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RESUMEN

Los neutrdfilos son la primera linea de defensa contra las infecciones. Sus funciones
han sido ampliamente estudiadas en el torrente sanguineo. Sin embargo,
recientemente se han empezado a estudiar en cavidad oral. En la cavidad oral existe
un constante reclutamiento de neutréfilos. Sin embargo, aun no se estudian por
completo las funciones que los neutréfilos ejecutan en esta zona. Participan en la
homeostasis entre el sistema inmunoldgico y la microbiota oral. Para poder estudiar
las funciones de los neutréfilos orales debemos tener un sistema de obtencion y
purificacion eficiente. La literatura sobre los métodos de purificacion de neutréfilos
orales es incompleta pues no se especifican detalles importantes para su manejo. Esto,
dificulta la reproducibilidad de los hallazgos sobre las funciones de los neutrofilos en
cavidad oral. En este trabajo se evaluaron variables del método (la presion de filtracion,
el diametro del filtro, el volumen de la muestra y el tiempo). Después de realizar ajustes
en cada uno de estas variables presentamos una técnica mas eficiente y reproducible
para la obtencion y purificacion de neutrofilos orales, donde el porcentaje de viabilidad

y pureza son mejores que aquellos de los métodos existentes.



INTRODUCCION
Capitulo |
SISTEMA INMUNOLOGICO

En términos fisioldgicos, el sistema inmunoldgico desempefia una actividad generalde
forma coordinada con varios érganos para el bienestar de un organismo. (1) La palabra
inmunidad proviene de latin immunitas, -atis, que se refiere a un estado deresistencia
natural o adquirida que poseen ciertos individuos o especies frente a determinadas
acciones de microorganismos patdgenos y de sustancias extrafias.

(2) Uno de los primeros registros que se tienen de la inmunidad data del siglo V a.C.
durante la peste que se vivio en Atenas. El historiador Tucidides noté como las
personas que habian padecido la infeccion y la habian sobrevivido, podian cuidar de
los enfermos sin riesgo a un nuevo contagio. Este acontecimiento dio pie a una serie
de meétodos para buscar inmunidad ante varias enfermedades causadas por
microorganismos. (3)

El sistema inmunoldgico desempefia un papel esencial en la proteccion del organismo
contra los agentes patdogenos. A pesar de vivir en un ambiente densamente poblado
por agentes patodgenos, la respuesta eficaz del sistemainmunolégico contribuye a
mantener la salud del organismo. (3,4)

En la respuesta inmune participan dos componentes: EI componente celular y el
componente humoral. EI componente celular incluye a los linfocitos, que sonproducidos
en la médula 6sea y algunos de ellos maduran en dérganos especializados. El
componente humoral incluye diversas moléculas, entre ellas, lasinmunoglobulinas y el

sistema del complemento. (3)

Para propdsitos de su estudio, la respuesta del sistema inmunoldgico se ha divididoen

la respuesta inmunoldgica innata y la respuesta inmunolégica adaptativa. (3,4)

1.1Inmunidad Innata.
Existen barreras naturales en el cuerpo humano, una de ellas es la piel. La piel es la
primera barrera de proteccion que impide que los microorganismos puedan ingresar al

cuerpo. Muchos agentes infecciosos tienen el primer contacto con los epitelios que
7



recubren los aparatos respiratorios, digestivo y genitourinario. Cuando,por ejemplo, las
bacterias son capaces de atravesar estas barreras, la participacién de linfocitos,
principalmente polimorfonucleares como neutrdfilos, macréfagos y el sistema de
complemento, es decisiva para mantener la salud en el organismo. (4) La inmunidad
innata se caracteriza por ser la primera reaccién del organismo ante amenazas por
agentes patdgenos. En este tipo de inmunidad participan varios tiposcelulares como
leucocitos (neutrdfilos, baséfilos, eosinéfilos, macrofagos), células del epitelio y células

del parénquima, que conforman varios tejidos. (4)

Las células que participan en lainmunidad innata poseen proteinas en su superficieque
pertenecen una familia de receptores de reconocimiento de patrones. Estos receptores
tienen la capacidad de reconocer patrones moleculares asociados con patdégenos
(PAMP). Los PAMP son moléculas expresadas en la superficie de los microorganismos
gue les confieren su capacidad patogénica y suelen ser compartidos por diferentes
microorganismos. Ejemplos de los PAMP son el lipopolisacarido presente en la
superficie de las bacterias Gram negativas, el péptidoglucano, presente en la pared

bacteriana y la flagelina, presente en el flagelo de lasbacterias. (4)

Se ha descrito que, en las primeras horas o dias de exposicion del organismo a un
proceso infeccioso, los mecanismos de la inmunidad innata son los principales
encargados de erradicar la infeccion. Cuando no es posible erradicarla, la inmunidad
innata se encargara de contender con la infeccion hasta que los mecanismos de la
inmunidad adaptativa puedan contribuir a la eliminaciéon de la infeccion. Los

mecanismos de la inmunidad adaptativa tardan varios dias. (4)

1.2 Inmunidad adaptativa.

A diferencia del reconocimiento de patdgenos usado por las células de la inmunidad
innata, en la inmunidad adaptativa, los linfocitos T y B reconocen sitios particulares
presentes en los patdégenos, denominados epitopes antigénicos.

Un epitope antigénico es una secuencia especifica de aminoacidos, moléculas de

carbohidratos, lipidos o acidos nucleicos que el linfocito es capaz de reconocer. (3,4)

8



La inmunidad adaptativa usa como sistema de reconocimiento un amplio repertorio de
receptores antigénicos distribuidos en los linfocitos T y B. Estos linfocitos generan una
memoria organizada en millones de clonas diferentes que brindan un amplio repertorio
en el reconocimiento de los diferentes antigenos microbianos. Este repertorio de
receptores linfocitarios ocurre durante su desarrollo y maduracion en oOrganos
especializados como el bazo y el timo. (4)

El linfocito T o B que encuentra a su antigeno sufre un proceso denominado expansion
clonal que generara una progenie compuesta de miles de células con idéntica
especificidad antigénica. Al expandirse una fraccién mayoritaria de los integrantes del
clon expandido mediara funciones efectoras que haran frente al patégeno. Una fraccion
menor se diferenciard a células de memoria, las cuales pueden permanecer durante
afios y permiten en el futuro una respuesta rapida y eficaz frente al patdégeno. (4)

El reconocimiento de antigenos es diferente entre los linfocitos T y los linfocitos B, ya
qgue los linfocitos T requieren de un antigeno previamente procesado por células
presentadoras de antigeno. Mientras que los linfocitos B, pueden reconocer al antigeno
directamente. (4) Los linfocitos T reconocen el antigeno cuando se ha procesado en un
péptido por las células presentadoras de antigeno y presentado por las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) de clase |
(para los linfocitos T CD8+) o de clase Il (para los linfocitos T CD4+) expresadas sobre
la superficie de las células presentadoras de antigeno. Los linfocitos B estan
especializados en la produccion de anticuerpos una vez que han madurado a
plasmocitos. Por su parte, los linfocitos T CD4* o T CD8" tendran una diferente
respuesta. Los linfocitos T CD8*, al activarse iniciaran la destruccion de las células
infectadas por virus, o células tumorales. Los linfocitos T CD4* (“T Helper”), al activarse
se transformaran en distintos perfiles funcionales productores de citocinas.Por ejemplo,
las células Thl (“T Helper 1) produciran interferén-y e induciran la activacién del
macrofago en los tejidos periféricos. Las células Th2 produciran interleucina (IL) 4, IL-
5, IL-9 e IL-13, induciendo la movilizacién de los eosinoéfilos y mastocitos, favoreciendo
ademas la produccién de inmunoglobulina (Ig) E por las células B. Lascélulas Th17
produciran IL-17, promoviendo la produccion, movilizacion e infiltraciébnde neutrofilos al
tejido afectado. Otro tipo de células denominadas ThF (Foliculares), mediaran la
colaboracion con los linfocitos B, permitiendo diferenciarse en plasmocitos productores

9



de anticuerpos. Los linfocitos Treg mediaran un efecto inhibitorio sobrela activacion de
las diferentes poblaciones de linfocitos T y B, a fin de controlar el desarrollo de la

respuesta immunolégica adaptativa, evitando que se dafien los propios tejidos. (4)
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Capitulo I
NEUTROFILOS

2.1 Produccion, diferenciacién y liberacién de neutrofilos.

Los neutréfilos son leucocitos terminalmente diferenciados, multilobulados y
pertenecen al grupo de los granulocitos, por ello se denominan leucocitos
polimorfunucleares (PMN). Un promedio de 10° neutréfilos por kg/dia son
producidos en la médula 6sea humana y representan aproximadamente, el 70% de
la poblacion leucocitaria en sangre. Son la primera linea de defensa contra
infecciones, asi como uno de los primeros tipos celulares participantes en el inicio
de la respuesta inflamatoria. (5,6) Su ciclo de vida comienza en la médula ésea con
la diferenciacion de una célula troncal hematopoyética en una célula progenitora
multipotente (MPP, por sus siglas en inglés). Las MPP se diferencian en
progenitores multipotentes linfoides (LMPP, por sus siglas en inglés), los cuales se
diferencian después en progenitores de granulocitos y monocitos (GMP, por sus
siglas en inglés). Después, los GMP se diferencian en mieloblastos y se inicia un
proceso denominado granulopoyesis. Este proceso es regulado principalmente por
el factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF, por sus siglas en inglés).
Este factor regula tanto la proliferacion de precursores de granulocitos como la
liberacion de neutréfilos maduros a la circulacion. (5,6) El mieloblasto sigue un
proceso de maduracion que incluye los estadios de promielocito, mielocito,
metamielocito, célula en banda y finalmente neutrofilo (Figura 1). Durante este
proceso de maduracion se observan cambios morfolégicos en estas células como
el cambio de la forma circular del nicleo a una forma “arrinonada” y finalmente a un
nucleo segmentado. Durante la maduracion de los neutrofilos se expresan varios
receptores y se sintetizan diferentes sustancias que se empaquetan en los granulos
y desempeian funciones de defensa (Figura 1). (5,6) Los neutrofilos también
poseen granulos enzimaticos que se forman en diferentes estadios de su desarrollo.
Los granulos primarios o azuréfilos como la mieloperoxidasa y elastasa se expresan
en el estadio de mieloblasto a promielocito. Los granulos secundarios o especificos

como la lactoferrina y la lizosima se expresan en el estadio de mielocito a
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metamielocito y finalmente los granulos terciarios como la gelatinasa se encuentran

en el estadio de célula en banda hasta el neutréfilo maduro (Figura 1). (7,8)

O O Qd C ' &

Mieloblasto Promielocito Mielocito Metamielocito Neutrofilo en Neutrofilo
banda segmentado
Granulos primarios Granulos Granulos
o azurdfilos: secundarios: terciarios:
« Mieloperoxidasa * lactoferrina * Gelatinasa
* Elastasa » + (Catelcidina '
* Azurocidina * Lisozima
* Defensinas * Leukolisina

Figura 1. Granulopoyesis. Una vez que un progenitor de granulocitos se diferencia hacia
mieloblasto comienza el proceso denominado granulopoyesis inducido por el factor estimulante de
colonias granulociticas. En el proceso de diferenciacién se observa la aparicién distintos granulos
enziméticos primarios (rosa claro), secundarios (verde) y terciarios (rojo) y el cambio de un nucleo
celular redondo a uno arrifionado y posteriormente a un ndcleo segmentado, caracteristico de los
neutréfilos maduros.

Un mecanismo de retencion de neutréfilos en la médula ésea se presenta cuando
la interaccion entre la integrina a4B1 (VLA4) y el receptor de quimiocina CXC4
(CXCRA4) son inhibidos y el CXCR2 y el receptor tipo Toll 4 (TLR4) son expresados.
En este proceso, las células del estroma de la médula 6sea expresan la molécula
de adhesion celular vascular 1 (VCAM1), siendo un ligando para VLA4 y la
guimiocina factor 1 derivada del factor del estroma (SDF-1) un ligando de CXCR4
(CXCL12). (7,8)

La liberacion de neutréfilos esta estrictamente controlada por las uniones de los
receptores de quimiocinas a sus respectivos ligandos, ya que solo el 1 0 2% de la

poblacién total de neutréfilos se encuentran en sangre mientras el resto se
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encuentran en la médula 6sea. (8) Los neutrofilos maduros se encuentran en la
meédula Osea bajo la interaccion de dos receptores de quimiocinas (CXCR2 y
CXCRA4) y sus ligandos como el CXCL12 producido por osteoblastos y células del
estroma de la médula 6sea. El G-CSF induce la liberacion de los neutréfilos maduros
desde la médula 6sea a la circulacion mediante la interferencia que ejercesobre la
interaccion de CXCR4-CXCL12. (8) Por otro lado, cuando se necesita el
reclutamiento de neutréfilos a un tejido periférico, las células endoteliales expresan
las moléculas de CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CXCLS8 sobre su superficie, que son un
ligando para CXCR2. Mientras tanto, el G-CSF promueve un aumento en la
expresion de CXCR2 en la superficie de los neutréfilos, reduce la expresion de
CXCL12 y también reduce la expresion de CXCR4 sobre la superficie de los
neutrofilos. (8)

Fuera de la médula 6sea la produccion de neutroéfilos esta regulada por una red de
citocinas donde patrticipa la interleucina 23 (IL-23) producida por los macrofagos y la
interleucina 17 (IL-17) producidapor los linfocitos T. (6,7,8) La IL-17 promueve la
granulopoyesis e induce el reclutamiento y activacion de los neutréfilos. Ademas,

esta interleucina también actua a favor de la produccién de G-CSF. (7)

2.2 Extravasacion.

El G-CSF permite la liberacion de neutréfilos hacia el torrente sanguineo. Las
propiedades migratorias de los neutréfilos permiten su reclutamiento en el sitio de
infeccion, mediante un proceso de extravasacion. Este proceso depende de
moléculas de alta y baja afinidad que interactian entre los neutrdfilos y el endotelio

vascular (Figura 2). (6,7,8)

La extravasacion leucocitaria se realiza en varios pasos. El primer paso es el
‘rodamiento” de los neutréfilos sobre el endotelio, que depende de la interaccion de
las selectinas P y E expresadas en la superficie de las células endoteliales con el
ligando glucoproteico en la superficie de los neutrdfilos. Después, el segundo paso
es una desaceleracion del rodamiento de los neutréfilos hasta quedarse totalmente
adheridos al endotelio. En este paso participan la integrina B2 y las moléculas de

adhesion intracelular ICAM-1 e ICAM-2. Con esta interaccion el neutréfilo queda
13



completamente fijo y busca un espacio entre las uniones intercelulares de las
células endoteliales para realizar el ultimo paso que es migrar al sitio de infeccién
(Figura 2). (6,7,8)

Medula ésea ‘
SelectinasPy E sanguineo

Senescencia o
apoptosis

Fagocitosis

Macréfago

Figura 2. Liberacién y extravasacion de neutré6filos. a) El G-CSF induce la maduracién de los
neutréfilos que se encuentran en la médula 6sea. Para que se libere el neutrdéfilo se presenta una
interferencia entre la interaccion del CXCR4 con el CXCL12 y aumenta la expresién del receptor
CXCR2. b) Una vez en circulacién el neutréfilo maduro sigue un gradiente de quimioatrayentes en
circulacion. El neutréfilo une sus ligandos glucoproteicos con la selectina P y E de las células
endoteliales, dando pie al fenémeno conocido como rodamiento. Posteriormente el neutréfilo se
gueda totalmente fijo por la unién de lasICAM-1 e ICAM-2 con la integrina B2 expresadas por las
células endoteliales y comienza el fendmenode diapédesis. c) Una vez en el sitio donde se encuentra
el agente patégeno, el neutréfilo usa diferentes mecanismos para eliminarlo, formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (NET), fagocitosis o degranulacion. d) Los neutréfilos senectos o que

han entrado en estado de apoptosis son fagocitados por los macréfagos.

Una vez en el tejido periférico, los neutrdfilos siguen un gradiente de concentracion
por los quimioatrayentes como el formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF) o la
anafilatoxina C5a. (6,7)

La extravasacion de los neutrdéfilos es modulada también por citocinas derivadas de

los tejidos que pueden incrementar la expresion de las moléculas de adhesion del
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endotelio activando los cambios conformacionales en las integrinas de los

leucocitos, incrementando su estado de afinidad en esta interaccién. (7,8)

Una vez que los neutrofilos llegan al sitio de infeccion, eliminan a los patégenos
mediante fagocitosis, degranulacion o formacion de trampas extracelulares de
neutréfilos (NET, por sus siglas en inglés) (Figura 2). Posteriormente, los neutroéfilos
deben ser eliminados, pues estos entran en senescencia 0 apoptosis. Losneutréfilos
senectos que se encuentran dentro de los tejidos son fagocitados por losmacréfagos.
En circulacion, los neutrdfilos en senescencia incrementan la expresion de CXCRA4,

lo que les permite regresar a la médula 6sea para su eliminacion. (7,8)

La fagocitosis y eliminacidon de los neutrofilos apoptoticos y senescentes activa una
respuesta antiinflamatoria caracterizada por la disminucion de IL-23, lo cual conlleva
a la disminucion de IL-17 y de G-CSF. Consecuentemente, la granulopoyesis
disminuye. (8) Gracias a su capacidad fagocitica, los neutrofilos endocitan con
rapidez los microorganismos. La capacidad microbicida de los neutréfilos permite la
destruccion de millones de microorganismos, por la acciéon confluente de
mecanismos citotoxicos dependientes e independientes de la produccion de

intermediarios reactivos del oxigeno.

2.3. Reconocimiento de microorganismos.

Para comprender la respuesta defensiva o accion antimicrobiana de un neutrofilo
se necesita conocer el mecanismo de reconocimiento previo. Este reconocimiento
estd mediado por varios receptores de reconocimiento de particulas, y que inician
el procedimiento para una determinada respuesta de defensa (fagocitosis,
degranulacién o formacién de NET).

Los receptores en la membrana plasmatica de los neutroéfilos pueden ser divididos
en receptores opsoONIcos y no opsonicos. Los receptores no opsonicos reconocen
directamente grupos moleculares en la superficie del microorganismo. Entre estos
receptores se encuentran los que reconocen moléculas tipo lectina, como el CD33

y el receptor de macréfagos inducido por Ca?* dependiente de lectina (Mincle), o
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DNGR-1. También se encuentran los receptores depuradores y el receptor dectina-

1 que reconoce beta-glucanos fungicos. (9)

Los receptores opsénicos reconocen opsinas derivadas del huésped que se unen a
particulas ajenas al organismo, marcandolas para su posterior internalizacion. Las
opsinas incluyen anticuerpos, anafilatoxinas del complemento, fibronectina, lectina
de unién a manosa (MBL, por sus siglas en inglés) y lactaderina. (9) Mientras los
receptores para opsinas participan en la endocitosis del microorganismo y sus
productos, entre los RRP sdélo los receptores de lectina tipo C, en forma
complementaria, los receptores depuradores, median la internalizacion de los

ligandos reconocidos. (4)

2.4. Fagocitosis.

La fagocitosis consiste en el reconocimiento e internalizacion de una particula mas
grande a 0.5 pm en una vesicula conocida como fagosoma. (9) El primer paso en la
fagocitosis es el reconocimiento de la particula, esto ocurre ya sea por un receptorque
sea capaz de unirse directamente a una molécula especifica en la superficie del
microorganismo (receptores no opsonicos), o por medio de la union del fagocitoa
una opsonina que previamente haya sido capaz de unirse al microorganismo en su
superficie (receptores opsonicos). Los receptores tipo Toll (TLR) o algunos
receptores acoplados a proteina G preparan al neutréfilo para la fagocitosis
iniciando la polimerizacién de actina. (9) Una vez en el citoplasma, el fagosoma se
une a los lisosomas primarios generando un fagolisosoma. Dentro de éste, el
patégeno es sometido a la accion de dos sistemas citotoxicos de distinta naturaleza.
El microorganismo es eliminado mediante un primer sistema dependiente de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y un
segundo sistema es mediado por la accion de péptidos antimicrobianos y de

enzimas hidroliticas. (4)
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2.5. Degranulacion.

La degranulacion es un mecanismo en los neutréfilos que consiste en la liberacion
de mediadores quimicos que ayudan a desencadenar una respuesta inflamatoria
con la liberacion de especies reactivas de oxigeno y granulos enzimaticos con
funciones bactericidas. (4)

Como se menciond antes, los neutrofilos contienen tres tipos de granulos
enzimaticos (primarios, secundarios y terciarios). Dentro de los granulos primarios
estan las enzimas elastasa, mieloperoxidasa, catepsinas y defensinas. Dentro de
los granulos secundarios se encuentra la lactoferrina y en los terciarios, la
gelatinasa. (10)

La liberacion de estos granulos enzimaticos depende de la activacion de receptores
en la membrana plasmatica del neutrofilo. Los granulos se fusionan con la
membrana plasmatica, son liberados y actian sobre el agente patdégeno. Este
proceso de exocitosis se da en una serie de pasos. (10)

El primer paso es el reclutamiento de los granulos del citoplasma a la membrana
plasmatica del neutrdfilo, lo cual es posible gracias al citoesqueleto que permite el
paso de estas moléculas. El segundo paso es el anclaje de vesiculas, lo que da
como resultado la fusion de los granulos a la membrana del neutrdfilo, vertiendo el
contenido de los granulos al exterior donde se encuentra el patégeno. El tercer paso
es la actividad de las enzimas sobre la membrana del patdégeno que se haya

reconocido. (10)

2.5.1 Mecanismo dependiente de ROS.

Todas las ROS derivan del anién superéxido (O2) e incluyen los siguientes agentes
oxidantes: Peréxido de hidrégeno (H202), anién hipoclorito, (CIO™1), hidroxilo. (OH-
1), oxigeno (O2) y cloraminas.

El proceso que conduce ala generacion de ROS se denomina estallido respiratorio.
La enzima encargada de generar el anion superéxido es la NADPH oxidasa, que
cataliza la reduccién univalente del oxigeno molecular utilizando NADPH como

dador de electrones. (4)
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2.5.2 Mecanismo independiente de ROS.

Los fagocitos contienen granulos citoplasmaticos cargados de agentes
antimicrobianos que se liberan al fagolisosoma durante la fagocitosis, o al medio
extracelular. La liberacién extracelular se presenta en respuesta a los estimulos
solubles o de los microorganismos que no han podido ser fagocitados. Los granulos
contienen un amplio conjunto de enzimas degradativas y péptidos con actividad
microbicida o microbiostética. (4)

2.6 Trampas extracelulares de neutréfilos (NET).

Las trampas extracelulares de neutréfilos (NET) son fibras de DNA descondensado
con enzimas provenientes de los granulos, capaces de atrapar y matar patégenos
de forma extracelular. (11) Por lo tanto, dentro de las NET podemos encontrar
componentes de los granulos como la elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa,

lactoferrina y la gelatinasa.
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Capitulo llI
SISTEMA INMUNOLOGICO EN EL PERIODONTO

El periodonto también llamado aparato de insercién, es el conjunto de tejidos que
rodean a los organos dentarios. Es el encargado de distribuir las fuerzas de
masticacion y proporcionar suficiente irrigacion a cada uno de los 6érganos dentarios.
Los tejidos del periodonto son la encia, el ligamento periodontal, el hueso alveolar
y el cemento radicular. (12)

3.1 La encia.

La encia es un tejido fiboromucoso que abarca desde el cuello de los 6rganos
dentarios hasta los procesos alveolares y se compone de tejido conectivo denso
denominado lamina propia y de tejido epitelial. La encia marginal es la que se
encuentra préxima a la corona del 6érgano dental y festonea el cuello del 6érgano
dental. En condiciones de salud, la encia tiene un color rosa coral y un aspecto liso.
(12) Hacia la parte apical o en direccidén hacia la raiz de los 6érganos dentarios, se
distingue un color mas oscuro en tonos rojizos 0 marrones, esta parte se denomina

mucosa alveolar y se encuentra separada por la linea mucogingival (Figura 3). (12)

La encia libre posee un color rosa coral, una superficie lisa y brillante y una
consistencia firme. Comprende las paredes vestibulares, linguales o palatinas e
interproximales del 6rgano dental. En las caras vestibulares y palatinas, la encia
libre se extiende hacia el surco gingival libre, el cual se delimita por la union cemento
esmalte. Clinicamente, la profundidad de este surco gingival se determina usando
una sonda periodontal. La distancia recorrida por la sonda indica la condicién de
salud o enfermedad de esa zona. La distancia recorrida por la sonda indica la
migracion del epitelio de unién en direccion apical. A mayor migracién mayor dafo
en los tejidos de soporte de diente. La encia insertada se delimita por la unién

mucogingival y cubre el proceso alveolar de los 6rganos dentatios (Figura 3). (12)
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3.2. Epitelio.

Microscépicamente la encia libre se encuentra formada por células epiteliales
dispuestas en diferentes zonas (Figura 3). La primera zona forma el epitelio oral que
se encuentra en contacto con la cavidad oral. La segunda zona forma el epitelio del
surco, que se encuentra en la cara vestibular del érgano dental y forma la parte

interna del surco gingival libre.

Superficie dental

Encia marginal

Epitelio oral _

Epitelio del
surco

Fluido
crevicular

Epitelio de
unioén

Figura 3. Epitelio oral. Dibujo que muestra la disposicidn del epitelio desde la encia marginal que
rodea al cuello del érgano dental. El epitelio oral estd expuesto a la cavidad oral. El epitelio del surco
se encuentra dentro de la encia marginal y con vista a la cara del érgano dental, aunque no hace
contacto con él. En el espacio entre el epitelio del surco y el 6rgano dental se encuentra el fluido
crevicular.

Este epitelio no hace contacto con la superficie dental. La tercera zona forma el
epitelio de unién que proporciona contacto entre la enciay el 6rgano dental. (12) En
el espacio entre el epitelio del surco y el 6rgano dental se secreta el fluido

crevicular, fluido con importancia en la respuesta del sistema inmunolégico. Hacia
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la parte apical, finalmente se encuentra el epitelio de union, conformado por la pared
vestibular del érgano dental y el epitelio que confluye en este sitio.

3.3 Inmunidad del periodonto.

Los tejidos orales y el periodonto se encuentran expuestos a estimulos como las
fuerzas de masticacion y la microbiota patdégena que puede existir en determinadas
condiciones. (12) El periodonto tiene la capacidad de traducir estos estimulos en
sefiales bioquimicas, generando una respuesta coordinada con el sistema
inmunoldégico para lograr un estado de homeostasis. En condiciones de salud, existe
un equilibrio entre la microbiota comensal y el sistema inmunolégico. Cuando este
equilibrio se pierde, existe una respuesta inflamatoria que recluta células del sistema
inmunoldgico. (11,12) En esta respuesta participan los neutrofilos, linfocitos B y la
inmunoglobulina A secretora (s-1gA). (11,12)

Otro componente importante en la preservacion de la homeostasis en la cavidad
oral y el periodonto es la saliva. Esta es producida por las glandulas salivales
mayores y menores. La saliva contiene sales, bicarbonato, proteinas y factores
antimicrobianos como las mucinas que protegen la mucosa y las superficies orales,
(13)

La IgA sistémica es una molécula monomeérica, una isoforma de esta IgA es la que
se secreta a la saliva, es la IgA secretora (s-IgA). Se compone de dos moléculas de
IgA. una cadena denominada “J”, la cual es producida por células plasmaticas y un
componente secretor cuya funcion es protegerla de mecanismos proteoliticos. Cada
IgA contiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas covalentemente
por puentes disulfuro. La cadena J esta unida al componente secretor por puentes
disulfuro a la fraccion Fc de los anticuerpos IgA. (12)

La s-IgA es producida por las células plasmaticas que se ubican en adyacentes a
los nucleos y acinos de las células de las glandulas salivales. Este anticuerpo facilita

la opsonizacion bacterias que posteriormente son engullidas
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3.4 Importancia de los neutrdéfilos en el periodonto.

El estado de salud del periodonto es consecuencia de una homeostasis entre la
respuesta del sistema inmunoldgico y la microbiota que habita en el periodonto. El
estado de salud normalmente se establece en el surco gingival, siendo un espacio
creado entre la encia y el o6rgano dental. En este sitio se secreta el fluido
crevicular cuya produccion aumenta con la infiltracion de un cuerpo extrafioen esta
zona. (13) El fluido crevicular proviene del plexo sanguineo gingival del epitelio. En
este fluido hay componentes como electrolitos, proteinas, citocinas, anticuerpos,
antigenos provenientes de bacterias y células. (13) Dentro de la fraccién celular se
ha visto que hay una poblacion de bacterias que forman la biopelicula dental, células
epiteliales descamadas e infiltrado inflamatorio como neutréfilos, macrofagos y
linfocitos, siendo los neutroéfilos la poblacion mas abundante de leucocitos en este
sitio. Los neutrofilos son reclutados a este sitio mediante la interaccion del CXCR2
con sus ligandos como el CXCL1 y el CXCL2, estos ligandos son secretados por el
epitelio de union. (12) Una vez en el surco gingival los neutrofilos mantienen regulada
la microbiota oral mediante sus diferentesfunciones. La acumulacién de biopelicula
dental induce un reclutamiento excesivo de neutroéfilos, que en una pobre regulaciéon
en el proceso de reclutamiento y limpieza de los neutrofilos puede desembocar en
dafo a los tejidos circundantes por los granulos enzimaticos liberados para eliminar
a las bacterias. (12)

Cuando se pierda el estado de homeostasis en el periodonto se produce una
inflamacion gingival o gingivitis asociada a la biopelicula dental, y que de no ser
tratada conduce a la periodontitis (Figura 4). La periodontitis es una enfermedad
cronica multifactorial, caracterizada por la progresiva destruccion de los tejidos de
soporte del diente. (6,7,11,13,14) Dicha enfermedad se encuentra asociada al
aumento de biopelicula bacteriana que puede ser consecuencia de alteraciones en

la produccion de neutrofilos.
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Figura 4. Actividad de neutrofilos en el surco gingival. a) Arribo de los neutréfilos a cavidad oral
por medio del fluido crevicular. b) Regulacién de la cantidad de microbiota oral por parte de los
neutréfilos como funciébn homeostatica en cavidad oral. ¢) La microbiota oral ha excedido las
capacidades del sistema inmunoldgico para regularla. En escenarios severos comienza la lisis de
tejidos circundantes

La presencia de los neutrofilos puede ser observada como una respuesta del
sistema inmunologico ante infecciones de bacterias patdogenas con potencial de
dafar al organismo, o también como una respuesta reguladora en el crecimiento de
colonias de la microbiota del huésped en varios tejidos periféricos, como la cavidad
oral. (5,7,8,13)
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Como hemos visto el sistema inmunoldgico tiene un papel muy importante en
preservar la homeostasis de la cavidad oral. El estudio de las funciones de los
neutréfilos orales en diferentes ambientes y situaciones nos permitira entender
mejor el proceso de homeostasis y su alteracion al presentarse una enfermedad
periodontal. Para poder entender la funcion de los neutréfilos de cavidad oral es
indispensable poder aislarlos conservando sus propiedades. Por ello en este trabajo

presentamos una mejora a un método ya utilizado para su purificacion.

ANTECEDENTES.

4.1. Meétodos de purificacion de neutrofilos orales.

Con el fin de conocer las caracteristicas de los neutréfilos orales, varios grupos
desarrollaron métodos para su aislamiento y purificacion de la cavidad oral. El
principio de los métodos se encuentra en la toma de una muestra de saliva que es
filtrada a través de una malla de nylon con poro del tamafio promedio de un neutrofilo
(10pum-12um), con el objetivo de separarlos de las células epiteliales. Dosparametros
importantes se consideran en estos protocolos, la viabilidad y la pureza.La viabilidad
se mide en porcentaje y corresponde a la cantidad de neutréfilos vivosobtenidos
después del procesado de la muestra. La pureza indica la cantidad de neutréfilos
con respecto a la cantidad de células epiteliales que hay en la muestra. Entre mas
altos los porcentajes de viabilidad y pureza se considerara al método empleado de

mejor utilidad para poder evaluar las funciones de los neutrofilos.

4.2. Ashkenazi y Dennison, 1989.

En 1989 Ashkenazi y Dennison (15) propusieron el siguiente método para la
purificacidon de los neutréfilos, argumentando que con los métodos disponibles hasta
el momento, la viabilidad de los neutréfilos era baja. Tomando siete donadores de
edades entre 28 y 37 afios con minima o nula inflamacion periodontal, los neutréfilos

se purificaron de la siguiente forma:

1. Los donadores realizaron enjuagues orales con 15 ml de disolucién balanceada
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de sales Hank’s libre de calcio y magnesio, pH 7.4 adicionada con 0.1 % de
gelatina por 30 segundos. Esto ser realizé varias veces durante 20 minutos (40 veces

aproximadamente).

. Los enjuagues fueron posteriormente depositados en un recipiente de polipropileno
gue contenia 400 ml de disolucion de Hank’s libre de calcio y magnesio, a 4°C.

. Los enjuagues fueron homogenizados durante 10 minutos y luegocentrifugados
a 250g, por 5 minutos.

. El botén celular fue resuspendido en disolucién de Hank's libre de calcio y
magnesio, posteriormente filtrado primero a través de una malla de nylon de20
pMmy después filtrados por otra malla de nylon de 11 pm.

. El filtrado fue centrifugado a 2509 por 5 minutos y resuspendido en disolucionde
Hank’s.

Como resultado de este procedimiento, la proporcion de la poblacion fue de 2.3
células epiteliales por cada 97.7 leucocitos. La viabilidad de los leucocitos fue de
85 %.

Sato, 1996.

En 1996, Sato y sus colaboradores (16) publicaron un estudio de
caracterizacion y asilamiento de neutrofilos con los siguientes pasos:

. Una hora después de que los donadores se cepillaron los dientes, sin pasta
dental, se realizaron cinco enjuagues orales con 15 ml con disolucion de
fosfatos Krebs-Ringer (KRP) durante 30 segundos cada uno.

. Los enjuagues se centrifugaron a 250 g por 5 minutos, a 4°C.

. Las células obtenidas se resuspendieron en 10 ml de KRP vy se filtraron a
través de un filtro de nylon para separar PMN de células epiteliales.

. Este filtrado fue centrifugado nuevamente a 250 g, por 5 minutos, a 4°C y se
resuspendié en 3ml de Polymorphprep que se centrifugé nuevamente a 450 g por 30

minutos, a 25°C.

. Las células se resuspendieron en 10 ml de KRP y se centrifugaron a 450 g por
30 minutos a 25°C y se volvieron a resuspender en KRP.
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En este estudio no se especifico ni la pureza ni la viabilidad de los neutrofilos.

4.4. Lakschevitz, Abodiy Glogauer, 2013.

En 2013, Lakschevitz, Abodi y Glogauer (17) reclutaron 76 participantes sistémicamente
sanos y no fumadores. Los participantes comprendian 2 grupos: El primer grupo con
participantes sanos periodontalmente y el segundo grupo con pacientes con enfermedad
periodontal cronica. La edad de estos pacientes era de alrededor de 50 afios. Los
neutrdfilos fueron obtenidos con el siguiente método:

1. Se realizaron 6 enjuagues de cavidad oral con 5 ml de 0.9% de NacCl
durante 30 segundos cada uno, con intervalos de reposo de 3 minutos.

2. Los enjuagues fueron depositados en un tubo para centrifuga estéril de 50
ml.

3. La mitad del volumen de los enjuagues fue filtrada secuencialmente por una
malla de nylon de 40 pym, luego 20 um y finalmente de 11 um. El volumen
restante solo fue filtrado a través de la malla de 40 pm.

4. Los filtrados se centrifugaron a 527 g, por 10 minutos, a 4°C y las células se

suspendieron en Hank’s libre de calcio y magnesio.

Como resultado de este procedimiento se reporté una viabilidad de los
leucocitos del 95 % con una pureza de 98%.

4.5. Patrick Rijkschroeff, 2016.

En 2016, Rijkschroeff y colaboradores (18) tomaron 268 muestras de
voluntarios sanos con un rango de edad de 18 a 32 afos. Los participantes
fueron instruidos a no comer, no beber, no masticar goma o chicle o realizar
ejercicio fisico extenuante antes de la cita, y no cepillar sus dientes una noche
anterior y la mafiana de la toma de muestra.
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Las muestras fueron tomadas en la mafiana entre 8:30 amy 10:00 amy se
utilizo el siguiente método de purificacion de neutrofilos:

1. Se les pidi6 a los voluntarios que hicieran tres enjuagues con 20
ml de disolucién de amortiguador de fosfatos (PBS) con 0.1% de
gelatina, durante 30 segundos, con 4.5 minutos de reposo entre
cada enjuague.

2. El enjuague fue depositado en dos tubos de 50ml para centrifuga
y se mantuvo en hielo hasta el final de recoleccién de la muestra.

3. Los tubos con los enjuagues fueron agitados durante 1 minuto y
centrifugados a 500 g por 10 minutos, a 4°C.

4, El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas
en PBS.

5. La mezcla se filtré primero usando una malla de nylon de 31.5 um

y posteriormente una malla de 10 pym.

6. El filtrado fue centrifugado a 500 g por 10 minutos, a 4°C y las

células fueron resuspendidas en PBS con calcio y magnesio.

En este estudio no se especifico ni la pureza ni la viabilidad de los neutrofilos.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El estudio de neutrofilos orales comprende un campo reciente para el entendimiento
de sus mecanismos celulares y funcionales tanto en condiciones de salud como en
estadios de inflamacién oral. Por lo tanto, es indispensable tener un método
reproducible y confiable para recolectar y purificar neutréfilos. La estandarizacion de
un método de purificacion de neutrofilos permitira obtenerlos en condiciones
Optimas para poder realizar otras mediciones de sus funciones y caracterizacion en

ensayos posteriores.

Existen varios métodos de obtencion de neutrdéfilos orales en los que varia el nimero

de enjuagues, las disoluciones amortiguadoras en las que se colectan y mantienen,
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el tipo de filtros que utilizan y la fuerza relativa de centrifugacion que se ejerce al
separarlos de la saliva. Ademéas, no todos los métodos reportan la pureza o
viabilidad de los neutréfilos obtenidos. Por ello, en este trabajo se propuso
estandarizar las condiciones para obtener neutréfilos orales en un menor tiempo,

con mayor viabilidad y pureza.

6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Para poder estudiar las funciones y caracteristicas de los neutrofilos orales es
necesario purificarlos, dado que el éxito de experimentos subsecuentes a este
proceso dependen de que los neutrofilos estén vivos y aislados de células
epiteliales. Existen varios protocolos para purificar neutréfilos. Sin embargo, ninguno
permite obtener neutréfilos de una manera rapiday con porcentajes altos de
viabilidad y pureza. Por lo tanto, en este trabajo implementamos modificaciones al
método de purificacion de neutrofilos orales paraobtener en un menor tiempo los

neutrofilos viables y puros.

7. HIPOTESIS.
Las modificaciones del método de obtencion y purificacion de neutrofilos propuesto
en el presente trabajo permitiran obtener en un menor tiempo los neutrofilos viables
y puros.

8. OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar un método de purificacion de neutréfilos orales que permita obtener de

manera sistematica neutréfilos viables y puros en un menor tiempo.
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8.1. Objetivos especificos.

1. Cuantificar los neutréfilos obtenidos por el método de purificacion de
neutroéfilos para cada una de las modificaciones de este método.

2. Determinar la pureza de los neutréfilos obtenidos por el método de
purificacion de neutréfilos para cada una de las modificaciones de este
método.

3. Determinar la viabilidad de los neutrdfilos obtenidos por el método de
purificacion de neutréfilos para cada una de las modificaciones de este
método.

4. Determinar el tiempo requerido para el desarrollo del método de purificacion

de neutrdfilos para cada una de las modificaciones de este método.

9. MATERIALES Y METODOS.

9.1. Materiales

Tubos para centrifuga Corning™

Centrifuga Eppendorf™ 5702C

PBS (phosphate buffered saline)

Portafiltros Swinnex 47 mm SX0004700 Merck Milipore™
Portafiltros Swinnex 25 mm SX0002500 Merck Milipore™
Filtros celulares de 40 y 20 um Falcon™

Jeringa de 20 ml

Microscopio Olympus, modelo X170

Tubos para centrifuga Eppendorf™

Micropipetas

Pipetas seroldgicas

VVVVVVVYVYYVYYY

9.2. Voluntarios:
En este trabajo se incluyeron voluntarios de género masculino y femenino en un
rango de edad de 20 a 40 afios previo a la firma de a un consentimiento informado
(Anexo 1) para la donacion de una muestra de enjuagues que se tomo en un horario

de 8:00-10:00 am previo al primer cepillado de los donadores.
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9.3. Identificacién de células obtenidas de enjuagues orales

Se identificaron dos tipos de células, las células polimorfonucleares y las células
epiteliales. La viabilidad de las células se determind por exclusion con azul de
tripano. Las células fueron tefiidas Wright-Giemsa para poder observar su
morfologia en el microscopio Olympus, modelo X170 en aumento de 40x.

Las células se observaron de la siguiente forma:

O O
e e ¢ - N

Célula polimorfonuclear
viva: Células refingentes.

Célula polimorfonuclear
muerta: El citoplasma se
tifle con azul de tripano
ya que atravesoé la
membrana celular

Célula epitelial: Es
aproximadamente 10
veces mds grande que
una célula
polimorfonuclear, forma

rectangular redondeada.
Nucleo grande y visible.

9.4. Cuantificacion de células obtenidas de enjuagues orales

La cuantificacion de células se realizé usando la camara de Neubauer. La

siguiente formula fue usada para calcular el nimero de células por mililitro.

( Suma de las células en los cuatro cuadrantes) (2) (104)

Células por mililitro = 5

En cada modificacion también se calcul6 porcentaje de pureza y el porcentaje de

viabilidad de los neutrdfilos.

R Numero de neutrofilos vivos
Viabilidad = ( - — ) 0
Numero de neutrofilos muertos

Numero de neutréfilos totales) 00

Pureza = ( - -
Numero de células totales
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Tincién de Wright-Giemsa

Se tomaron 50 pl de cada filtrado y fueron extendidos sobre un portaobjetos. La
muestra se seco agitando el cubreobjetos de un lado a otro. Se colocaron 150 ul de
tincidbn Wright-Giemsa sobre la muestra y se incub6 por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se colocaron 200 ul de PBS sobre la tincion y se incubd
por 12 minutos, a temperatura ambiente. Una vez concluido el tiempo, se eliminé el
excedente de colorante mediante el uso de agua bidestilada. Finalmente se colocé

un cubreobjetos encima de la muestra y ésta fue observada al microscopio.

9.5. Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + error estandar de la media (EEM).
Las comparaciones entre los grupos se hicieron usando la prueba de ANOVA de
una via utilizando el programa de computadora KaleidaGraph version 4.5.2 para

Mac. Se considero estadisticamente significativo el valor con una P menor a 0.05.

9.6. Obtenciéon de neutréfilos orales

Con el propésito de purificar un mayor nimero de neutréfilos en un menor tiempo
se realizaron siete modificaciones al método de purificacion de neutrofilos. En cada
modificacion se identificaron y cuantificaron las células obtenidas de los enjuagues
orales correspondientes. Se realizaron al menos 5 repeticiones de cada método,
con excepcion de la modificacion 2 en la cual se realizaron mas de 20 ensayos.
Método original:

Cada voluntario realiz6 enjuagues con 5 ml de NaCl al 0.9% durante 30 segundos y
lo deposité en un tubo estéril para centrifuga. El intervalo entre cada enjuague fue
de tres minutos hasta completar 30 ml de enjuagues orales.

Los enjuagues orales se filtraron por filtro de 11 um con un didmetro de 47mm,
usando presién al filtrar.

El filtrado se centrifug6 a 1500rpm en centrifuga Eppendorf por cinco minutosa 4°C
El sobrenadante se retir6 mediante succién al vacio y el boton celular se

resuspendié en 1ml de PBS para su cuantificacion y tincion.

Las células permanecieron en hielo hasta haber completado el procedimiento
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Modificacion 1 (filtrado secuencial sin presion con 30 ml de muestra). Todos
los pasos del método original a excepcion de que en el paso 2, antes de la filtracion,
los enjuagues fueron pasados por dos coladeras, una de 100 umy otra de40um. Sin

hacer presion en el émbolo de la jeringa.

Modificacion 2 (filtrado secuencial sin presion con 40 ml de muestra). Todos
los pasos de la modificacion 1 a excepcién de que en el paso 1 se completaron 40

ml de enjuagues.

Modificacion 3 (filtrado secuencial sin presién con 50 ml de muestra). Todos
los pasos de la modificacion 2 a excepcion de que en el paso 1 se completaron 50

ml de enjuagues.

Modificacion 4 (filtrado con portafiltro de 47 mm con 30 ml de muestra). Todos
los pasos del método original a excepcion de que en el paso 2, la filtracion se realizé

sin hacer presion en el émbolo.

Modificacion 5 (filtrado con portafiltro de 25 mm con 30 ml de muestra). Todos
los pasos del método original a excepcion de que en el paso 2, la filtracion se realizo
con filtros de nylon de 11 um con un diametro de 25mm, mas la modificacion 1, sin

hacer presion en el émbolo.

Modificacion 6 (filtrado con portafiltro de 25 mm con 15 ml de muestra). Todos
los pasos del método original a excepcion de que en el paso 1 se completaron 15
ml de enjuagues. Mas las modificaciones 4 y 5, la filtracion se realiz6 con filtros de

nylon de 11 um con un diametro de 25 mm, sin hacer presién en el émbolo.
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10 RESULTADOS.

10.1.Neutréfilos 'y células epiteliales son obtenidos en diferentes
proporciones, dependiendo de la modificacion del método original.

Después de cada modificacion al método original de purificacién de neutréfilos, las
células fueron tefiidas con Wrigth-Giemsa. Usando el método original con presion
en el émbolo se obtuvieron tanto células epiteliales como neutréfilos (Figura 5a). Al
quitar la presion del émbolo (modificacion 1) aun se observan algunas células
epiteliales (Figura 5b). Todas las modificaciones posteriores presentaron muchos

neutréfilos (Figura 5).

U e

j‘

Figura 5. Microfotografias de células
tefiidas con Wright-Giemsa de cada
método o modificacion. Se observan
células epiteliales (punta de flecha)
y neutrdfilos (flechas)

a) Método original

b) Modificacion 1

¢) Modificacion 2

d) Modificacion 3

e) Modificacion 4

f) Modificacién 5

g) Modificacion 6
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Modificacion 1 (filtrado secuencial sin presion con 30 ml de muestra).

En esta modificacidn, los enjuagues orales se pasaron por coladeras de 100 umy
otra de 40um para eliminar particulas mayores a estos didmetros y luego, los
enjuagues se filtraron por un filtro de 11 um sin hacer presion en el émbolo de la
jeringa. La cantidad de neutrdfilos obtenida fue un tercio de la obtenida en el método
original (Tabla 1). Sin embargo, la pureza aumento de 77% a 84% y la viabilidad de
80% a 91% (Tabla 1). Ademas, el proceso tard6é aproximadamente una hora (Tabla
1).

Modificacion 2 y 3 (filtrado secuencial sin presién con 40 y 50 ml de muestra).
Al protocolo de la modificacion 2 y 3 se decidié aumentar el volumen de enjuagues
a 40 mly 50 ml, respectivamente. El aumento en el volumen de enjuagues permitio
incrementar la cantidad de neutrdfilos a casi un millén con 40 mly 50 ml. La pureza
fue mas del 98% en ambos casos, pero la viabilidad disminuy6 al 76% y 82% para
40 ml y 50 ml, respectivamente. Ambos procedimientos tomaron mas de una hora
(Tabla 1).

Modificacion 4 (filtrado con portafiltro de 47 mm con 30 ml de muestra). Se
decidi6 comparar el uso del filtrado secuencial con las coladeras usadas en los
métodos anteriores con el uso de un solo filtro. Para ello, en este método se usé una
portafiltro de 47 mm junto con una malla de nylon de 11 um. Se observo quelapureza
fue de 91% vy la viabilidad de 86% en promedio. Ademas, se decidié usar unvolumen
de muestra de 30 ml nuevamente para reducir su tiempo del procedimiento. Este

procedimiento tardé aproximadamente una hora (Tabla 1).

Modificacién 5y 6 (filtrado con portafiltro de 25 mm con 30y 15 ml de muestra).
Los filtros de nylon de 11 um con un diametro de 25mm aumentan la pureza y
mantienen la viabilidad, pero el nUmero de células disminuye. Una vez que vimos
sin usar presion la pureza aumentaba se prob6 un filtro con menor area. El resultado
fue quese obtuvieron menos de un millén de neutrdfilos. Sin embargo, la pureza fue

casi del 100% y su viabilidad del 95%. Otra ventaja es que se obtuvieron en
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menos tiempo, alrededor de 45 minutos (Tabla 1). Se observoé que en la modificacion

6 un menor volumen de enjuagues aumenta la cantidad de neutréfilos y mantiene

la pureza y la viabilidad. Al usar menos volumen de enjuagues mejoro la cantidad

de neutrofilos obtenidos. Dado que el area del filtro de nylon de 11 um con un

didmetrode 25mm es menor, es probable que se saturara de células e impidiera el

paso de las células. Con la finalidad de evitar saturar el filtro se decidié disminuir el

volumende los enjuagues a 15 ml. Esta modificacién fue muy exitosa pues permitié

obtenermas de un millon de neutrofilos con una pureza y viabilidad mayor al 93% y

en un tiempo aproximado de 40 minutos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas evaluadas en cada método.

Método Conteo de Pureza % Viabilidad % Tiempo
neutrofilos aproximado
(millones) (min)
Método 1.62E+06 77.42+4.4 80.82+6.69 40
original
Modificacion 1 5.58E+05 88.56+9.8 91.32+8.67 60
Modificacion 2 1.00E+06 92.46+3.5 76.82+3.39 65
Modificacion 3 9.87E+05 99.66+0.1 82.16+3.53 70
Modificacion 4 1.13E+06 93.44+4.6 86.52+2.03 60
Modificacion 5 7.52E+05 99.08+0.8 95.04+1.43 45
Modificacion 6 1.02E+06 96.91+0.7 93.82+1.05 40
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La cantidad de neutréfilos con mayor reproductibilidad fue laobtenida usando

la modificacién 6.

Aunque la cantidad de neutréfilos obtenidos con cada una de las modificaciones fue
menor que con el método original, la modificacién 6 fue la que tuvo una mayor

reproducibilidad.
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Figura 6. El método 6 es el mas reproducible para la obtencion de neutréfilos. Los datos son el

promedio de al menos cinco experimentos independientes * error estandar.

Al parecer, el ejercer presion en el émbolo genera mucha variacion en la cantidad
de neutrdfilos que se obtienen con el método original. Las otras modificaciones son
muy parecidas en cuanto al nimero de neutroéfilos obtenidos. Se muestra una gréafica
de barras con el conteo de neutroéfilos vivos en cada muestra correspondientes a la
viabilidad de cada método. Sobre el eje “X” se encuentra descrito a que método
pertenece cada conteo. En el eje “y” se muestra el numero de neutrofilos obtenidos.
Se observa que en el método 1 se obtuvo mayor nimero celular, sin embargo, este

método tiene la barra de error mas grande. La
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dispersion se corrigié en los métodos consiguientes eliminando la filtracién por

presion manual.

El mayor porcentaje de viabilidad se observo con las modificaciones 5y 6
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Figura 7. Los métodos que ofrecen una mejor viabilidad son la modificacion 5y 6. Los datos son el
promedio de al menos cinco experimentos independientes error estandar.

Se aprecia que la mayor cantidad de neutroéfilos muertos se encuentra en el método
original. Esto debido posiblemente a la fuerza de presion ejercida en el émbolo de
filtrar en el momento de pasar la muestra a traves del portafiltro Los métodos 5y 6
son los que tienen la menor poblacion de células muertas, y su porcentaje oscilaentre
92 a 95%, siendo los valores mas altos. Se atribuye que la mejoria en las
modificaciones fue debido a no hacer presién manual sobre el émbolo de la jeringa
al momento de hacer pasar la muestra a través del portafiltro ademas del tiempo de
recoleccion. El tiempo de recoleccion del método 5 fue de 45 minutos y el de la

modificacién 6 de 40 minutos.
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El mayor porcentaje de pureza se observo con las modificaciones 3y 5.
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Figura 8. Los métodos que ofrecen una mejor pureza son las modificaciones 3 y 5. Los datos son el

promedio de al menos cinco experimentos independientes error estandar.

Las modificaciones 3 y 5 son los que poseen un porcentaje de pureza mayor al
98%. Aungue no existen diferencias entre las modificaciones al realizar el analisis
estadistico por el método ANOVA, experimentalmente entre mas purala muestra es

mejor para la reproducibilidad de los experimentos.

11.DISCUSION

Los métodos de obtencién de neutréfilos de cavidad oral publicados hasta el
momento ofrecen una amplia variedad en cuanto al volumen de muestra necesario
para obtener un nimero significativo de células. En los estudios publicados por Sato
y Ashkenazi utilizan un volumen de muestra proximo a 200 ml y 600 ml

respectivamente, mientras que en afios recientes el volumen usado es de 30 ml a
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60 ml tal como lo reportan Flavia S. Lakschevitz y PatrickRijkschroeff. No sélo el
volumen de muestra varia de un método a otro, sino tambiénel nimero de neutréfilos

orales obtenido en cada uno.

Mediante la obtencion de células de cavidad oral cuyo volumen de muestra fue de
aproximadamente 30 ml totales de enjuagues hechos con NaCl (cloruro de sodio) al
0.9%, se consiguid obtener 1°500,000 de células en promedio en 1ml de
resuspension. En algunos casos en el conteo celular se observaron mas de 2
millones de células en cavidad oral en 1 ml de resuspension, de esta forma, se
determind que 30ml de enjuagues es un volumen adecuado de muestra para
proceder con los procesos de filtracion y separacion de los neutrofilos de cavidad

oral.

El primer método o método original, consistio en el proceso de filtracion usando un
portafiltro de 47 mm Swinnex con una malla de nylon de 11 um. Se filtré haciendo
presion manual sobre el émbolo de la jeringa que se embond sobre el portafiltro.

Esta forma de presion fue utilizada para apresurar el paso de la muestra a través
del filtro de malla de nylon. Cabe mencionar que; en los articulos consultados para
la evaluacion de los métodos no se hace mencion del uso o no de presiéon manual

sobre el émbolo de la jeringa.

A pesar de obtener un conteo celular total de 1°620,000 en promedio la viabilidad
de estas muestras fue de 80.82% y una pureza de 77.42% siendo entonces el
método que a pesar de que permite obtener una buena cantidad de neutréfilos
orales en el menor tiempo, la muestra se encuentra bastante contaminada por
células epiteliales y la viabilidad no es adecuada para proseguir con estudios de

funcionalidad o caracterizacion de estas células.

En las modificaciones 1, 2 y 3 se omiti6 ejercer presion sobre el émbolo de la jeringa
gue contenia la muestra debido a los resultados obtenidos en elmétodo original.

Ademas permitié valorar el paso de la muestra a través de filtros de
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un mayor a un menor calibre basados en la publicacién de Lakschevitz, Abodi y
Glogauer del 2013.(19)

El tamafio del portafiltro utilizado fue de 47 mm Swinnex y se probaron diferentes
volumenes de la muestra: 30 ml de enjuagues en la modificacion 1, 40 ml en la
modificacion 2 y 50 ml en la modificacion 3. Se demostré que el uso de un filtrado
secuencial aumenta de forma considerable la pureza de la muestra llegando a
alcanzar un 99% aproximadamente cuando se emplean 50 ml de volumen de
enjuagues. En contraste la viabilidad o la fraccion de la muestra perteneciente a los

neutréfilos vivos no alcanzé un porcentaje mayor de 91% en el mejor escenario.

La mayor pureza fue vista en la modificacion 3 con un 98%, sin embargo la viabilidad
agpromedio de estos 3 metodos en promedio fue de 82.05%. Se concluye que fue
debido al tiempo de filtracion y obtencidén de la muestra que fue de mas de 1 hora

aproximadamente.

En la modificacion 4 nuevamente se omitio el uso de presion manual sobre el
embolo de la jeringa dejando que la filtracion ocurriese por gravedad y se comparo
como se veia afectado el procesado de la muestra cuando solamente se usaba el
filtro. Se obtuvo una pureza y viabilidad del 93.44% y 86.52% respectivamente.
Podemos apreciar que con el uso de solamente un filtro con este didmetro no es

posible obtener una viabilidad igual a la de la modificacién 3 o que llegue a un 99%.

En la modificacién 5 Y 6 se cambio el didmetro de portafiltro a 25 mm. Estecambio
nos permitié deducir que a una menor area de portafiltro corresponderia a un menor
volumen de muestra para que sea posible obtener mayor nimero de neutréfilos a
través del filtro de malla de nylon. Esto se observa ya que el usar un volumen de
15 ml en el portafiltro de 27 mm obtuvimos un conteo celular de 1°002,000 en 1ml de
resuspension, mientras que si se usaba un volumen de muestrade 30ml el conteo
celular fue de 752,000 en 1ml de resuspension. La pureza de la modificacion 5 fue
de 99.08% y su viabilidad de 95.04%.
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De acuerdo con todo lo anterior, el uso de presion con el émbolo de la jeringa
aumenta la cantidad de células encontradas tras el filtrado, pero la muestra queda
bastante contaminada por célulasepiteliales y la viabilidad de la muestra disminuye
considerablemente.

La reduccién del area del portafiltro y el manejo del procedimiento de filtracion sin
el uso de presion en el émbolo de la jeringa fue una condicién necesaria para el
aumento de la viabilidad y pureza en las muestras. Sin embargo el numero celular
obtenido y de neutréfilos disminuyé bastante, ya que en algunas ocasiones se
obtuvo menos de un millon de células por mililitro. Otra ventaja en este caso fue la
reducciéon del tiempo a 40 minutos aproximadamente para la purificacion de la

muestra.

El uso de un filtrado secuencial mejora la pureza de la muestra pero no la viabilidad
debido posiblemente al tiempo del filtrado y procesado de la muestra que fue de una
hora aproximadamente. Estas condiciones se deben tomar en cuenta al realizar
ensayos que impliquen la funcionalidad de los neutrofilos orales. La modificacion 3
puede ser una buena opcion dado la pureza obtenida en la muestra y la cantidad de
células por mililitro que se obtiene a partir de esta modificacion, aunque se debe
trabajr de la forma mas rapida en el procesado de la muestra para mejorar la
viabilidad.

Dado el andlisis estadistico y la comparacion de graficas se puede observar que el
método original es que presenta mas variabilidad en comparacion de las

modificaciones posteriormente realizadas.

Finalmente es notable que los métodos 5 y 6 ofrecen porcentajes de viabilidad y
pureza bastante altos, con los que se puede llevar a cabo ensayos de funcionalidad
y caracterizacion de neutrofilos orales. Ademas el tiempo empleado en estos
métodos fue el menor empleado a comparacion de las modificaciones 1 a 4. Otra
ventaja de estas modificaciones se advierte graciasa las barras de error mostradas
en las graficas que estos métodos ofrecen reproductibilidad, ya que no hubo
variabilidad significativa.
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. CONCLUSIONES.

La filtracién sin presion aumenta el porcentaje de pureza. Con el método original para
purificar neutréfilos encontramos que se obtenia por lo regular millén y medio de
neutrdfilos. Sin embargo, su pureza fue de 77.42% y su viabilidad del 80.82%. Este
proceso tomé aproximadamente 40 minutos.

El hecho de no ejercer presion manual sobre el émbolo de la jeringa redujo el nUmero
de neutrdfilos, en el menos favorable de los casos a 558,000 (modificacion 1) pero
también se logré obtener aproximadamente un millébn de neutrdfilos, tal como se
observo en la modificacion 2,4 y 6. Como se planted, no hacer presion con el émbolo
de la jeringa aumento la pureza y la viabilidad de las modificaciones subsecuentes.
Aunque 10 minutos adicionales son requeridos adicionalmente para el procesado de
la muestra.

Finalmente la modificacion 5 fue la mejor. Con esta se obtuvo una viabilidad del
95.04% y una pureza del 99.08%., ademas el tiempo para realizar el procedimiento
fue de 45 minutos, estas caracteristicas se ven reflejadas en que la muestra
present6 una nula cantidad de células epiteliales y una porcion mayor de neutroéfilos
Vivos que muertos. Se considera que con las propiedades de esta modificacion se
podran ensayos para analizar el comportamiento funcional de los neutrofilos, asi
como describir su fenotipo en distintas condiciones. No sélo de salud sino de

enfermedad.
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Anexo 1
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

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

II. Se me ha informado que se tomaran 40 ml a 60 ml de saliva por medio de un
enjuague, usando tubos para centrifuga nuevos. Estos seran destruidos vy
desechados inmediatamente después de su uso.

Il 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 usara mi saliva en este
estudio.

V. Por medio de este consentimiento también autorizo la publicaciéon de los

resultados que se obtengan con el uso de mi saliva en este estudio, a condicion
de que en todo momento se mantendra el secreto profesional y que no se
publicara mi nombre o se revelara mi identidad.

Con fecha, , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me
aclararon todas las dudas quesurgieron con respecto a mi donacién de saliva para el
proyecto acepto donar un poco de mi saliva para el estudio titulado: Papel de neutréfilos
en lacavidad 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 investigacién o surepresentante legal y otro en el poder del investigador
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