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|. Introduccion

Capitulo 1
Ortodoncia y aparatologia ortodoncica

1. Ortodoncia

Etimologicamente, la palabra ortodoncia deriva de los términos griegos ortos
(“rectos”) y odontos (“diente”). Es decir, que es la ciencia encargada de “enderezar”
los dientes o de corregir las irregularidades en las posiciones dentarias. La
introduccién de este término en la literatura se atribuye al cirujano dentista Joachin
Lefoulon, establecido en Paris, quien denomina orthodontosie u ortodontosia (1841)
a “esa parte importante del arte dentario que se ocupa de las deformidades
congénitas o accidentales de la cavidad oral”. Por lo tanto, la Ortodoncia es la
especialidad de la Odontologia que se ocupa del tratamiento del complejo craneo-
facial, del desarrollo de la denticidn y la oclusién dentaria, asi como del diagndstico,
prevencion, intercepcion y tratamiento de las anomalias de la oclusion (1).

1.1 Aparatologiafija en Ortodoncia

La divisidon de la aparatologia ortodéncica en removible y fija no se basa en ningun
criterio cientifico, sino en uno practico, seguramente como reminiscencia de la
época en que la ortodoncia se estudiaba junto con la prétesis. El uso de estos
términos se popularizé por la distincion entre aparatos removibles (aquellos que el
paciente podia ponery quitar a voluntad) y aparatos fijos (aquellos que por completo
0 una parte importante del aparato se encontraban fijos a los dientes por medio de
cementos o adhesivos, y que el paciente no podia quitarlos por si mismo, sin
deteriorarlos) (1). Todos los aparatos de ortodoncia constan de elementos pasivos,
activos y auxiliares (1).

1.1.1 Elementos pasivos

Los elementos pasivos también son llamados de anclaje. Estos elementos son todos
aquellos que sirven para transmitir fuerza a los dientes del modo mas homogéneo
posible, pero que no generan fuerza por si mismos. Entre ellos se encuentran las
bandas, los brackets, los tubos molares, los cierres linguales y las ligaduras
metalicas (1).



1.1.1.1 Bandade anclaje

La banda de anclaje es un anillo metalico que rodea la corona de un diente por
vestibular, distal, lingual y mesial, sin abarcar la cara oclusal. Las bandas de anclaje
se adaptan lo mejor posible a dicha corona (Figura 1) (1).

Figura 1. Banda de anclaje. Fotografia de un modelo dental donde se muestra una banda de
anclaje rodeando la corona de un molar. Fuente directa.

1.1.1.2 Brackets

Los brackets son pequefas piezas que se soldan a la banda de anclaje o se
adhieren al esmalte, alojan el arco de alambre y transmites la fuerza al diente que
se quiere mover (Figura 2). El centro del bracket es el cuerpo y tiene seis caras. Las
caras, con base en su orientacion, se denominan: posterior, anterior, mesial, distal,
gingival y oclusal. El bracket es el elemento que determina el aparato de ortodoncia
y la técnica que se va a utilizar. Por lo tanto, su eleccién se condiciona a las
preferencias personales del paciente (1).

Figura 2. Brackets cementados. Fotografia intraoral lateral donde se muestran una serie de
brackets cementados sobre el esmalte de dientes anteriores. Fuente directa.



1.1.1.3 Tubo molar

El tubo molar es de las mismas dimensiones interiores de un bracket, pero esta
cerrado por los cuatro lados y se suelda a la banda correspondiente (Figura 3). En
el ultimo diente de cada arcada incluido en el aparato de ortodoncia, generalmente
el primer o segundo molar, no se utiliza un bracket, sino un tubo molar. (1).

Figura 3. Tubo molar. Fotografia de un tubo molar. Fuente directa.

1.1.1.4 Ligaduray liga elastomérica

La ligadura es el elemento que sirve para mantener el arco unido al bracket.
Generalmente se utiliza alambre destemplado de acero inoxidable de 0.10” (0.25
mm) que, por medio de multiples modos de ligar, cumple muy bien su funcion de
ligar cada diente al arco, varios dientes entre si, etc. Actualmente, en lugar de
ligadura, se utilizan ligas elastoméricas (Figura 4). Estas ligas tienen la ventaja de
que facilmente se convierten en elementos activos si se estrian. Son muy utilies, sin
embargo, se degradan facilmente en la cavidad oral y tienen un mayor coeficiente
de friccion (1).

Figura 4. Ligas elastoméricas. Fotografia intraoral donde se muestran dientes con ligaduras
elastoméricas de color rosa, colocados sobre los brackets. Fuente directa



1.1.2 Elementos activos

Los elementos activos generan la fuerza encargada de mover los dientes. Esta
fuerza se trasmite a través de los elementos pasivos. Los elementos activos por
excelencia son los arcos de alambre, las asas incorporadas a ellos, las ligaduras
elasticas o elastoméricas, los elasticos intermaxilares, los muelles y los resortes (1).

1.1.2.1 Arcos de alambre

Los arcos de alambre son pequeinas barras o hilos metalicos, utilizados en aparatos
de ortodoncia, tanto fija como removible (Figura 5). Por sus caracteristicas fisicas y
mecanicas, los alambres son los elementos mas adecuados para producir el tipo de
fuerza que se requiere en el tratamiento de ortodoncia. Los alambres se pueden
clasificar de muchas maneras. Por ejemplo, por seccion, dimensiones y aleacion

(1).

Figura 5. Arco de alambre. Fotografia intraoral donde se observa el alambre de ortodoncia
metalico. Fuente directa.

1.1.3 Elementos accesorios

Los elementos accesorios son independientes de los otros elementos. Si el
tratamiento de ortodoncia requiere, en un determinado momento de este tipo de
elementos, se afiaden al aparato de ortodoncia. Los elementos accesorios pueden
ser elementos activos o pasivos. Ente ellos estan son los botones, los ganchos
linguales y los resortes (Figura 6) (1).



Figura 6. Resorte. Fotografia intraoral donde observa un resorte colocado en la cara palatina de un
molar y un premolar. Fuente directa.

1.1 Brackets de autoligado y brackets de ligado elastomérico

Para conectar el arco de alambre al bracket se pueden usar tres métodos. El primero
es unir la ligadura con los arcos de alambre de acero inoxidable, el segundo es unir
los arcos de alambre al bracket con las ligaduras elastoméricas y el tercero es unor
el arco del alambre al bracket con los soportes auto-ligantes. Los dos primeros
metodos se denominan de ligado convencional y el tercer método se denomina de
autoligado. Todos estos métodos tienen ventajas y desventajas. (2).

En los brackets de ligado convencional, es decir el ligado elastomérico, las ligas se
utilizan como anclaje entre el bracket y el alambre, estos aditamentos utilizan ligas
de elastbmero como medio para conectar el alambre de acero inoxidable al bracket
y produzcan la funcién de desplazar al diente (Figura 7). Las ligaduras elastoméricas
actuales estan fabricadas con polimeros amorfos de alto peso molecular que tienen
propiedades fisicas como la fluencia de la visco-elasticidad y la relajacién por estrés.
Se ha estudiado el suministro y degradacién de fuerza de estos elastomeros, asi
como la colonizacion microbiana que se presenta una vez colocados sobre los
brackets (3-5)
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Figura 7. Brackets de ligado elastomérico. Fotografia intraoral donde se observa un bracket de
ligado convencional, acompafiada de una liga de elastémero color gris. Fuente directa.

Los brackets de autoligado son aditamentos que por si solos son capaces de sujetar
el arco de alambre dentro de la cavidad oral. Surgieron en la década de 1930 pero
no fue hasta los ultimos 20 afos que han tenido su gran auge (Figura 8). Los
brackets de autoligado se pueden dividir en tres categorias de acuerdo con su
mecanismo de cierre: activas, pasivas e interactivas. Los pacientes con este tipo de
brackets retienen menos biopelicula dental que los pacientes con brackets de ligado
convencional (3-6).

Figura 8. Brackets de autoligado. Fotografia intraoral donde se muestran brackets de autoligado.
En estos brackets no se presentan ligas de elastdmero. Fuente directa.

Un aparato fijo va unido a los dientes de una manera diferente a la de un aparato
removible. Un aparato fijo permite tratar una maloclusién mas rapidamente que un
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aparato removible. La mayor desventaja de un aparato fijo con multiples brackets
por ejemplo, es la dificultad que algunos pacientes experimentan para mantener la
higiene oral. Por lo tanto, la higiene oral tiende a ser pobre y aunado a esto, si el
paciente prefiere dietas cariogénicas, desarrolla lesiones de manchas blancas en el
esmalte durante el tratamiento de ortodoncia. La acumulacion de biopelicula dental
puede ser un problema en pacientes con aparatologia de ortodoncia.



Capitulo 2
Microbiota oral y biopelicula dental

2 Generalidades

El descubrimiento de la existencia de bacterias en la biopelicula dental es uno de
los trabajos pioneros en el campo de la microbiologia tradicional realizado por
Antonie van Leeuwenhoek. Este descubrimiento fue seguido del aislamiento de la
primera bacteria Streptococcus mutans de una cavidad oral sana, por Clarke,
durante 1924 (7). Desde entonces, se han aislado una gran cantidad de
microorganismos y se han caracterizado ampliamente en varios habitats de la
cavidad oral.

En un cuerpo humano sano existen aproximadamente 3.8 x 10'3 microorganismos,
que colectivamente se conocen como microbioma humano (8).
Sorprendentemente, los microorganismos contribuyen con mas de doscientos
gramos del peso corporal total de un cuerpo humano promedio de 70 kg. Esto
representa un orden similar al del numero de células humanas totales en un
individuo (9)

La cavidad oral humana contiene mas de 600 especies bacterianas, conocidas
colectivamente como microbiota oral o mas recientemente microbioma oral (10). El
término microbioma fue acufado por Joshua Lederberg para referirse a la
comunidad ecoldgica de microorganismos comensales, simbidticos y patégenos
que ocupan nuestro espacio corporal (11). La cavidad oral contiene diferentes
microambientes (mucosa yugal, paladar, lengua, dientes, encia y saliva) cada uno
con su propia microbiota. Por lo tanto, la composicion de la microbiota oral varia en
las distintas superficies (por ejemplo, dientes 0 mucosa), y en lugares sobre una
superficie especifica (por ejemplo, fisuras o surco gingival), lo que demuestra que
las pequenas diferencias en el habitat pueden afectar a la capacidad de especies
individuales para colonizar y dominar. La cavidad oral humana es un habitat de
microbios en constante transformacion, existen cambios fisiolégicos que permiten
esta variacion en los organismos comensales orales a lo largo de la vida (12).

Durante el nacimiento natural de un individuo, que involucra su contacto con el canal
vaginal y poco después, comienza la colonizacién bacteriana de la superficie del
epitelio oral, previamente libre de gérmenes. En cada etapa de desarrollo postnatal,
los cambios fisiologicos drasticos, como la erupcion de los dientes primarios y el
reemplazo de la denticion primaria con denticion permanente, alteran en gran
medida los habitats microbianos, lo que puede llevar a cambios ecoldgicos de la
microbiota oral (12).



2.1 Microbiota en mucosa oral

La microbiota de la mucosa oral esta constituida casi exclusivamente por cocos
Gram positivos anaerobios facultativos y en especial, por Streptococcus viridans.
Los labios, al representar una zona de transicidon de piel a mucosas, estaran
colonizados por una microbiota cutanea como Staphylococcus epidermidis y por
especies de los géneros Kocuria y Micrococcus ademas de la presencia de
Streptococcus viridans, procedente de la saliva y el dorso de la lengua. En la
mucosa yugal predomina también Streptococcus viridans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguis y Streptococcus salivarius. En el paladar duro existe una
microbiota estreptocdcica similar a la de la mucosa yugal (Figura 9) (10, 13)

En el paladar blando aparecen bacterias propias de las vias respiratorias altas como
especies de Haemophilus, Corynebacterium, Neisseria, Streptococcus pyogenes y
Streptococcus viridans. La microbiota de la encia esta intimamente relacionada con
la de la biopelicula dental coronal lisa en la unién dentogingival y con la de
localizacion subgingival. En la mucosa oral predominan las familias, Firmicutes
(sobre todo los géneros Streptococcus y Veillonellas), proteobacterias (en su
mayoria de Neisseria), bacteroides (Prevotella) y Actinobacteria (Micrococcineae).
Una correcta higiene oral de las superficies de las mucosas previene la colonizacién
por Treponema denticola y Fusobacterium nucleatum (13).

2.2 Microbiota en saliva

La microbiota salival esta compuesta por bacterias que son especificas para cada
persona exhibiendo estabilidad a largo plazo. Sin embargo, cambios estructurales
en la cavidad oral, como la pérdida dental, la gingivitis, la alveolitis y la periodontitis
pueden producir cambios ecoldgicos que afecten la microbiota de la saliva. La
cavidad oral esta expuesta al entorno externo, por lo tanto, la microbiota también
puede estar influenciada por factores externos como el fumar (14).

La diversidad de bacterias en la cavidad oral condiciones de salud fue analizada
usando el gen del rRNA 16S. Las secuencias encontradas correspondientes a
bacterias como Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Granulicatella
adiacens, Neisseria flavescens, Rothia mucilaginosa y Prevotella melaninogenica,
en personas sanas; Fusobacterium nucleatum en la biopelicula dental; periodonto-
patdgenos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella
intermedia, Treponema denticola y Filifactoralocis; asi como patdgenos
cariogénicos como el Streptococcus mutans (Figura 9) (14).



2.3 Microbiota en superficies dentales

A diferencia de las superficies de desprendimiento del epitelio oral, las superficies
de los dientes son las unicas superficies que no se descaman en la cavidad oral.
Las superficies dentarias facilitan un lugar de anclaje estable para el desarrollo de
biopelicula a largo plazo. Como un sustrato para la formacién de biopelicula, las
superficies de los dientes son mas complejas, el esmalte de los dientes en la
cavidad oral se recubre con una pelicula salival (pelicula adquirida), mientras que
las raices pueden estar recubiertas con proteinas salivales La pelicula salival es rica
en proteinas y permitira la adhesion inicial de los microorganismos colonizadores
(14).

Géneros como Campylobacter, Granulicatella, Kingella, Leptrotrichia y
Streptococcos (especialmente, Streptococcus sanguinis) se han asociado con
dientes libres de caries en preescolares y escolares (Figura 9) (15). Sin embargo,
las comparaciones con otros estudios, es compleja por el hecho de que se los
estudios nos son comparables pues la poblaciéon perteneces a condiciones
socioecondémicas diferentes y de diferentes edades. Héller y colaboradores
caracterizaron los cambios temporales y la diversidad de los microorganismos
cultivables y no cultivables en la formacion inicial de la biopelicula dental en sujetos
sanos (16). Esto condujo a la identificacién de al menos 92 especies, siendo los
Streptococcus los mas abundantes en todos los puntos de tiempo en todos los
sujetos. También se detecto alta frecuencia de Haemophilus parainfluenza, Gemella
haemolysans, Slackia exigua, y las especies Rothia (16).

2.4 Microbiota en surco gingival

En los surcos gingivales sanos (menos de 4 mm de profundidad), predominan
Proteobacterias, en particular el gammaproteobacteriae de género Acinetobacter,
Haemophilus y Moraxella. Dentro del filo Firmicutes, la clase bacilos que comprende
el género Streptococcus, Granulicatella y Gemella son asociados a estados de
salud. Estos géneros se pueden considerar simbiontes, que también regresan a las
bolsas periodontales en alta proporcién después de los tratamientos periodontales
(Figura 9) (10).

2.5 Microbiota en lengua

La biopelicula que se forma en la superficie de la lengua es una estructura dinamica
compuesta por bacterias, células epiteliales de la mucosa oral, los leucocitos de las
bolsas periodontales, metabolitos de la sangre y diferentes nutrientes (17). Por sus
criptas y papilas, la lengua ofrece amplias posibilidades para la colonizacién
bacteriana. Aproximadamente el 45 % son cocos Gram positivos anaerobios
facultativos, destacando sobre los demas Streptococcus salivarius, seguido de
Streptococcus mitis, los cocos Gram negativos anaerobios estrictos
(aproximadamente el 16 % de diversas especies de Veillonella) y bacilos
grampositivos anaerobios facultativos (en torno al 12 %, fundamentalmente
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Actinomyces spp.), en menor proporcion pueden detectarse diversas especies
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Neisseria, Fusobacterium vy
Haemophilus (17).

2.6  Microbiota en materiales artificiales

La composicion de la biopelicula dental en las personas con protesis no es
constante y depende del sitio de donde se tome la muestra. (18) La biopelicula
dental es mas diversa en dientes que en la dentadura y la mucosa. Por eso, la
presencia de dientes naturales tiene un impacto significativo en la composicion
microbiana, en general, de la cavidad oral. La biopelicula dental de la dentadura
tiene Prevotella y Veionella, especies que se encuentran en los pacientes con
estomatitis protésica. La enfermedad relacionada con la dentadura casi siempre se
atribuye a la infeccion con Candida albicans. Sin embargo, dada la amplia gama de
especies bacterianas identificadas en las dentaduras y la mucosa circundante, es
poco probable que una infeccidon puede atribuirse unicamente a Candida spp. (18).

Los implantes pueden albergar poblaciones microbianas que incluyen algunos
microorganismos asociados a periodontitis debido a la influencia de la estructura de
la superficie de los implantes (19). Ademas, los microorganismos presentes en la
biopelicula dental subgingival de pacientes con periodontitis también pueden
sobrevivir en la zona de implantes (20). En respuesta a los implantes aumentan la
cantidad de Streptococcus salivarius y Streptococcus sanguis, lo que sugiere que
los implantes promueven la proliferacién de varias especies de Streptococcus
realizan con diferentes funciones en la cavidad oral. Las enfermedades alrededor
del implante pueden ser de etiologia polimicrobiana, causado por un cambio en la
comunidad microbiana, en lugar de un solo patégeno (19).
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Figura 9. Esquema de la distribucidn de las principales especies de bacterias presentes en la
cavidad oral sana de un adulto. Fuente directa.

2.7 Microbiota oral disbidtica

Los habitos alimentarios saludables y la buena higiene mantienen constante el
equilibrio oral. Los microorganismos comensales, principalmente las bacterias,
mantienen el equilibrio para mantener un ecosistema oral saludable y cada
individuo sano alberga una microbiota personalizada. (20).

Diversos factores como los habitos alimentarios no saludables, el consumo de
tabaco y alcohol, el estrés, el desequilibrio hormonal, la pubertad, la higiene oral
deficiente, la diabetes y la inflamacion gingival perturban a la comunidad
bacteriana comensal y alteran el ecosistema oral (7).

La evolucion de un periodonto sano a uno con periodontitis se asocia a un cambio
en la microbiota oral de bacterias simbioticas a microorganismos anaerobicos
disbiéticos, que se han adaptado para prosperar en un entorno inflamatorio. Las
bacterias, como Porphyromonas gingivalis, inducen cambios en la microbiota
normal del liquido crevicular gingival, lo que lleva a un aumento de la deposicién de
biopelicula dental en el surco gingival y una inflamacién moderada (17).

En casos severos, se establece un estado inflamatorio crénico que resulta en la
formacion de bolsas periodontales con destruccion extensa de tejido periodontal

12



que incluye la pérdida 6sea (17). Se cree que una alteracion del equilibrio, disbiosis,
de la microbiota oral de las bacterias es el desencadenante inicial de la periodontitis
(21). La acumulacién de bacterias conduce a un aumento en el infiltrado
inflamatorio, compuesto principalmente por neutréfilos, hacia los tejidos orales. Ahi,
los neutrdfilos forman una barrera que evita que las bacterias invadan los tejidos
periodontales mas profundos (17).

2.8 Microbiota oral en pacientes con ortodoncia

La preservacion de la integridad de los tejidos periodontales es una de las
principales preocupaciones de los especialistas en ortodoncia, que ha llevado a la
definicion de protocolos de higiene especificos para pacientes de ortodoncia.

Algunos autores han observado que los aparatos fijos pueden obstaculizar una
higiene oral efectiva. Ademas, debido a la dificultad de mantener la higiene oral, la
microbiota subgingival también puede verse afectada por los aparatos de ortodoncia
ya que los accesorios que se utilizan favorecen la retenciéon de la biopelicula dental.

Se han realizado estudios microbiolégicos para determinar la estirpe bacteriana que
normalmente se presenta en los aparatos de ortodoncia fija (22). Kim y
colaboradores coincidieron que algunas bacterias patdégenas como P. gingivalis, P.
intermedia y T. forsythia disminuyeron drasticamente inmediatamente después de
la eliminacion de brackets de ligado convencional. Sin embargo, A.
actinomycetemcomitans se mantuvo sin cambios (Figura 10) (23).

Otros microorganismos como T. forsythia, C. rectus y P. nigrescens tienden a
aumentar su poblacién en la regidn subgingival después de la colocacién de
aparatos de ortodoncia. Otro hallazgo interesante es que C rectus y P nigrescens
parecen colonizar inmediatamente después de la colocacion de los aparatos de
ortodoncia, mientras que T forsythia requiere mas tiempo para colonizar. Esto
supone que T forsythia puede establecerse mas efectivamente en sitios colonizados
por C. rectus y P. nigrescens, que pueden proporcionar los requisitos nutricionales
y/o sitios de union para T forsythia al alterar el entorno fisicoquimico para la
interaccion microbiana (Figura 10) (24).
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Porphiromona
gingivalis,
Prevotella
intermediay
Tanerella
forsythia

Figura 10. Esquema que muestra las principales especies de bacterias presentes en la cavidad oral
sana de un adulto, con aparatologia ortoddncica. Fuente directa.

2.9 Determinantes ecologicos orales y su relacion con
aparatologia ortodéncica

En el ambito odontoldgico, la sustitucién del tejido dentario por un material
restaurador o la colocacion de aparatologia ortodoncica en la cavidad oral,
establece las condiciones para que estas superficies al estar sumergidas en un
fluido, sean colonizadas por microorganismos. La superficie del material y su
composicion pueden influir en la capacidad de adhesién de los microorganismos y
en la formacion mas o menos rapida de la biopelicula dental bacteriana (25).

La adhesién bacteriana depende de factores inespecificos de indole fisico-
quimicos, eléctricos, etc. y factores especificos, de caracter adhesina- receptor,
fimbrias, etc. (25).

Los determinantes ecoldgicos orales, son los factores que regulan la composicion
cualitativa y cuantitativa, el desarrollo y la distribuciéon de la microbiota normal que
se localiza en los diferentes ecosistemas de la cavidad oral. Los factores
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fisicoquimicos constituyen las condiciones de temperatura, humedad, pH, y
potencial de éxido-reduccion de los ecosistemas de la cavidad oral (25).

La temperatura de la cavidad oral es ligeramente mas baja que la temperatura
normal del cuerpo, entre 35y 36 °C, y el pH de la cavidad oral esta regulado por la
saliva y oscila entre 6,5 y 7,5. Sin embargo, este factor también esta sujeto a
variaciones, ya sea por la ingestion de alimentos, por el metabolismo microbiano
principalmente en los ecosistemas asociados a la biopelicula dental, donde el pH
después del consumo de azucares puede bajar por debajo de 5 por la produccion
de acidos. Sin embargo se ha estudiado que el nivel de pH salival en pacientes con
aparatos ortodoncicos fijos, no es significativamente distinto al pH salival de
pacientes sin aparatologia ortopédica (26).

Entre los mecanismos que permiten la supervivencia microbiana en la cavidad oral
se encuentran la adhesion, la agregacion y la coagregacion. El transporte de la
bacteria se produce por tres mecanismos: difusion; dinamica del fluido y por
actividad propia de la bacteria. No existe ninguna interaccién entre la superficie
sélida y el microorganismo hasta una distancia de 50 nm donde interactuan las
fuerzas de Van der Walls, que son debidas a un efecto dipolo entre atomos o
moléculas. A medida que se va acercando a la superficie y a una distancia mas
corta que la interaccion por las Fuerzas de Van der Waals, aparece una fuerza de
repulsion debida a la carga negativa de la bacteria y del material que suelen ser del
mismo signo. A esta fuerza se le denomina "Z potencial", de la interaccion de estas
dos fuerzas es de lo que depende el mayor o menor acercamiento del
microorganismo a la superficie del material (27).

Existen superficies como el acero inoxidable, el cromo y el cobalto (aleacién
metdlica con la que se fabrican los brackets metalicos) con una alta energia
superficial, y otras como las resinas con mas baja energia superficial, lo que podria
modificar la adhesion bacteriana. De forma general, mientras las bacterias tengan
mayor energia superficial existira mayor adhesion, dado que la saliva tiene baja
energia superficial. También, las bacterias con mayor energia superficial tendran
mayor afinidad por substratos con mayor energia superficial y viceversa. Asi, la baja
energia superficial de los biomateriales reduce la adhesién y retarda por tanto la
maduracion de la biopelicula dental (27).

En las uniones tipo proteina-proteina, intervienen principalmente proteinas de la
pelicula adquirida ricas en prolina, que se une a proteinas microbianas como las
que forma parte de las fimbrias. Ademas de participar en la adhesién estas uniones
son importantes en los fendmenos de coagregacidn en bacterias periodontales (25).

En la unién fisica por retencion, muchos microorganismos quedan retenidos en la
cavidad oral en fosas, en fisuras, en areas interproximales de los dientes, alrededor
de protesis, en el surco gingival, en bolsas periodontales, en lesiones producidas
por la caries o en aparatologia ortoddncica fija (3, 5, 7).
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2.10 Biopelicula dental

Las biopeliculas son estructuras heterogéneas que contienen microcolonias de
bacterias encapsuladas en una matriz de sustancia polimérica extracelular. La
unidad estructural basica de las biopeliculas son las microcolonias (9, 28).

La formacién de las biopeliculas son procesos altamente organizados. La adhesién
a una superficie es el primer paso esencial para el desarrollo de una biopelicula. La
primera fase es la de la adhesion de los microorganismos en estado plancténico a
la superficie. Esta fase es reversible y esta controlada por diversas variables
fisicoquimicas que determinan la interaccion entre la superficie de las bacterias y la
superficie acondicionada. La segunda fase comienza una vez que las bacterias
estan firmemente adheridas a la superficie y empiezan a producir matriz
extracelular. Esta matriz dara la arquitectura heterogénea y particular de la
biopelicula. La tercera fase comprende la maduracién de la biopelicula y el
establecimiento de la morfologia particular de las microcolonias. La cuarta fase y
ultima se identifica cuando las bacterias presentes en una microcolonia madura se
desprenden para colonizar nuevas areas (Figura 11) (9).

Esquema de la formacion de biopeliculas sobre una
superficie

Adhesion de las Fijacion y Maduracion Y | Desprendimiento
bacterias en formacion de la establecimiento de | de bacterias aisladas
estado matriz extracelular. la morfologia | o conglomerados
planctonico. estructural. para colonizar

nuevas superficies

Figura 11 Esquema que muestra las cuatro fases de la formacion de una biopelicula en una
superficie adhesién, fijacion, maduracion y desprendimiento. Fuente directa.
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2.11 Relacion de la ortodoncia con la biopelicula dental

Actualmente, el tratamiento para corregir maloclusiones se puede realizar mediante
la colocacion de aditamentos que se utilizan en Ortodoncia y Ortopedia craneofacial.
La composicion, forma y ubicacion dentro de la cavidad oral de dichos componentes
pueden ser perjudiciales para el ecosistema oral. Esto es en parte, debido a que se
dificulta la higiene de los aditamentos y se favorece la retencidon de agentes
potencialmente nocivos para los dientes y el periodonto, tales como la biopelicula
dental. Existen ciertos dispositivos que van unidos al esmalte dental por medio de
cementos, como los brackets, los tubos molares, los botones linguales y aquellos
gue se colocan de manera fisica sobre estos dispositivos, como los alambres, los
resortes o las ligas, que por simple presencia pueden retener biopelicula dental (1).

El tratamiento de ortodoncia con aparatos fijos y removibles se ha asociado con un
aumento en la acumulaciéon de biopelicula dental y la descalcificacion del esmalte.
Esto se debe principalmente a que los brackets dificultan la buena higiene oral
porque crean nuevas areas de retencion de biopelicula (Figura 12). La colonizacion
bacteriana se debe a incrementos en la cantidad de Streptococcus mutans y
lactobacilli (28, 29).

En general, se ha afirmado que los dispositivos de ortodoncia reducen la eficacia
del cepillado dental y la autoclisis. Por ende, cambian la composicién de la
microbiota oral y aumentan la cantidad de biopelicula dental facilitando la
colonizacion de las superficies orales por bacterias cariogénicas y periodontales.

Los brackets por simple presencia podrian alterar la anatomia coronal del diente, lo
que provocaria un aumento en el numero de superficies retentivas y dificultaria el
control de la formacion y adhesion de la biopelicula dental (9).

Esto significa que cuando las condiciones biolégicas son buenas para que la
proliferaciéon bacteriana aumente, el ecosistema oral sufre cambios y los sistemas
de defensa activan una serie de eventos celulares y moleculares para frenar el
avance de una enfermedad, como una respuesta bioldgica a la disbiosis. (21).

Figura 12. Fotografias intraorales de paciente femenino de 25 afios de edad. La paciente tomé una
pastilla reveladora de biopelicula y ésta se tifié de rosa. La tincién se puede apreciar en los dientes
y alrededor de los brackets de ligado convencional. Fuente directa.
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Capitulo 3
Cavidad oral y neutrofilos

3 Generalidades

Durante mucho tiempo se ha apreciado que existe una comunicacion continua entre
el sistema inmunoldgico y la microbiota. El sistema inmunolégico puede intervenir
en la composicion de la microbiota, viceversa, la microbiota puede influir en el
desarrollo y la funcién del sistema inmunoldgico. En esta interaccion participan tanto
el sistema inmunoldgico innato como el adaptativo en relacion con la homeostasis
y la coexistencia huésped-microorganismo (30). Los tejidos orales estan
constantemente expuestos a sufrir dano, debido a la presencia de microorganismos
y al esfuerzo mecanico para comer. En los tejidos orales sanos existe un equilibrio
entre el microbiota comensal y el sistema inmunolégico (21). Aunque la cavidad oral
esta fuertemente colonizada por microorganismos, las infecciones se manifiestan
muy rara vez, y estas no ocurren mientras se mantenga un equilibrio activo entre la
microbiota oral y las respuesta inmunolégica del huésped (31).

Para mantener el equilibrio entre el huésped y los microorganismos se inicia una
respuesta inflamatoria aguda como respuesta fisiolégica. Esto se caracteriza por el
reclutamiento de células inmunes innatas, como los neutréfilos, dentro de los tejidos
del hospedador en un sitio expuesto (31).

3.1 Neutroéfilos

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) son los leucocitos mas abundantes en
sangre, representan del 50 al 70 % del total de células del torrente sanguineo. Los
neutrofilos son considerados la primera linea de defensa contra una infeccion y son
uno de los principales tipos de células involucrados en el inicio de la inflamacion
aguda (31-33). Los neutrdfilos tienen un tamafio de aproximadamente 10 a 12 um,
son células fagociticas que no se tifien con colorantes acidos ni basicos.
Morfolégicamente, se caracterizan por presentar un nucleo con cromatina compacta
y segmentada de 2 a 5 I6bulos (31).

Los neutréfilos son producidos en la médula 6sea a partir de células troncales
mieloides, por medio del proceso denominado “granulopoyesis”. Los neutréfilos se
concentran en dos reservorios de tamafno similar: el circulante y el marginal.
Después de 6 a 7 horas en circulacion, una fraccion de los neutroéfilos abandona el
lecho vascular y accede a los tejidos periféricos en respuesta a la produccién de
estimulos quimiotacticos (33). El reclutamiento en los sitios de inflamacién se realiza
por medio de una serie de eventos celulares y moleculares denominada cascada de
adhesion leucocitaria. Este proceso inicia con la activacion de las células
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endoteliales que expresan receptores de selectinas tipo E y P. Los neutrdfilos
reconocen estas selectinas y comienzan a rodar sobre el endotelio. Posteriormente,
las quimiocinas inducen la expresion de integrinas hasta llegar a detenerse sobre el
endotelio. Por ultimo, los neutréfilos, transmigran al sitio de inflamacién mediante
diapédesis. Los neutréfilos que se reclutan en los sitios de inflamacién siguen
gradientes quimiotacticos como componentes del sistema de complemento (C5a) y
componentes bacterianos. Después de la transmigracion hacia el sitio de infeccion,
los neutréfilos destruyen a los microorganismos por fagocitosis, degranulacion o
formaciéon de trampas extracelulares de neutrdfilos. Posteriormente, sufren
apoptosis y son fagocitados por macrofagos (21).

3.1.1 Funciones

Los neutrofilos poseen cuatro funciones para combatir las infecciones: formacion de
trampas extracelulares de neutrofilos (NETs, por sus siglas en inglés),
degranulacién, fagocitosis y estallido respiratorio con produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), que dan como resultado la
eliminacién de agentes patogenos. (Figura 13) (33, 34).

NETosis Fagocitosis Degranulacién Estallido respiratorio
Producciény Proceso de Liberacién Aumento subito del
liberacién de engullido de extracelular de consumo de oxigeno
Cromatina y particulas grandes, granulos molecular para producir

enzimas al espacio dentro de vacuolas citotodxicos. especies reactivas de
extracelular. oxigeno.

Figura 13. Esquema de las funciones de los neutrdfilos. Fuente directa.

3.1.1.1 Produccion de trampas extracelulares de
neutrofilos (NET)

La NETosis es una forma especifica de muerte celular realizada por los neutrofilos
gue se caracteriza por la liberacion de NET. Las NET se forman en respuesta a una
variedad de estimulos proinflamatorios, y sirven para atrapar y matar
microorganismos. (35, 36). Las NET estan formadas por filamentos de cromatina
(DNA e histonas) que se combina con proteinas de los granulos primarios,
secundarios y terciarios de neutrofilos (37).
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Hoy en dia, se conocen tres tipos de NETosis. La NETosis suicida es el tipo bien
caracterizado y mas observado. Este proceso depende del oxidante e incluye la
ruptura de la membrana celular y el desarrollo de la lisis celular, o que indica la
muerte de neutrdfilos. En contraste, en NETosis vital, los neutréfilos liberan DNA sin
una pérdida de membrana nuclear y de plasma. Eso significa que después de la
NETosis, los neutrofilos permanecen vivos y son capaces de fagocitar. La NETosis
vital se divide en los dos grupos dependiendo de la formacién de oxidante y el origen
del DNA en las NET (38).

La captura de los patdgenos es importante para la limitacién de su extensién desde
el sitio inicial de la infeccidon. EI mecanismo clave, mediante el cual las bacterias
quedan atrapadas por las NET, son las interacciones electrostaticas entre la
membrana bacteriana cargada positivamente y el ADN cargado negativamente de
las fibrillas de cromatina (35). Sin embargo, algunos tipos de bacterias que tienen
una capsula en su superficie o que pueden cambiar su carga de superficie, estan
protegidas contra la captura (39).

3.1.1.2 Degranulacién

Los neutrofilos almacenan proteasas y péptidos antimicrobianos en granulos que se
fusionan con el fagosoma durante la captacion de patégenos. La fusién de granulos
con la membrana plasmatica, causando la liberacién extracelular de contenidos,
también ocurre durante la activacién de los neutrofilos. En general, la liberacion
extracelular de vesiculas secretoras y vesiculas terciarias ocurre con una activacion
moderada, mientras que la liberacion de granulos secundarios y primarios se
produce principalmente a través de fugas inadvertidas del fagosoma, mas
comunmente durante la fagocitosis frustrada. La fusion de las vesiculas secretoras
con la membrana plasmatica da como resultado la presentacion de receptores
quimiotacticos y de adhesion que promueven el reclutamiento de neutréfilos. La
movilizacion de granulos terciarios y secundarios durante la transmigracion puede
facilitar la degradacién del colageno en la membrana basal y, por lo tanto, la
eliminacion de una barrera fisica para el egreso de los neutréfilos (33).

3.1.1.3 Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso de engullido de particulas grandes (>0.5 ym de
diametro). El reconocimiento del microbio opsonizado depende de la participacion
de los receptores opsoénicos, como los FcyR y los receptores de lectina de tipo C,
que encierran el patdégeno dentro de una vacuola definida denominada fagosoma.
Los fagocitos también tienen receptores de afinidad alta para ciertas opsoninas,
como las moléculas de anticuerpo, las proteinas del complemento y las lectinas
plasmaticas; estos receptores son fundamentales para la fagocitosis de muchos
microbios diferentes que estan cubiertos con anticuerpos.(33)
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El fagosoma se fusiona con los lisosomas, donde se destruyen las particulas
ingeridas en una vesicula llamada fagolisosoma. El fagolisosoma aisla del resto de
la célula los mecanismos de lisis, que podrian dafar al fagocito. Los neutrdfilos
expresan receptores que reconocen de forma especifica microbios, y la unién de los
microbios a estos receptores es el primer paso en la fagocitosis (40)

La fagocitosis de neutréfilos es muy rapida. La captacién de particulas opsonizadas
con IgG se produce en menos de 20 s. Dicha captacion es seguida por la fusion de
la vacuola fagocitica con granulos preformados dentro de la célula para formar el
fagosoma, en un proceso denominado maduracion fagosémica. Estos granulos
contienen enzimas hidroliticas y subunidades de la NADPH oxidasa que inician los
mecanismos de destruccion. La fagocitosis en los neutrdfilos difiere de la de otros
fagocitos profesionales, como los macréfagos, en que, tanto la captacion de
particulas, como la maduracion del fagosoma, son mucho mas lentas. Ademas, el
fagosoma de neutréfilos completamente maduro tiene un pH neutro, mientras que
en los macrofagos el fagosoma es altamente acido. Esta diferencia puede reflejar
los efectos del estallido respiratorio, que es masivo en los neutréfilos y no asi, en
los macrofagos (33, 41, 42).

3.1.1.4 Estallido respiratorio de los neutrofilos

Es un proceso que algunas células son capaces de realizar para liberar especies
reactivas de oxigeno, por medio de la reduccion univalente del oxigeno molecular,
lo que produce un aumento subito del consumo de oxigeno.

Los neutrofilos adquieren la capacidad de producir especies reactivas de oxigeno
cuando experimentan activacion. Este fendmeno se caracteriza por el aumento en
el consumo subito de oxigeno, no asociado al transporte electronico mitocondrial.
Este fendmeto es catalizado por el sistema NADPH oxidasa, enzima responsable
de la oxidacién del NADPH con la simultanea produccién de anién superéxido. Este
radical es utilizado por las células profesionales para destruir bacterias (41).

3.1.14.1 Componentes de la enzima NADPH
oxidasa

La NADPH oxidasa es una enzima transmembranal que se encuentra en la
membrana plasmatica de los neutréfilos y en la membrana de los granulos
especificos, esta formada por la glucoproteina gp91°P"x y los polipéptidos p22rhox,
p67Phox p47rhox vy p4QrPhox todos ellos codificados por el gen “phox” (phagocyte
oxidase) en el cromosoma X. El flavocitocromo b558 es el componente redox de la
NADPH oxidasa, un sistema de transferencia electronica que general anion
superéxido. Es un heterodimero que se localiza en la membrana de los granulos
especificos (90%) y la membrana plasmatica (10%) cuando el neutréfilo esta en
reposo. Después de la activacion, el flavocitocromo b558 migra desde la membrana
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de los granulos especificos hacia la membrana plasmatica de los fagosomas. Esta
formada por 2 subunidades diferentes: una glucoproteina de 91 kDa y otra proteina
no glucosilada de 22 kDa. Los tres complejos protéicos restantes se encuentran
libres en el citosol del neutrofilo (p67PM°%, p47Phox y p40P°x) (Figura 14) (43).

Componentes de la NADPH oxidasa

Citocromo b558

Membrana plasmatica

AAAANAAAAAAAN
QU PR

o X .ho.hox

Figura 14. Esquema de las subunidades de la enzima NADPH oxidasa. El citocromo b558 es una
flavohemoproteina transmembranal compuesta por una proteina de 22 kDa (p22P'*), y una
glucoproteina de 91 kDa (gp91P"°%). También existen tres complejos proteicos presentes en el citosol
del neutréfilo denominados p40Phex, p67°Pox y p47°Phox, Fyente directa.

3.1.1.4.2 Activacién de laenzima NADPH oxidasa
Durante la activacion de la NADPH oxidasa diversas proteinas citosodlicas se
traslocan a la membrana plasmatica que rodea al fagosoma. Este proceso se
encuentra estrictamente regulado e implica fosforilaciones, traslocacion y multiples
cambios conformacionales (Figura 15 B) (44). La NADPH oxidasa es actualmente
la unica familia de enzimas que se sabe que produce especies reactivas de oxigeno
como unica funcién. La enzima NADPH oxidasa es inactiva en neutréfilos en reposo.
Consta de cinco componentes: p22 PhoX p67 Phox | p47 phox p4(Q phoxy gpQq pPhox En
el neutrdfilo en reposo, los componentes p40 Pox pG7 Phox | p47 Phox se presentan
como un complejo citosdlico. Los otros dos componentes, p22 Pox y gp91 Phox se
localizan en las membranas de las vesiculas secretoras y de los granulos
especificos, bajo la forma de una flavohemoproteina denominada b558 (Figura 15
A). Esta separacion fisica de los componentes de la NADPH oxidasa hace que sea
inactiva en el neutrdfilo en reposo. Al activarse el neutréfilo (Figura 15 B), los
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componentes citosolicos migran a la membrana, se asocian con el citocromo b558
y generan la forma activa de NADPH oxidasa (Figura 15) (44).

Al idasa inactiva Citocromo b558
AfAAAAAARAAAAAN NANARAAAARAARAN
UURERAY IS VU UV
B)

NADPH oxidasa activa
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Fig. 15 Esquema de los estados de reposo y activacion de la NADPH oxidasa. En el estado inactivo
de la enzima NADPH oxidasa A) el citocromo b558 se encuentra separado del complejo protéico

phox hox phox
p67 ,p40 ,pd47 que se ubican al interior de las vesiculas secretoras del neutréfilo, cuando
el neutrdfilo produce el estallido respiratorio B) el complejo proteico se une al citocromo b558
creando la forma activa de la enzima NADPH oxidasa. Fuente directa.

3.1.14.3 Mecanismo de accidén

El anion superoxido, puede reaccionar con una amplia variedad de sustratos
biolégicos. Sin embargo, no es relevante como agente oxidativo debido a su escaso
potencial antioxidante y a su alta tasa de dismutacién (43). La mayor parte del anién
superoxido dismuta rapidamente en una reaccién espontanea o catalizada por la
enzima superoxido dismutasa (SOD) a perdxido de hidrogeno, de acuerdo con la
siguiente reaccion:

202 +2H"—— > H202+ O2
El peréxido de hidrogeno (H202) es un oxidante muy estable que ejerce efectos
toxicos sobre diferentes componentes microbianos. Las células fagociticas

producen intermediarios reactivos de oxigeno (IRO) con mayor potencial oxidante,
entre ellos, los oxidantes halogenados, generados por la accion de la enzima
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mieloperoxidasa presente en altas concentraciones en los granulos azuréfilos de los
neutroéfilos. Esta enzima cataliza la oxidacién de haluros (cloruro, bromuro y yoduro)
por el H202y genera aniones hipohalitos de acuerdo con la siguiente reaccion:

H202 + X— H20 + OX, donde X=CIl,Broll
Debido a las altas concentraciones plasmaticas de aniones CI

El principal producto de la reaccion es el hipoclorito. Gracias a su alta capacidad
reactiva, el hipoclorito oxida una amplia variedad de moléculas, como aminas,
aminoacidos etc. Se estima que, a pH 7.3 (pH neutro), un millén de neutrdfilos
genera 2 x 10”7 moles de hipoclorito, cantidad suficiente para destruir 150 millones
de bacterias E. coli en milisegundos. El anion hipoclorito puede también reaccionar
con aminas primarias o secundarias en el propio neutréfilo y dar lugar a la formacién
de otras especies oxidantes de alta vida media, denominadas cloraminas, también
importantes para la accién microbicida de los neutrofilos (Figura 16) (43).

Neutroéfilo

N

Superoxido dismutasa

Granulos
azulofiricos

20, + NADPH

NADPH
oxidasa

20, + NADP* + H*

Mieloperoxidas

H202 +Cl- ———— Hzo + OHCI

Microorganismo

Figura 16. Esquema del estallido respiratorio del neutréfilo para eliminar a un microorganismo
fagocitado. En la reaccion A), dos moléculas de oxigeno presentes en la célula, son reducidas por
accion de la enzima NADPH oxidasa utilizando al NADPH como sustrato, dando como resultado dos
moléculas de anién superdxido (2027), una molécula de ion hidrégeno (H*) asi como el ion NADP*,
una vez presente el Oy en la célula, este dismuta por una reaccién espontanea a perdxido de
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hidrégeno (H20,), o por accién de la enzima superdxido dismutasa como se ejemplifica en el inciso
B), el H,0; es utilizado por la enzima mieloperoxidasa (presente en los granulos azulofiricos del
neutrdfilo), asi como el anién cloro (CI) utilizado como cofactor, para generar agua y acido
hipocloroso, este uUltimo con la capacidad de eliminar bacterias. Fuente directa.

En fagocitos quiescentes (en reposo), la NADPH oxidasa no es activa, pero
adquiere actividad catalitica cuando las células se estimulan con agentes
apropiados. El estimulo fisiologico de la NADPH oxidasa en fagocitos incluye la
fagocitosis de bacterias u otras particulas opsonizadas, complejos inmunes,
citoquinas tales como el factor de necrosis tumoral (TNF), la linfotoxina, el interferon,
péptidos quimiotacticos como el producto C5a de la rotura del complemento y los
péptidos N-formilados derivados de bacterias. Estimulos poderosos no fisiologicos
son el éster de forbol 12 miristato 13 acetato (PMA), activador de la proteina quinasa
C y el agente activador de las proteinas G (Tabla 1) (43).

Tabla 1. Principales estimulos fisioldgicos y no fisiolégicos de los neutrdfilos para la produccion de
ROS.

Estimulos fisiolégicos Estimulos no fisiol4gicos

Particulas opsonizadas Forbol 12 miristato 13 acetato (PMA)
Citosinas (TNF) Activador de la proteina quinasa C
Interferon Activador de la proteina G

Péptidos quimiotacticos (C5a)

Linfotoxinas

3.2 Especies reactivas de oxigeno.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son radicales
que contienen oxigeno que pueden tener una existencia independiente con uno o
mas electrones no apareados. Las ROS se forman a partir de la reduccién del
oxigeno molecular o por oxidacion del agua para producir productos como: el anion
superoxido (Oz27), el peroxido de hidrogeno (H20:2), el radical hidroxilo (OH") y el
oxigeno singulete ('02) (45).

Este grupo de moléculas tiene muchas funciones, incluida la actividad
antimicrobiana. Su produccion puede ser inhibida por los glucocorticoides y sus
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efectos reducidos por eliminadores especificos, como la superdoxido dismutasa
(SOD), el glutatién y el dimetilsulfoxido (43, 45).

En los organismos, las ROS se forman como un subproducto natural de numerosos

procesos enzimaticos y biolégicos endégenos. A un nivel adecuado, las ROS tienen
importantes funciones beneficiosas en la condicion fisioldgica, ya que inducen la de
células efimeras o defectuosas y la destruccién de microorganismos y células
cancerosas por macréfagos y linfocitos citotdxicos. Sin embargo, un exceso de ROS
puede causar danos al alterar adversamente los lipidos, las proteinas y el DNA, lo
que conducira a la pérdida de la actividad de la enzima y a la mutagénesis y la
carcinogénesis. Cuando el sistema antioxidante no desintoxica los productos
intermedios reactivos o repara el dafio resultante, se induce el estrés oxidativo
(Tabla 2) (45).

Tabla 2. Principales especies reactivas de oxigeno producidas por el estallido respiratorio de
neutrofilos.

ROS
O2~
H202
OH"

02

3.3 Medicion de las ROS en células

La medicion de la generacion de ROS se realiza con mayor frecuencia en células
intactas. Rutinariamente se utilizan tres metodologias distintas para ello: 1) medicién
de microbiopelicula dentales con lumindmetro, espectrofotometro o fluorémetro, 2)
evaluacion por citometria de flujo y 3) observacion directa por microscopia. El uso
de la citometria de flujo para el analisis es posible con varias sondas fluorescentes
y proporciona cierto grado de informacion cuantitativa sobre las ROS intracelulares
solamente (46).

Dependiendo de la distribucion de la sonda seleccionada, este método puede o no
proporcionar informacién especifica sobre la generacion endosomal de ROS, ya que
muchas de las sondas son permeables a la membrana y son libremente difusibles
en la célula (46).

3.4 Sondas fluorescentes
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Las sondas fluorescentes pueden ser sensores de las ROS muy sofisticados
basados en resolucién espacial y alta sensibilidad. Las propiedades de difusion y la
especificidad de cada sonda fluorescente varian significativamente (46).

Una propiedad comun de muchas de las sondas actualmente en uso es que son
estables (y no fluorescentes) en su forma reducida, pero estan sujetas a oxidacion
por una o mas de las ROS, lo que resulta en un cambio en el patron de enlace lo
que promueve la fluorescencia. Muchas sondas son sensibles al pH
(particularmente DCFH y OxyBURST), de modo que la fluorescencia disminuye con
la acidificacion del endosoma.

Los dos subgrupos mas comunmente empleados de sondas fluorescentes
(colorantes a base de fluoresceina y rodamina) no reaccionan directamente ni con
el anion superoxido ni con el peroxido de hidrégeno (47). Una mayor comprension
de las limitaciones de esta quimica redox ha llevado al desarrollo mas reciente de
nuevas tecnologias que incluyen sensores de moléculas pequenas y sondas redox
basadas en proteinas. Estas tecnologias emergentes permiten no solo una mayor
especificidad y localizacion de moléculas de sefializacion de las ROS especificas,
sino también un potencial mucho mayor para estudiar células vivas a medida que
reaccionan a estimulos especificos (47).

3.5 Dihidroetidio (DHE)

El dihidroetidio también llamado hidroetidina es permeable a las células y sirve como
sondas fluorescentes especifica para la deteccion del radical superdxido (Figura
19).

Hasta hace poco, la suposicién en el uso de esta sonda era que se generaba etidio
(E*) en la reaccion entre el dihiroetidio y el radical superdxido. El etidio,
posteriormente, se unia al DNA generando una fluorescencia de color rojo. Sin
embargo, se ha demostrado que el producto de reaccion fluorescente del DHE vy el
superoxido es 2-hidroxietidio (2-OH-E*; cuya excitacion es a los 520 nm y emision
a los 567nm).La concentracién de DHE varia de 2 a 5 yM (stock a 10mM) para
ensayos in vitro (46).

Figura 19. Estructura quimica del dihidroetidio. Fuente directa.
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Il Planteamiento del problema

El uso de aparatologia ortoddncica conlleva dificultad para mantener una higiene
oral adecuada por lo que muchos de los pacientes que estan en un tratamiento de
ortodoncia desarrollan gingivitis por la acumulacion de biopelicula dental. En la
actualidad existen tratamientos de ortodoncia con brackets de autoligado que
permiten una mejor higiene oral de los pacientes que por ende desarrolla una
inflamacion menor. La gingivitis es una inflamacion de la encia que puede
evolucionar a periodontitis y es regulada en gran medida por los neutréfilos de la
cavidad oral que llegan al surco gingival. Una de las funciones del sistema
inmunolégico en la cavidad oral es mantener el equilibrio de la cantidad de
microorganismos presentes. A la fecha, no se conoce el papel de los neutréfilos en
la cavidad oral de pacientes con diversos tipos de aparatologia de ortodoncia. En
esta tesis estudiamos una de las funciones de los neutréfilos para conocer los
cambios en la formacion de especies reactivas de oxigeno cuando se usan brackets
de convencionales y de autoligado.

Il Justificacion del estudio

Los tratamientos de ortodoncia son largos pueden durar de meses y hasta afos. La
mayor parte de los pacientes con aparatologia ortodoncica desarrollan gingivitis ya
que se crean areas de retencion que predisponen a la mayor acumulacion de
biopelicula dental supragingival y subgingival. Esta biopelicula altera las
condiciones normales del medio oral cambiando la composicion de la flora
bacteriana. El conocer la produccién de especies reactivas de oxigeno por parte de
los neutréfilos nos permitird entender mejor el proceso inflamatorio los pacientes en
condiciones ortodoncicas de ligado convencional y de autoligado. Asimismo, nos
permitira entender un poco mejor el mecanismo de resolucion de la inflamacion en
pacientes con aparatologia ortoddncica.

IV Hipdtesis

Los neutrofilos orales de individuos con aparatologia ortodéncica de ligado
convencional presentan mayor produccion de especies reactivas de oxigeno que
los neutrdfilos orales de individuos con aparatologia ortodéncica de autoligado.
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A) Hipotesis alterna:

Los neutrofilos orales de individuos con aparatologia ortodéncica de ligado
convencional presentan menor produccion de especies reactivas de oxigeno que
los neutrofilos orales de individuos con aparatologia de autoligado.

V Objetivos

Evaluar la produccidon de especies reactivas de oxigeno en neutréfilos orales de
individuos sin aparatologia ortoddncica, con aparatologia ortodoncica convencional
y en individuos con aparatologia ortoddncica de autoligado.

A) Objetivos especificos:

e Purificar neutrdéfilos orales a partir de enjuagues orales de voluntarios
sin aparatologia, con aparatologia ortodéncica de ligado convencional
y con aparatologia de autoligado.

e Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno de los
neutrofilos provenientes de voluntarios sin aparatologia, con
aparatologia ortodoncica de ligado convencional y con aparatologia
de autoligado. Los neutréfilos sanguineos se usaron como control.

VI MATERIALESY METODOS

A) Grupos de estudio

El estudio comprendié cuatro grupos de cuatro donadores voluntarios de neutrofilos.
Un grupo de donadores voluntarios de neutréfilos sanguineos y tres grupos de
donadores voluntarios de enjuages orales: sin aparatologia, con aparatologia
ortoddncica de ligado convencional y con aparatologia de autoligado. Los neutréfilos
sanguineos fueron purificados y donados por el laboratorio del Dr. Carlos Rosales
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Todos los voluntarios de
enjuagues orales firmaron un consentimiento informado (anexo 1). Los voluntarios
con aparatologia de ortodoncia fueron seleccionados por el Dr. Francisco Marichi
de la Clinica de Ortodoncia para que cumplieran con los criterios de inclusion del
estudio. De cada voluntario se llené una ficha clinica (anexo 2).
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| Criterios de inclusién para voluntarios sin aparatologia.

. Voluntarios que no presenten enfermedades sistémicas.

. Voluntarios que firmen el consentimiento informado (anexo 1) y la ficha

clinica (anexo 2).

Il Criterios de inclusién para voluntarios con aparatologia.

. Voluntarios que cuenten con un expediente en la Clinica de Ortodoncia de

la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion.

. 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 y la ficha clinica.

Il Criterios de Exclusién.

. Voluntarios que presenten caries.

. Voluntarios con gingivitis o enfermedad periodontal.

. Voluntarios con alguna enfermedad sistémica.

. Voluntarios que estén bajo tratamiento medico.

. Voluntarios que presenten alguna entidad patologica oral.

. Voluntarios que presenten la aparatologia fija solamente en una arcada.

IV Criterios de eliminacion.

. Voluntarios que no consientan su participacion en el estudio.
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B) Metodologia

| Obtencion y purificacion de neutroéfilos sanguineos

Los neutrofilos sanguineos fueron donados por el laboratorio del Dr. Carlos Rosales
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. El método que usaron para
obtener los neutrdfilos fue el siguiente. Después de limpiar la zona de puncion
venosa con una torunda con alcohol al 70%, 10 mL de sangre se tomaron por
puncion venosa con una jeringa nueva y estéril. La sangre se coloco en un tubo de
centrifuga de 15 mL con 0.25 mL de heparina (1000 U/mL) y 2 mL de una disolucién
de Dextran T500 6% en PBS. La sangre se mezclé con el contenido del tubo por
inversion y se dejoé reposar 45 min. Pasado este tiempo, se tomo el suero rico en
plaquetas y se transfiri6 al tubo con Ficoll- Paque, evitando mezclar ambos
componentes. El tubo con sangre fue desechado en una bolsa roja de residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos. El plasma con ficoll se centrifugd a 516 g a 4°C por
20 minutos e inmediatamente, el sobrenadante se eliminé por succion al vacio y la
pastilla celular se resuspendié en 10 mL de PBS frio. La pastilla celular se someti6
a un choque osmotico para lisar los eritrocitos. 10 mL de disolucion hipotdnica se
adicioné al tubo y se agitdé suavemente por un minuto y posteriormente adicionando
10 mL de disoluciéon hipertonica fria. Nuevamente el tubo se centrifugd a 516 g a
4°C por 5 minutos, el sobrenadante se eliminé por succién al vacié y la pastilla
celular se resuspendié en 10 mL de PBS frio.

Il Obtencion y purificacion de neutrofilos orales.

Los neutrdfilos orales se obtuvieron a partir de enjuagues orales de 3 grupos de
personas: voluntarios sin aparatologia fija, voluntarios con brackets de autoligado y
voluntarios con brackets de ligado convencional. Para la obtencion de neutrdéfilos de
la cavidad oral, el voluntario realizé cuatro enjuagues consecutivos, un mes antes
de que se le modificaran arcos, ligas, ligaduras o cualquier cambio en cuanto a
movimientos o materiales se refiera, para evitar sesgos de informacion. Los
enjuagues se realizaron con 10 mL de una disolucion de NaCl 0.9% durante 30
segundos cada uno, con intervalos de 3 minutos entre enjuagues. Se obtuvieron 40
mL totales. Cada enjuague se depositd en un tubo de centrifuga de 50 mL. Cada
enjuague oral se filtré por la coladera de 100 um. Posteriormente, se filtré por la
coladera de 40 ym y por ultimo por el filtro de 11 ym. Este ultimo paso requiere de
un porta-filtro. Una vez que la muestra ha pasado por todos los filtros, se centrifugd
a 1400 rpm, durante seis minutos a cuatro grados Celsius. El sobrenadante se
elimind por succién al vacio, se disgregoé el pellet celular y se resuspendié en 1 mL
de PBS.
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[ll Tincion de células de cavidad oral con Wright-Giemsa.

50 ul de la muestra filtrada se tomaron con una micropipeta y se colocaron en un
portaobjetos, posteriormente se adicionaron 100 pl de tincién Wright-Giemsa sobre
la muestra y el portaobejtos se incub6 a temperatura ambiente durante seis minutos.
Se afiadieron 200 pl de PBS sobre la tincién y se incub6 por doce minutos. El
portaobjetos se enjuagd con agua bidestilada y se colocd el cubreobjetos para
después observar la muestra en el microscopio. Se tomaron fotografias con los
objetivos de 4, 10 y 40 X.

IV Conteo de neutréfilos orales con camara de Neubauer.

Se tomaron volumenes iguales de neutréfilos y de azul tripano. Se tomaron 10 pL
y se colocaron sobre cada region de la camara de Neubauer para proceder a contar
los cuatro cuadrantes y conocer el numero total de neutrofilos por mL.

Neutrofilos por mililitro = (promedio de cuadrantes) (factor de dilucion) (10%)

V Deteccidn de especies reactivas de oxigeno.

1 x 10% neutrofilos se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron
a 4000 rpm en una microcentrifuga (Eppendorf Centrifugue 5415 C) durante 1 min.
Posteriormente, se retiré el PBS por succion al vacio, se disgregé el boton celular y
se resuspendid en 100 pL del colorante Dihidroetidio (15 uM) disuelto en PBS. La
muestra se incubd durante 30 min a 37 °C en oscuridad.

Posteriormente, se afiadi6 1mL de PBS al tubo y se centrifugd a 4000 rpm en
microcentrifuga durante 1 min, se retiré el sobrenadante por succién al vacio, se
disgrego el boton celular y se resuspendié en 500 uL de PBS.

En una biopelicula dental de cultivo de 48 pozos se colocaron 250 pL de la
suspension celular por pozo y se incubaron por 20 min a 37 °C y 5% COz2. Pasado
este tiempo, a la mitad de los pozos se adicionaron 50 yL de una disolucién de PMA
(120 nM) disuelto en PBS y a la otra mitad s6lo PBS. La biopelicula dental se incubo
durante una hora a 37°C y 5% de CO:a.

Los neutrdfilos de la biopelicula dental se fijaron con 300 yL de paraformaldehido al
2% y se observaron al microscopio de fluorescencia usando el filtro rojo (UV/Vis.:
Amax: 224, 271, 354 nm). Se tomaron fotografias de cada condicidn para evaluar la
formacién de ROS

VI Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno

Las expresion de ROS en las fotografias fue cuantificada mediante el programa de
procesamiento de imagen digital Image J (NIH, USA) y se pueden desarrollar
aditamentos de escaneo personalizado, analisis y procesamiento. Para el punto de

32



interés de este trabajo se midi6 la intensidad promedio de la fluorescencia de los
neutréfilos. Primeramente se calibré la imagen de fluorescencia a 8 bits, después
para generar un contraste entre la fluorescencia de los neutrdfilos y todo el resto de
la imagen se generd una mascara de filtrado duplicando la imagen, consiguiendo
una imagen gris con intervalos minimo y maximo, después con el objetivo de
conocer la intensidad total, aplicamos los comandos Analyse/ Set Measurements y
seleccionamos las opciones Area, Min & max gray value, Integrated density, Mean
gray value y presionamos la opcién OK, finalmente seleccionamos toda la imagen
con el cursor y aplicamos el comando Analyse/Measure y en seguida aparecen los
resultados de intensidad media y area minima y maxima, estos datos se recopilaron
en una tabla de Excel y se calculd el promedio, la desviacion estandar y el error
para poder graficar los resultados.

VIl Método estadistico

Las comparaciones entre los grupos se realizaron usando un analisis de
varianza (ANOVA) de una via con prueba posthoc de Tukey, empleando el
programa KaleidaGraph (version 4.5.4).
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VII RESULTADOS

Los neutrofilos pueden ser purificados de cavidad oral de participantes siny
con aparatologia de ortodoncia.

Nuestro primer objetivo fue el de purificar neutréfilos de cavidad oral de pacientes
sin y con aparatologia de ortodoncia fija con brackets de ligado convencional o
autoligado. Para ello se pidio a los voluntarios que hicieran enjuagues con solucién
salina. Asimismo, los neutréfilos sanguineos de voluntarios se usaron como
controles en todos los experimentos.

La metodologia utilizada nos permitié obtener y purificar células de los enjuagues
orales. Para poder observar su morfologia, las células se tifieron con la tincion de
Wright - Giemsa. Las células purificadas tanto de sangre como de cavidad oral son
neutroéfilos pues presentan un nucleo multilobulado. (Figura 20).
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Figura 20. Neutrofilos orales tefiidos de Wright — Giemsa. Fotografias representativas de: a)
neutrdfilos sanguineos tefiidos con Wright — Giemsa. b) neutrdfilos orales de voluntarios sin
aparatologia ortoddncica c) neutrdfilos orales de voluntarios con brackets de autoligado y d)
neutrdfilos orales de voluntarios con brackets de ligado convencional. Escala 25 um.
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Los neutrofilos de sangre producen especies reactivas de oxigeno (ROS) al
exponerlos a PMA.

Con el propdsito de determinar la formacion de especies reactivas de oxigeno en
neutrofilos de sangre, los neutrofilos se incubaron con PMA, un activador de la via
de formacion de estas especies reactivas de oxigeno. Esta activacion se realiza de
forma rutinaria en el laboratorio y nos sirve como control de los experimentos. Como
se esperaba, los neutréfilos de sangre incubados con PMA forman ROS Los
neutrdfilos sin estimulo no presentan produccion de ROS. (Figura 21).

Campo claro ROS

PMA

Figura 21. ROS de neutrdfilos sanguineos. Fotografias representativas de: Neutrdfilos sin estimulo
a) en campo claro b) produccion de ROS (incubadas con dihiroetidio) y neutrdfilos estimulados con
PMA sin estimulo c) en campo claro d) produccién de ROS (incubadas con dihiroetidio). Los puntos
blancos indican la fluorescencia producida de la oxidacion del dihiroetidio por el anién superdéxido
en los neutrofilos. Escala 50 um.
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Los neutrofilos orales derivados de enjuagues de donadores sin aparatologia
de ortodoncia forman ROS al ser expuestos a PMA.

Con el propdsito de determinar la formacion de ROS en neutréfilos orales derivados
de enjuagues de donadores sin aparatologia de ortodoncia, los neutréfilos se
incubaron con PMA. Los neutrofilos orales derivados de enjuagues de donadores
sin aparatologia de ortodoncia forman ROS (Figura 22).

Campo claro ROS

PMA

Figura 22. ROS de neutrofilos orales derivados de enjuagues de donadores sin aparatologia de
ortodoncia. Fotografias representativas de: Neutrdfilos sin estimulo a) en campo claro b)
produccion de ROS (incubadas con dihiroetidio) y neutrdfilos estimulados con PMA sin estimulo c)
en campo claro d) produccion de ROS (incubadas con dihiroetidio). Los puntos blancos indican la
fluorescencia producida de la oxidacion del dihiroetidio por el anién superéxido en los neutrdfilos.
Escala 50 um.
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Los neutroéfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia
de ligado convencional forman ROS al ser expuestos a PMA.

Con el propdsito de determinar la formacion de ROS en neutréfilos 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 ROS (Figura 23).

Campo claro DHE

PMA

Figura 23. ROS de neutrdfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia de
ligado convencional. Fotografias representativas de: Neutrofilos sin estimulo a) en campo claro b)
produccion de ROS (incubadas con dihiroetidio) y neutrdfilos estimulados con PMA sin estimulo c)
en campo claro d) produccion de ROS (incubadas con dihiroetidio). Los puntos blancos indican la
fluorescencia producida de la oxidacidn del dihiroetidio por el anién superéxido en los neutrdfilos.
Escala 50 um.
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Los neutréfilos de orales derivados de enjuagues de donadores con
aparatologia de autoligado forman ROS al ser expuestos a PMA.

Con el propdsito de determinar la formacion de ROS en neutréfilos orales derivados
de enjuagues de donadores con aparatologia de autoligado, éstos se incubaron con
PMA. Los neutrdfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia
de autoligado forman ROS (Figura 24).

Campo claro DHE

PMA

Figura 24. ROS de neutrdfilos orales derivados de enjuagues de donadores con aparatologia de
autoligado. Fotografias representativas de: Neutréfilos sin estimulo a) en campo claro b) produccién
de ROS (incubadas con dihiroetidio) y neutrdfilos estimulados con PMA sin estimulo c) en campo
claro d) produccién de ROS (incubadas con dihiroetidio). Los puntos blancos indican la fluorescencia
producida de la oxidacidn del dihiroetidio por el anidn superdxido en los neutréfilos. Escala 50 um.
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Los neutrofilos de cavidad oral de voluntarios con aparatologia
de ligado convencional producen mas ROS al ser expuestos a
PMA, que cualquier otro grupo de neutrofilos.

En los cuatro grupos de neutréfilos aquellos expuestos con PMA fueron los que
tuvieron produjeron mayor cantidad de ROS. Sin embargo, la activacién con PMA
de neutrdfilos de ligado convencional fue la que mas especies reactivas de oxigeno
produjo (p < .0001). Los neutréfilos de sangre tuvieron son los que menos
producciéon de especies reactivas produjeron. Los neutréfilos activados con PMA
tanto de cavidad oral sin aparatologia como los que estuvieron expuestos a
aparatologia de autoligado mostraron una produccién de ROS muy similar. (Figura

25).
I
3 I I

Sangre Sin aparatologia Ligado convencional Autoligado

Sin PMA

m Con PMA

ROS (intensidad de fluorescencia)

Figura 25. Formacion de ROS por neutrofilos sanguineos y orales. Las barras representan el
promedio * ES de la cantidad de fluorescencia emitida por grupo sin estimulo y con PMA de cuatro
experimentos independientes realizados por triplicado.
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VIII DISCUSION

Es bien sabido que la ortodoncia cumple la funciéon de ofrecer un diagndstico
prevenir alteraciones y dar tratamientos a oclusiones andmalas a la ideal. La
ortodoncia utiliza para su fin, una serie de aditamentos ajenos al aparato
estomatognatico, que bien se pueden clasificar en aparatos fijos y removibles (1).
Cuando los aparatos van unidos al diente por medio de cementos, se consideran
aparatologia fija, estos se colocan sobre el esmalte dental, con la finalidad de
generar movimientos de manera directa o indirecta (7).

Estos aditamentos crean nuevas areas de superficie que retienen microorganismos,
detritos celulares, proteinas etc., que pueden derivar en la formacién de una
biopelicula dental. La biopelicula puede acumularse en el surco gingival, y entrar en
contacto con el sistema inmunoldgico innato (5, 7, 21). Los neutrdfilos, que son las
primeras células en hacerle frente a la biopelicula y desencadenan una serie de
eventos celulares y moleculares orientados a eliminar al agresor como por ejemplo
la formacion de NET, la fagocitosis, la degranulacion y la formacion de ROS (48,
49).

El estudio de Maija Raeste sobre la migracion de leucocitos orales (50), utilizé una
serie de 12 enjuagues orales para cuantificar los neutréfilos orales, y este enfoque
proporcioné informacién sobre la gravedad de la inflamacién periodontal (32).
Segun estos hallazgos, suponemos que la caracterizaciéon de la cantidad de
neutréfilos orales en pacientes con ortodoncia fija podria ser util para evaluar la
carga inflamatoria oral y el estado de salud periodontal en pacientes con dos tipos
de aparatologia ortodoncica, de la misma manera que los médicos utilizan un
recuento de neutrofilos circulantes para ayudar a detectar pacientes con infeccion
en sitios no orales dentro del cuerpo.

Actualmente no existen estudios relacionados con la participacion de los neutroéfilos
en la resolucion de la inflamacién causada por el uso de aparatologia ortodéncica y
de qué funciones microbicidas usan los neutréfilos orales en personas con
aparatologia ortodoncica. En esta tesis estudiamos el papel de la produccién de
ROS de neutrdfilos provenientes del torrente sanguineo, de cavidad oral sin
aparatologia y de cavidad oral con aparatologia de ligado convencional y de
autoligado. Nuestros resultados muestran que los neutréfilos de los voluntarios que
utilizan brackets de ligado convencional producen la mayor cantidad de especies
reactivas de oxigeno. Esto puede deberse a una mayor actividad de los neutréfilos
que actuan en presencia de aumento en la biopelicula dental. Seria importante
hacer seguimiento de los pacientes a lo largo de su tratamiento de ortodoncia
haciendo controles personales de placa cada que se tome un enjuague y una vez
que la fuerza de ortodoncia haya se haya ejercido. Esto, para conocer si la
biopelicula dental esta afectando la produccién de ROS. Ademas, se podria buscar
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que tipo de bacterias se favorecen con el uso de brackets de ligado convencional o
de autoligado.

Observamos que los neutrofilos de voluntarios con brackets de ligado convencional
y sin brackets producen una cantidad basal de ROS que no se observa en los
neutréfilos de sangre. Este hecho es muy interesante, pues nos muestra que los
neutroéfilos, una vez que se encuentran en la cavidad oral pueden pasar a un estado
preactivo.

Hay muchas publicaciones que demuestran que en pacientes con brackets de ligado
convencional se genera una mayor cantidad de biopelicula dental, en comparacion
con pacientes de autoligado, es decir, existe una mayor poblacién de bacterias
patdgenas en brackets de ligado elastomérico debido a la presencia de superficies
mayormente retentivas, lo que indica que la actividad de los neutrofilos aumenta
debido a la acumulaciéon de biopelicula dental presente en los brackets de ligado
elastomérico (2, 3, 5, 7). Sin embargo, nosotros no realizamos un control personal
de biopelicula dental en estos pacientes por lo que no podemos atribuir
completamente que el aumento de la actividad de ROS se haya debido al aumento
en la acumulacion de biopelicula, esto sigue siendo una posibilidad.

IX CONCLUSIONES

Los neutrdfilos orales se pueden aislar de enjuagues orales mediante técnicas de
filtrado secuencial y centrifugacion.

Tanto los neutrofilos sanguineos como los de cavidad oral al ser estimulados con
PMA producen ROS.

Los neutrofilos orales producen mayor cantidad de ROS que los neutréfilos
sanguineos en condiciones basales.

Los neutrdéfilos orales de voluntarios con brackets de autoligado, producen una
cantidad similar de ROS que los neutrdéfilos orales de voluntarios sin aparatologia.

Los neutréfilos de los voluntarios que utilizan brackets de ligado convencional,
producen mayor cantidad de ROS que aquellos neutréfilos de voluntarios con
brackets de autoligado. Esto puede deberse a una mayor actividad de los neutrofilos
que actuan en presencia de aumento en la biopelicula dental.
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Anexo 1: Consentimiento informado para donacion de enjuagues orales

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 investigacién
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.

Se me ha explicado que mi donacion de saliva es para realizar estudios de investigacién 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

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.

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 publicacion 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
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 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
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Anexo 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/ES?

SISTEMA DE ORTODONCIA:

O LIGADO CONVENCIONAL
O AUTOLIGADO

OBSERVACIONES:

46




	Portada

	Índice

	Introducción   Capítulo 1. Ortodoncia y Aparatología Ortodóncica

	Capítulo 2. Microbiota Oral y Biopelícula Dental

	Capítulo 3. Cavidad Oral y Neutrófilos

	Planteamiento del Problema   Justificación del Estudio   Hipótesis

	Objetivos   Materiales y Métodos

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Referencias Bibliográficas
	Anexos


