinica

PAPEL DE NEUTROFILOS ORALES

FICHA CLINICA

NO. VOLUNTARIO:

FECHA:

NOMBRE:

GENERO: EDAD: TELEFONO:

NOMBRE DEL PADRE O TUTOR :

TELEFONO:

NOMBRE DEL DOCTOR RESPONSABLE:

TELEFONO:

HORA DE LA ULTIMA INGESTA DE ALIMENTO:

HORA DEL ULTIMO CEPILLADO DENTAL:

USO DE HILO DENTAL: ENJUAGUE:
ENFERMEDADES SISTEMICAS: ¢ CUAL/ES?
ALERGIA/S:

¢ SE ENCUENTRA TOMANDO ALGUN MEDICAMENTO?

¢(CUAL/IES?

SISTEMA DE ORTODONCIA:

O LIGADO CONVENCIONAL
O AUTOLIGADO

OBSERVACIONES:
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3. Consentimiento informado para la toma de saliva

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinkiy con La Ley General de Salud. Titulo Segundo. De los Aspectos
Eticos de la Investigacién en Seres Humanos CAPITULO . Disposiciones Comunes Articulo 13 y 14. En toda investigacion
en la que el ser humano sea sujeto de estudio, debera prevalecer el criterio del respeto en su dignidad y la proteccién de sus
derechos y bienestar. Debido a que esta investigacion se consideré como riesgo minimo o mayor acuerdo al articulo 17 y en
cumplimiento con los aspectos mencionados con el Articulo 21.

l. Se me ha explicado que mi donacion de saliva es para realizar estudios de investigacion sobre el
funcionamiento normal de los leucocitos (glébulos blancos en sangre). Esta donacién es completamente
voluntaria de mi parte y no pone en riesgo mi salud ni integridad fisica de ninguna manera

Il Se me ha informado que se tomaran 40 ml de saliva por medio de un enjuague, usando tubos para centrifuga
nuevos. Estos seran destruidos y desechados inmediatamente después de su uso.

M. Se me explicé que la toma de saliva es un procedimiento inofensivo y que es realizado en forma rutinaria en
este laboratorio por personal altamente capacitado y con mucha experiencia.

V. Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con mi donacién de
saliva y de como se usarad mi saliva en este estudio.
V. Por medio de este consentimiento también autorizo la publicacién de los resultados que se obtengan con el

uso de mi saliva en este estudio, a condicién de que en todo momento se mantendra el secreto profesional y
gue no se publicard mi nombre o se revelara mi identidad.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas las dudas que
surgieron con respecto a mi donacién de saliva para el proyecto acepto donar un poco de mi saliva para el estudio
titulado:

Papel de neutroéfilos en la cavidad oral.

Nombre y firma del donador voluntario

Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2

Nombre y firma del Investigador Responsable 1: Dra. Eileen Uribe Querol

Nombre y firma del Investigador Responsable 2: Dr. Carlos Rosales Ledezma

Este documente se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en el poder del sujeto de investigacion o su
representante legal y otro en el poder del investigador.
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4. Consentimiento informado para la toma de sangre

titulado:

Nombre y firma del donador voluntario

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki y con La Ley General de Salud. Titulo Segundo. De los Aspectos
[Eticos de la Investigacién en Seres Humanos CAPITULO |. Disposiciones Comunes Articulo 13 y 14. En toda investigacion
en la que el ser humano sea sujeto de estudio, debera prevalecer el criterio del respeto en su dignidad y la proteccién de sus
derechos y bienestar. Debido a que esta investigacién se consideré como riesgo minimo o mayor acuerdo al articulo 17 y en
cumplimiento con los aspectos mencionados con el Articulo 21.

Se me ha explicado que mi donacién de sangre es para realizar estudios de investigacién sobre el
funcionamiento normal de los leucocitos (glébulos blancos en sangre). Esta donacién es completamente
voluntaria de mi parte y no pone en riesgo mi salud ni integridad fisica de ninguna manera

Se me ha informado que se tomaran 10 ml de sangre, usando jeringas nuevas y estériles y tubos para
centrifuga nuevos. Estos seran destruidos y desechados inmediatamente después de su uso.

Se me explicé que la toma de sangre es un procedimiento inofensivo y que es realizado en forma rutinaria en
este laboratorio por personal altamente capacitado y con mucha experiencia.

V. Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con mi donacién de
saliva y de como se usarad mi saliva en este estudio.

V. Por medio de este consentimiento también autorizo la publicacién de los resultados que se obtengan con el
uso de mi sangre en este estudio, a condicién de que en todo momento se mantendra el secreto profesional y
gue no se publicard mi nombre o se revelara mi identidad.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas las dudas que

surgieron con respecto a mi donacién de sangre para el proyecto acepto donar un poco de mi sangre para el estudio

Papel de neutroéfilos en la cavidad oral.

Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2

Nombre y firma del Investigador Responsable 1: Dra. Eileen Uribe Querol

Nombre y firma del Investigador Responsable 2: Dr. Carlos Rosales Ledezma

Este documente se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en el poder del sujeto de investigacion o su
representante legal y otro en el poder del investigador.
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