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.  RESUMEN

El periodonto es un conjunto de tejidos que rodean y dan soporte a los dientes para
mantenerlos dentro del alveolo permitiéndole que puedan llevar a cabo sus
funciones. Estos tejidos periodontales se encuentran constantemente expuestos por
microorganismos, como bacterias, parasitos, hongos y virus. En los tejidos orales
saludables, existe un equilibrio entre los microorganismos simbioticos y las células
del sistema inmunolégico innato, principalmente neutrdéfilos. La funcion normal de
los neutréfilos es fundamental para mantener el equilibrio de la biopelicula del
hospedero y la homeostasis periodontal del tejido, ya que los neutréfilos también
desemperian roles importantes como los mecanismos de defensa y el inicio de la
resolucion después de la inflamacion. Sin embargo, cuando los neutréfilos son
insuficientes, excesivos o presentan alteraciones en su activacion, las bacterias
periodontopatogénas prosperan y junto con sus factores de virulencia, se desarrolla
una enfermedad inflamatoria crénica que destruye gradualmente los tejidos
periodontales. El dafio de los tejidos de soporte conduce a la pérdida de los dientes
y en casos graves, también puede afectar la salud sistémica al aumentar el riesgo
de que una persona desarrolle aterosclerosis, artritis reumatoide, diabetes e incluso
cancer. En esta revision se hablara sobre las funciones antimicrobianas de los
neutréfilos que ayudan a mantener a las bacterias y los tejidos en homeostasis y
como algunas bacterias disbioticas estimulan a los neutréfilos para promover un
estado inflamatorio. Ademas, se mencionaran las variantes fenotipicas vy
funcionales reportadas de los neutrdéfilos en los Ultimos afios, tanto en condiciones
de salud como en enfermedad, con lo que se pretende brindar una vision general
de la heterogeneidad de los neutrofilos y los posibles mecanismos de diversificacion

y funcionalidad de éstas importantes células en la mucosa oral.



. ABSTRACT

The periodontium is a set of tissues surrounding and supporting teeth to keep them
within the alveolus, allowing them to carry out their functions. These periodontal
tissues are constantly exposed to microorganisms, such as bacteria, parasites,
fungi, and viruses. In healthy oral tissues, there is a balance between symbiotic
microorganisms and cells of the innate immune system, mainly neutrophils. The
normal function of neutrophils is critical to maintain host biofilm balance and
periodontal tissue homeostasis, as neutrophils also play important roles as defense
mechanisms and initiation of resolution after inflammation. However, when
neutrophils are insufficient, excessive or have alterations in their activation,
periodontopathogenic bacteria thrive and together with their virulence factors, a
chronic inflammatory disease develops and gradually destroys periodontal tissues.
Damage to supporting tissues leads to tooth loss and in severe cases, it can also
affect systemic health by increasing the risk of developing atherosclerosis,
rheumatoid arthritis, diabetes, and even cancer. This review will discuss the
antimicrobial functions of neutrophils that help to maintain bacteria and tissues in
homeostasis and how some dysbiotic bacteria are able to stimulate neutrophils to
promote an inflammatory state. In addition, the phenotypic and functional variants
reported in neutrophils in recent years will be mentioned, both in health conditions
and in disease, with which it is intended to provide an overview of the heterogeneity
of neutrophils and the possible mechanisms of diversification and functionality. of

these important cells in the oral mucosa.



NEUTROFILOS Y SU IMPLICACION EN EL DESARROLLO DE LA
ENFERMEDAD PERIODONTAL

IV. INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales son un grupo de enfermedades de tipo inflamatorio
gue dafan a los tejidos periodontales. La gingivitis representa la etapa inicial del
desarrollo de una periodontitis; esta enfermedad muestra inflamacion en los tejidos

gingivales sin pérdida de inserciéon periodontal y 6sea (1) .

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica que destruye los tejidos de
soporte del diente, involucra encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar
(1) . En México la enfermedad periodontal se ha reportado hasta en un 70 por ciento
de la poblacion (segun la Academia Americana de Periodoncia) y se presenta

principalmente en adultos mayores (de 65 afios en adelante). (2)

En la periodontitis, la pérdida 6sea es una complicacién grave, causada por un
desbalance entre la respuesta inmune, condiciones sistémicas y microbiota del
hospedero. En este caso, la inmunidad innata provee una defensa inmediata que
rige la primera linea de defensa, esta incluye a los neutrdfilos que son los leucocitos

mas abundantes e importantes durante la inflamacion e infecciones. (3)

Los neutrofilos, células de defensa altamente inflamatorias, son las primeras en ser
reclutadas al sitio de infeccion y nos ayudan a mantener los tejidos orales saludables

al ser capaces de combatir y destruir microorganismos.(4)

Los neutroéfilos crean una barrera para que las bacterias periodontales no lleguen al
interior de los tejidos, pero cuando las bacterias son numerosas y presentan
diversos factores de virulencia, los neutréfilos pueden generar mayor inflamacion,
por lo que han sido asociados con otras afecciones, como la aterosclerosis, la
diabetes y el cancer. Asi mismo, cuando los neutrofilos persisten en cavidad oral,
también pueden promover un estado inflamatorio cronico que conduce a la

periodontitis.



V. ANTECEDENTES

1. CAPITULO I: PERIODONTO

1.1. Caracteristicas del periodonto sano

El periodonto normal proporciona el soporte necesario para mantener los dientes en
funcion. Consta de cuatro componentes principales: encia, ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar. Cada uno de estos componentes periodontales es
distinto en su ubicacidn, tejido, arquitectura, composicion bioquimica y composicion

guimica, pero todos estos componentes funcionan juntos como una sola unidad (1).

1.2. Componentes del periodonto
1.2.1 Encia

La cavidad oral esta formada por diferentes tipos de mucosa, de acuerdo con el sitio
anatomico. La mucosa oral, también conocida como membrana mucosa, consta de:
1) la mucosa masticatoria que incluye la encia y la cubierta del paladar duro, 2) la
mucosa especializada que recubre la cara dorsal de la lengua y 3) la parte restante

denominada mucosa de revestimiento (1,5).

La encia es la parte de la mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar del
hueso y rodea la porcién cervical de los dientes, no presenta estiramiento y carece
de submucosa excepto en la parte lateral del paladar duro donde hay glandulas

salivales y tejido adiposo, este se encuentra en la encia y el paladar duro (5).

La encia esta compuesta por una capa epitelial y un tejido conjuntivo subyacente

denominado lamina propia (5).

Anatomia macroscopica

La mucosa masticatoria de la encia se divide anatdbmicamente en zonas marginales,

de insercién e interdentales (3).



e La encia marginal es el borde terminal de la encia que rodea los dientes en
forma de collar, tiene 1-2 mm de ancho alrededor del cuello del diente y es la

pared externa del surco gingival (3).

e EIl surco gingival es la hendidura o espacio poco profundo alrededor del
diente delimitado por la superficie del diente en un lado y el epitelio que
recubre el margen libre de la encia en el otro lado, el surco gingival

clinicamente normal es de 2 a 3 mm. (6).

e Laenciainsertada o «<mucosa funcional» se extiende desde el surco gingival
hasta la unibn mucogingival, donde se encuentra con la mucosa alveolar
(1,3). Es firme, resistente y fuertemente unido al periostio subyacente de
hueso alveolar. La superficie de la encia insertada es punteada, como piel de
naranja. Este punteado varia considerablemente. Es mas, prominente en las
superficies faciales y, a menudo, desaparece con la edad. La encia insertada

puede medir entre 0 y 9 mm de anchura (6).

e La encia interdental ocupa la

tronera gingival, que es el espacio

Gingival sulcus
- Free or marginal gingiva

interproximal debajo del area de
— Marginal groove

contacto del diente, puede tener
forma piramidal o una forma de
“col”. La forma de la encia en un — Attached gingiva

espacio interdental dado depende

de la presencia o ausencia de un L_ Mucogingival junction

punto de contacto entre los
Alveolar mucosa

dientes adyacentes, la distancia
entre el punto de contacto y la _ _

Fig.1 Diagrama que muestra los puntos de
cresta 0sea, la presencia o ausencia de | .erencia anatémicos gingivales .

algun grado de recesion (5,6).



Caracteristicas Histoldgicas

1.2.1.1 Epitelio

El epitelio gingival consiste en un revestimiento continuo de epitelio escamoso
estratificado, algunas areas del epitelio externo gingival estan ortoqueratinizadas;

otras areas gingivales estan cubiertas por epitelio paraqueratinizado

(1,3). Las células principales del epitelio gingival, asi como de otros epitelios
escamosos estratificados, es el queratinocito. Otras células que se encuentran en
el epitelio son las células claras o los no queratinocitos, que incluyen las células de
Langerhans, las células MERKEL y los melanocitos (1).

Histolégicamente el epitelio se divide en epitelio oral externo (gingival), epitelio del

surco y epitelio de unién. Sus caracteristicas son las siguientes:

Epitelio oral externo (gingival):
e Se extiende desde la parte mas coronal de la encia marginal hasta la linea
mucogingival.
e Epitelio escamoso, estratificado y queratinizado
e [Esta ortoqueratinizado o paraqueratinizado

e Cubre tanto el tejido gingival libre como el adherido (3).

Epitelio del surco:
e Cubre la superficie lateral del surco gingival
e Epitelio escamoso y estratificado
e No queratinizado
e Forma el revestimiento de tejido blando del surco gingival o de la bolsa
periodontal (3).

Epitelio de unién:
e El epitelio de unién se deriva del epitelio reducido del esmalte y es conocido
como un epitelio de unién primario.

e Epitelio escamoso, estratificado, no diferenciado y con un alto indice de

recambio celular.



e No queratinizado
e [Esta compuesto de una sola capa o estrato donde estan presentes células

basales y suprabasales (3).

Fig.2 Corte histologico buco-lingual que muestra la encia gingival libre y sus estructuras adyacentes. D: Diente,S:

surco gingival, EOE: epitelio oral externo, ES: epitelio del surco, EU: epitelio de unién ©.

1.21.2 Membrana Basal

Las células basales del epitelio se encuentran adyacentes al tejido conectivo y
estan separadas de éste por una membrana o lamina basal producida por las

mismas células basales (1,3,6).

1.2.1.2 Tejido Conjuntivo o LAmina propia

El tejido conjuntivo gingival consta de una malla de haces de fibras de coldgena que
circulan por una sustancia fundamental que contiene vasos sanguineos y nervios,
ademas de fibroblastos, macréfagos, mastocitos, linfocitos, células plasmaticas y
otras células del sistema de defensa, que son mas numerosas cerca del epitelio de

unién, donde la actividad inmunitaria es continua (1,6).
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Incluso en encias clinicamente sanas, el tejido conectivo gingival contiene al menos

algunas células inflamatorias, en particular neutréfilos (4,7).

Los neutréfilos migran continuamente a través de los tejidos conectivos y pasan a
través del epitelio de unién para entrar en el surco o bolsa.

En tejidos clinicamente sanos, este equilibrio entre grado de inflamacion bajo y la
presencia continua de la biopelicula puede persistir durante muchos afios o incluso

durante toda la vida del individuo (7).

i
L 4

Fig.3 Corte histologico del area «nicho» o « col» donde se observa hueso alveolar, tejido
conjuntivo gingival y epitelio oral que es delgado en la parte méas profunda del «nicho ©),

1.2.2 Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal se compone de un complejo tejido conectivo vascular y
altamente celular que rodea la raiz del diente y la conecta a la pared interna del
hueso alveolar. Es continuo con el tejido conectivo de la gingival, y se comunica con
los espacios de la médula a través de canales vasculares en el hueso, aunque el
ancho promedio debe ser de aproximadamente 0,2 mm, existe una variacion
considerable (1,5).

Los elementos mas importantes del ligamento periodontal son las fibras principales
y otros elementos como células de defensay colagena. Las funciones del ligamento
periodontal se clasifican como fisicas, formativas y de remodelacion, nutricional y

sensorial (1).
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1.2.3 Cemento

El cemento es el tejido mesenquimal calcificado y a vascular que forma la cubierta
exterior de la raiz anatdbmica. Los dos tipos principales de cemento son cemento
acelular (primario) y celular (secundario). Consiste en una matriz de interfibrilar
calcificada y fibrillas de colagena (1,3,6). Las dos fuentes principales de fibras de
colageno en el cemento son fibras de Sharpey (extrinsecas), que son la porcion
integrada de las fibras principales del ligamento periodontal y que estan formadas
por los fibroblastos, y las fibras que pertenecen a la matriz del cemento (intrinseco),

gue son producidos por los cementoblastos (6).

1.2.4 Hueso alveolar

El proceso alveolar es la parte del maxilar y la mandibula que forman y apoya los
dientes (alvéolos). Debido a que los procesos alveolares se desarrollan y se
someten a remodelacion con la formacion y la erupcion de los dientes, son
estructuras 0seas dependientes de los dientes. Por lo tanto, el tamafio, la forma, la
ubicacién y la funcion de los dientes determinan su morfologia. Curiosamente,
aunque el crecimiento y el desarrollo de los huesos de la mandibula determinan la
posicién de los dientes, un cierto grado de reposicionamiento de los dientes se
puede lograr a través de fuerzas oclusales y en respuesta a los procedimientos
ortodénticos que se basan en la adaptabilidad del hueso alveolar y los tejidos
periodontales asociados (1).

El proceso alveolar consiste en una placa externa de hueso cortical formada por
hueso y laminillas éseas compactadas; la pared del interior del hueso delgado y
compacto llamado “hueso alveolar propio” que contiene una serie de aberturas
(placa cribriforme) por donde los paquetes neurovasculares vinculan el ligamento
periodontal con el componente central del hueso alveolar. Las trabéculas entre

estas dos capas compactas actian como el hueso alveolar de apoyo (1).
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Cemento radicular

Ligamento periodontal

Hueso alveolar (placa cribiforme)

Fig.4 Esquema que muestra la ubicacion de los componentes de la encia de acuerdo con su ubicaciéon @ .

1.3 Enfermedad periodontal (EP)

La enfermedad periodontal es el resultado de una interaccidbn compleja entre
biopelicula subgingival y los eventos inmunoinflamatorios del huésped que al
desarrollarse en los tejidos gingivales y periodontales genera una respuesta
inmunoinflamatoria y crea dafio tisular (1,5). Abarca una amplia variedad de
afecciones inflamatorias cronicas de la encia, el hueso y el ligamento periodontal
(Fig.5). La enfermedad periodontal comienza con gingivitis, la inflamacion localizada
de la encia que es iniciada por bacterias en el biopelicula (8).

1.3.1 Gingivitis

La gingivitis que se asocia con biopelicula retenida es la forma mas comun de
enfermedad gingival. Clinicamente en la gingivitis, la presencia de sangrado gingival
probablemente sea el sintoma mas referido por los pacientes; hay presencia de
halitosis mientras que la molestia y dolor son manifestaciones poco habituales en la

gingivitis. Se caracteriza histologicamente por un denso infiltrado de linfocitos y otras
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células mononucleares, alteraciones de fibroblastos, aumento de la permeabilidad

vascular y pérdida continta de colageno en respuesta a la fagocitosis (1,3).

1.3.2 Periodontitis

La periodontitis se define como "una enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los dientes causada por microorganismos especificos o grupos de
microorganismos especificos, que da como resultado la destruccion progresiva del
ligamento periodontal y el hueso alveolar con una mayor formacion de profundidad
de sondaje, recesion o ambos” (1).

La caracteristica clinica que distingue a la periodontitis de la gingivitis es la
presencia de pérdida de insercion clinicamente detectable como resultado de la
destruccién inflamatoria del ligamento periodontal y el hueso alveolar. Esta pérdida
suele ir acompafada de la formacion de bolsas periodontales y cambios en la
densidad y altura del hueso alveolar subyacente (3,8).

Fig. 5 Esquema del progreso de la enfermedad periodontal (1) Encia sana (2) Gingivitis (3) Periodontitis
Moderada (4) Periodontitis Severa (120).

1.3.3 Histopatologia

La histopatologia de la enfermedad periodontal se puede clasificar en lesion inicial,
temprana, establecida y avanzada segun los estudios de gingivitis experimental en
humanos y periodontitis en animales (9). Vale la pena sefalar que una lesién
establecida puede persistir durante muchos afios y el cambio a una lesién avanzada
marca la transicion de una reaccidon de defensa cronica y exitosa a un mecanismo
inmunopatoldgico destructivo (periodontitis). Los factores responsables de la
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progresion se desconocen sin embargo, se cree que en la respuesta inmune del
huésped puede estar involucrado algun microorganismo especifico en la
biopelicula, o que existe un cambio en la virulencia lo cual puede ser responsable

del desarrollo hacia una lesién avanzada (9).

En ambos existe una infiltracion en los tejidos conectivos por numerosas células de
defensa, en particular neutréfilos, macréfagos, células plasméticas y se observa
linfocitos. Como resultado de la acumulacion de estas células de defensa y la
liberacion extracelular de enzimas que produce una alteracion de la anatomia
normal de los tejidos conectivos y provoca el agotamiento del colageno y la
consiguiente proliferacion del epitelio de union (1,5) .

Sin embargo, en una inspeccion mas cercana, la situacion en la bolsa muestra
rasgos caracteristicos claramente diferentes de las condiciones saludables en un
ambiente de surco gingival (Fig.6). Las principales diferencias se pueden resumir
de la siguiente manera:

e Desprendimiento definitivo del epitelio de union de la superficie del diente y
conversion en epitelio de bolsillo, lo que lleva a la formacion de una hendidura
intraepitelial.

e Aumento de la migracién de neutréfilos a través del epitelio de bolsillo.

o Proliferacion de crestas epiteliales en el tejido conectivo blando inflamado
con regiones muy delgadas entre estas crestas.

e Microulceraciones focales de las crestas epiteliales y en la superficie libre del
epitelio de la bolsa.

e Alta infiltracion de células plasmaticas, células T y B.

e Aumento de la permeabilidad del epitelio de la bolsa.

e Cambio en la direccion del exudado de apico-coronal a horizontal (es decir,
hacia la superficie de la raiz del diente).

e Reduccidn significativa de la altura del epitelio de union residual (10).
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Fig.6 Esquema de Filtracion de linfocitos (1) Encia marginal normal (2) Lesion inicial (3) Lesion precoz (4) Lesion
establecida (5) Lesion avanzada, Tomada de: https://docplayer.es/12578642-Periodonto-o-periodoncio-normal.html

1.3.4 Clasificacion Periodontal

Un sistema de clasificacion actualizado se desarroll6é por la Academia Americana
de Periodontologia (AAP) y la Federacion Europea de Periodontologia (EFP). El
objetivo de este esfuerzo fue abordar algunas de las deficiencias que existen con el
sistema de clasificacion antiguo, incluida la inexactitud diagnéstica y la
superposicion significativa de las entidades de la enfermedad. Se crearon varios
grupos de trabajo para centrarse en entidades especificas de enfermedades
utilizando la evidencia cientifica actualmente disponible, lo que resulté en la
actualizacion mas sustancial para el sistema de clasificacion desde 1999 (11).

Se acordaron definiciones especificas con respecto a los casos de salud gingival o
inflamacion después finalizacion del tratamiento de la periodontitis basado en el
sangrado al sondaje y la profundidad del surco/ bolsa periodontal. Esta clasificacién
también reorganizo el amplio espectro de enfermedades y afecciones gingivales no
inducidas por placa basadas en la etiologia primaria (11)
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CLASIFICACION DE LAS CONDICONES Y ENFERMEDADES PERIODONTALES Y
PERIIMPLANTARIAS 2017

» Condiciones de salud periodontal y enfermedad gingival
1. Salud periodontal y gingival
a. Salud gingival clinica en un periodonto intacto
b. Salud gingival clinica en un periodonto reducido
i. Paciente estable con periodontitis
ii. Paciente sin periodontitis

2. Enfermedades gingivales inducidas por placa
a. Gingivitis asociada solo con placa dental
b. Gingivitis por factores de riesgo sistémicos
c. Gingivitis por consumo de drogas

3. Lesiones gingivales no inducidas por placa

Desordenes genéticos

Infecciones especificas

Condiciones del sistema inmune

Procesos reactivos

Neoplasma

Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabdlicas
Lesiones Traumaticas

Pigmentacion gingival

S@-ooooTy

» Formas de periodontitis
1. Enfermedad periodontal necrotizante
a. Gingivitis necrotizante
b. Periodontitis necrotizante
c. Estomatitis necrotizante
2. Periodontitis como manifestacién de enfermedades sistémicas
3. Periodontitis
a. Etapa: Basada en la gestion de la gravedad y la complejidad
Etapa I: Periodontitis inicial
Etapa II: Periodontitis moderada

Etapa lll: Periodontitis severa con potencial de pérdida adicional de

dientes

Etapa IV: Periodontitis severa con potencial de pérdida de dientes

b. Extension vy distribucion; Localizada; generalizada; Distribucion de

incisivos-molares

c. Grados: Evidencia y riesgo de progresion rapida; anticipar el tratamiento

correspondiente

i. Grado A: Progresion lenta

ii. Grado B: Progresién moderada
iii. Grado C: Progresioén rapida

» Deformidades y afecciones del desarrollo o adquiridas

e Factores localizados relacionados con los dientes que predisponen a enfermedades gingivales o

periodontitis inducidas por placa.
o Deformidades y afecciones mucogingivales alrededor de los dientes
o Deformidades y afecciones mucogingivales en crestas edéntulas
e Trauma oclusal (11).
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1.3.5 Tratamiento

e Terapia Fase | o terapia relacionada con la causa es el primero en la
secuencia cronologica de procedimientos
gque constituyen tratamiento periodontal.
El objetivo de la terapia de fase | es alterar
o eliminar la etiologia microbiana y los
factores que contribuyen a enfermedades

periodontales en la mayor medida

Fig.7 La respuesta inflamatoria en la encia

p05|ble, deteniendo asi la progresion de marginal es el resultado de la acumulacién de

la enfermedad y devolver la denticion a un biopeliculas en la superficie del diente a lo
estado de salud (1,3,5) .

largo del margen gingival @,

e Terapia Fase Il o correctiva es la
segunda parte del plan de tratamiento
periodontal y periimplantario y tiene
como objetivo la reconstruccion de las

estructuras pérdidas, mediante

procedimientos quirdrgicos.

Fig.8 Técnica de la gingivectomia. (A) Agrandamiento gingival
con pseudobolsas antes de la gingivectomia; (B) tejido que se

elimina después de practicar las incisiones de gingivectomia

e Terapia fase lll o terapia de mantenimiento. Esta fase incluye todo el
mantenimiento que se realiz6 durante la terapia periodontal que incluye:
consulta de nuevas inquietudes o problemas, consulta de cambios en el
estado médico y de salud bucal del paciente, evaluacion y educacion sobre
higiene bucal, examen periodontal completo, cuidado en la eliminacion de
biopelicula y calculo supra gingival y subgingival, raspado selectivo y alisado

radicular.
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2. CAPITULO Il: RESPUESTA INMUNE EN LOS TEJIDOS PERIODONTALES

2.1 Respuesta inmune en los tejidos periodontales

La cavidad oral representa un nicho de 700 especies bacterianas (12) y los tejidos
del hospedero deben mantener una homeostasis a través de la accién colectiva de
las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas, las cuales establecen una
relacién simbidtica entre el hospedero y la microbiota. Esta respuesta proporciona
una secuencia ordenada de eventos coordinados para proteger de infecciones y
minimizar el dafio a los tejidos. Los mecanismos de estas respuestas incluyen a los
componentes salivales, los tejidos epiteliales, fluido gingival crevicular (GCF) y
componentes celulares, principalmente leucocitos que proporcionan respuestas
activas para mantener la salud gingival (13,14) .

La respuesta inmune funciona como una red de elementos moleculares y celulares
gue interactuan entre ellos, donde la inmunidad innata y la adaptativa (antigeno
especifico) trabajan juntas hacia un proposito comdan: mantener la homeostasis en
cavidad oral (Tabla 1) (1,15).

La pérdida de equilibrio de la homeostasis induce a la activacion de la inflamacion
aguda, lo que afecta la microcirculacion y da como resultado una mayor fuga de
liqguido de los lechos capilares gingivales y la entrada de neutréfilos, creando un
exudado inflamatorio rico en células (13,15).

La produccion de este exudado inflamatorio es un sello distintivo de la respuesta
inflamatoria aguda que proporciona una defensa primaria inespecifica capaz de
activar y reclutar células al sitio afectado. Estas células contienen una amplia gama
de productos granulares, que incluyen histamina, leucotrienos, heparina, serotonina
y acido hialurénico, asi como enzimas y factores antimicrobianos. Sin embargo,
cuando esta respuesta aguda se mantiene activa y las primeras células de defensa
no tienen éxito, se activan las células efectoras de las respuestas inmunitarias

adaptativas mediadas principalmente por linfocitos (1,12,14).
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Inmunidad Innata

Inmunidad Adaptativa

Se refiere a mecanismos de defensa
inespecificos que actian como barreras a la
infeccién. Los componentes incluyen:

Se refiere a respuestas inmunes especificas de
antigeno. Los componentes incluyen:

* Barreras contra infecciones como piel,

mucosas, pH &cido en el estbmago

» Moléculas antimicrobianas como lisozima,

péptidos antimicrobianos.

» Células del sistema inmunolégico como
neutrofilos y macréfagos que eliminan a los

microorganismos patdgenos.

« Receptores de reconocimiento de
patrones (PRRS) que reconocen moléculas

derivadas de patdgenos y activan respuestas

inmuno inflamatorias.

Presentacion de antigenos para activar

respuestas inmunitarias adaptativas.

* Reconocimiento de moléculas especificas

sobre microororganismos patogenos.

* Respuestas inmunitarias celulares centradas en
la defensa y eliminacion de patégenos
intracelulares (por ejemplo, virus) que involucran
la produccion de citocinas de células T
cooperadoras, macrofagos y células asesinas

naturales (NK).

* Respuestas inmunes humorales centradas en
la defensa de patdgenos extracelulares (por
ejemplo, bacterias), que involucran a las células
B que se diferencian en células plasmaticas

productoras de anticuerpos especificos.

Tabla | | Componentes de defensa de la inmunidad innata y adaptativa en cavidada oral @,

2.2 Saliva

La saliva contiene numerosos componentes moleculares que contribuyen a la

defensa del huésped contra la colonizacién bacteriana y la enfermedad periodontal.

Los péptidos cationicos salivales y otras proteinas de defensa salivales, como

lisozima, BPI (proteina bactericida /incrementadora de la permeabilidad), proteinas

similares a BPl y PLUNC (proteina de la superfamilia del paladar, el pulmény

el epitelio nasal), amilasa salival, cistatinas, proteinas ricas en prolina, mucinas,
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peroxidasas, estaterina (y otras), son las principales responsables de la inmunidad
innata (1,16,17).

Constituyentes de la saliva Funcion de defensa del huésped

Anticuerpos Inhibe la adherencia bacteriana, promueve la aglutinacion

Histatinas Neutraliza lipopolisacéridos, inhibe enzimas destructivas.

Cistatinas Inhibe el crecimiento bacteriano
Lactoferrina Inhibe el crecimiento bacteriano

Lisozima Lisa las paredes celulares bacterianas

Mucinas Inhibe la adherencia bacteriana, promueve la aglutinacion
Peroxidasa Neutraliza el peréxido de hidrogeno bacteriano

Tabla Il | Constituyentes de la saliva y sus funciones de defensa @,

2.3 Tejidos Epiteliales

Los tejidos epiteliales juegan un papel clave en la defensa del huésped porque son
el sitio principal de las interacciones iniciales entre las bacterias de la biopelicula y
el hospedero, por lo tanto, también representan el sitio de la invasiéon de patdgenos

microbianos.

El epitelio queratinizado del surco y tejido gingival protege al tejido periodontal
subyacente ademas de actuar como barrera contra las bacterias y sus productos.
Por el contrario, el epitelio de unién no esta queratinizado, presenta importantes
espacios intercelulares y una mayor tasa de recambio celular; estas propiedades
hacen que el epitelio de union sea permeable y permita el ingreso de los

microorganismos y sus productos (15).

Los productos metabdlicos de las bacterias hacen que las células del epitelio de
unién produzcan citocinas y estimulan a los neutréfilos para que produzcan
neuropéptidos, que provocan vasodilatacion. Los neutrofilos abandonan la

circulacion y migran hacia el sitio de inflamacion en respuesta a las quimiocinas.
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Las diferentes categorias de neuropéptidos antimicrobianos se definen de acuerdo
a la homologia estructural:

e Las alfa(a)-defensinas (p. Ej Péptidos neutréfilos humanos 1 a 4) se expresan
mediante neutrofilos y, como tales, se encuentran cominmente en GCF.

e Las Dbeta-defensinas humana (hBDs, B-defensinas humanas),
especificamente las hBDs 1 a 3, se expresan en células epiteliales gingivales,
glandulas salivales y lengua, asi como en células inmunes como macréfagos,
y células dendriticas. Algunas hBDs se expresan siempre y otras solo en
respuesta a citocinas y productos bacterianos (por ejemplo, gingipainas de
P. gingivalis) (1,14,17).

Los neuropéptidos antimicrobianos también estimulan la degranulacion de
mastocitos y la produccion de citocinas, y es probable que desempefien un papel
en la cicatrizacion de heridas a través de su efecto sobre la diferenciacion de
gueratinocitos. Las células epiteliales que son estimuladas directamente por
componentes bacterianos y citocinas pueden producir metaloproteinasas de la

matriz extracelular (MMP), que contribuyen a la pérdida de tejido conectivo (1,15).

Las células epiteliales también secretan una variedad de citocinas en respuesta a
bacterias periodontales como Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia. Estas
incluyen las citocinas proinflamatorias Interleucina-1 beta (IL-18), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), IL-6, IL-8 y la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-
1), que inducen la migracion de neutréfilos y monocitos desde la circulacion hacia

el tejido periodontal (14).

En algunos (pero no en todos) sistemas experimentales, se ha demostrado que P.
gingivalis inhibe la produccion de IL-8, sugiriendo que esto puede resultar en una
supresion inmunoldgica local temporal en el periodonto y facilitar la acumulacion e

invasion de bacterias periodontales patdgenas y el inicio de la periodontitis (1,15).
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2.4 Fluido gingival crevicular (GCF)

El GCF se origina en las vénulas postcapilares del plexo gingival. Tiene la capacidad
de inducir eritema en la hendidura gingival y el reclutamiento de los diferentes
componentes sanguineos de defensa del huésped en el surco, tales como

neutroéfilos, anticuerpos, componentes de complemento, entre otros.

El flujo del GCF aumenta en la inflamacién y los neutréfilos son un componente

especialmente importante del GCF en la salud y EP (1,18,19) .

En los casos de periodontitis con supuracion, los neutréfilos no sélo obstruyen la
adhesion bacteriana y la invasion de la encia, sino que la combinacién con GCF

también elimina las bacterias dispersas de la hendidura periodontal (19).

2.5 Células del sistemainmune en tejidos periodontales

El sistema inmunoldgico innato incluye células de origen hematopoyético y no
hematopoyético, tales como células epiteliales y fibroblastos (20). Los fibroblastos,
a pesar de no formar parte de las células inmunes como tal, son capaces de
sintetizar y fagocitar colageno y otros componentes de la matriz extracelular, migrar
y diferenciarse en respuesta a una lesion, por lo que contribuyen significativamente

la homeostasis del ligamento periodontal (21,22).

Las células del sistema inmune derivan de una célula troncal en médula 6sea a
partir de la cual derivan las demés células de origen linfoide y mielode y que son

clave en las respuestas inmunes del hospedero (20,22).

En lainfiltracion de los tejidos conectivos se observa numerosas células de defensa,
en particular neutrofilos, macrofagos, células plasméticas y linfocitos. Como
resultado de la acumulacion de estas células de defensa vy la liberacion extracelular
de sus enzimas destructivas, se produce la alteracion de la anatomia normal de los
tejidos conectivos, el agotamiento de la colagena y la consiguiente migracion del
epitelio de union (1,15,22) .
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Fig.9 Hematopoyesis. El desarrollo de los principales linajes de las células sanguineas se muestra en este arbol hematopoyético. Tomada de :

https://es.wikipedia.org/wiki/Hematopoyesis#/media/Archivo:Hematopoiesis_(human)_ diagram_es.VSqg

. De [Original: A. RadVector: RexxS, Mikael Haggstrom and Mikael Haggstrom, M.D. https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=64965344

2.5.1 Células inmunes de origen linfoide

2511 Linfocitos T

Los linfocitos o células T desempefian un papel clave en periodontitis. Se estima
gue aproximadamente 1 de cada 100,000 células T reconoceran algin antigeno
extrafo, lo cual es esencial que se lleve a cabo el reconocimiento de un péptido
antigénico a través de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de células T virgenes (23). Una vez que han encontrado su antigeno
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analogo, el microambiente local dicta lo que sucede a continuacion y el tipo de

linfocito T que seré& activado (15,23).

Las células T CD4 o cooperadores (Th) expresan una amplia gama de diferentes
moléculas de la superficie celular, secretan una importante cantidad de citocinas
para la respuesta inmune (24) y pueden diferenciarse en distintas subpoblaciones
con funciones cooperadoras (Thl, Th2, Th17y Th22) (23,25) o reguladoras (Tregs).
Las células T CD8, una vez activadas se diferencias a células T Citotéxicas (CTLS).
Cada uno de estos subconjuntos se caracteriza por sus funciones especificas,

patrones de expresion de citocinas y diferentes grados de plasticidad (23).

El nimero y funcion de linfocitos T circulantes incluyendo sus subpoblaciones en
individuos susceptibles o no a periodontitis puede ser un indicativo de una
regulaciéon inmune alterada en la enfermedad periodontal, sin embargo, en un
estudio realizado por Loos et al. en 2004 observaron diferencias en el nUmero y
proporcion de células T CD4 y CD8 circulantes entre pacientes con periodontitis
moderada o avanzada y el grupo control (24).

25.1.2 Linfocitos B

Las células B parecen tener varias funciones en la periodontitis. La capacidad de
las células B para expresar antigenos de clase Il (MHC-II) y contribuir a la
presentacion de antigenos se ha demostrado en periodontitis y otras enfermedades.
En las lesiones de periodontitis estan presentes diferentes subconjuntos de células
B, como las células B-1a y B-2 (26) . Mientras que las células B-2 convencionales
representan las células B tradicionales de la respuesta adaptativa que dan como
resultado células plasmaticas de larga duracion y células de memoria, las células
B-1a producen autoanticuerpos de tipo Inmunoglobulina M (IgM) e Inmunoglobulina
G (IgG) y se han demostrado niveles elevados de células B-1a tanto en lesiones de
periodontitis como en sangre periférica de sujetos con formas graves de
periodontitis (23,26).
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Por otro lado, aunque las células B desempefian un papel protector durante la fase
cronica de la periodontitis al facilitar la deteccion bacteriana, también se ha
reportado la destruccion de tejido como una de las caracteristicas distintivas de
estas células en la periodontitis. Las células B no solo son abundantes en las
lesiones de periodontitis, sino que también, al menos una parte, estan involucradas

en la patogénesis y resorcion 0sea alveolar de la enfermedad (26,27).

2.5.1.3 Células plasmaticas

La periodontitis contiene grandes cantidades de leucocitos, entre ellas las células
plasméticas que representan aproximadamente el 50% de las células, mientras que
las células B representan un 20% mas; y la proporcion de células B es mayor que
la de las células T. Las células plasmaticas, diferenciadas a partir de los linfocitos
B, son el Unico tipo celular del organismo capaz de producir anticuerpos (23,27). Se
sabe que las células plasmaticas producen una variedad de citocinas, como TNF-
a, IL-6, IL-10 y TGF- B, pero también MMP. Dado que las células plasmaticas son
abundantes en los infiltrados de células inflamatorias, es probable que la
destruccion de tejido mediada por MMP contribuya a la degradacion de la matriz en

la periodontitis al expresar MMP (23,26).

2.5.2  Células inmunes de origen mieloide

2521 Mastocitos

Los mastocitos juegan un papel importante en la inflamacion periodontal, la defensa
del huésped y la reparacion de tejidos. Cuando se activan por citocinas producidas
localmente o productos bacterianos, por ejemplo, lipopolisacaridos, las células
pueden liberar una gran cantidad de mediadores almacenados previamente,
pudiendo contribuir con la degradacién cronica del tejido periodontal. Uno de los
factores bioldgicos y bioquimicos es la histamina, que rompe la barrera tisular,

provoca edema y ayuda a la infiltracion celular. Ademas, se cree que los mastocitos
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contienen la mayor parte de la histamina del cuerpo. Otra razon es que la expresion
de MMP 1, 2 y 8 es mas fuerte en los mastocitos (28). Las MMP son cruciales en la
degradacion de los componentes principales de las matrices extracelulares (MEC).
Ademas, la triptasa puede escindir el tercer componente del colageno y activar la
colagenasa latente que puede participar en la destruccién de tejidos en la

periodontitis (1).

2.5.2.2 Macréfagos

En la enfermedad periodontal, los macréfagos son los principales contribuyentes a
la degradacion de los tejidos. Los estudios han demostrado que la interleucina 1 (IL-
1) se expresa predominantemente por macréfagos en tejido aislado de pacientes
periodontales (1). Los patdgenos periodontales, como Porphyromonas gingivalis y
Actinobacillus actinomycetemcomitans activan a monocitos y macrofagos y
estimulan la secrecion de mediadores proinflamatorios y destructores de tejidos
como IL-1, TNF- q, IL-6, y prostaglandina E2 (PGEZ2). Estos estudios demuestran
gue una de las respuestas de los macréfagos a la invasion bacteriana del tejido
periodontal es la produccion de mediadores inflamatorios que contribuyen a la
destruccion de los componentes del tejido, incluido el hueso, cuando la respuesta

inflamatoria se vuelve cronica (29,30).

2523 Células dendriticas

Como células centinelas de la mucosa oral, las células dendriticas capturan
microorganismos orales y luego migran al ganglio linfatico donde regulan la
diferenciacion de las células T CD4+. En el curso de la periodontitis, las células
dendriticas son de gran importancia, ya que contienen las sefales inmunologicas
entregadas por el patdgeno y el entorno circundante, lo que les permite inducir una
inmunidad destructiva (31,32) .
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2524 Neutréfilos

Los neutrdéfilos son los leucocitos mas abundantes en los seres humanos y la
importancia de estas células en cavidad oral es mantener la salud periodontal. Una
pequefia proporcion (1% a 2%) de los espacios intercelulares en el epitelio de union
sano estad ocupada por neutrofilos (y otros leucocitos en diversas etapas de
diferenciacion), pero esto puede aumentar al 30% incluso con una inflamacién

modesta (1).

En estado inflamatorio, se producen cambios en la circulacion local de la encia lo
gue facilita la emigracion de leucocitos y aumento del flujo de GCF hacia la bolsa y
esto ha sido observado en los tejidos gingivales, donde a través de estudios de
inmunohistoquimica se indica la existencia de IL-8 y de la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1), que dirigen los neutrofilos desde la circulacién hacia los
tejidos y hacia el epitelio de unién (33). La migracién de neutréfilos contribuye a la
ruptura del epitelio de unién por la degradacion de la membrana basal a través de
la liberacion de proteasa y la accion de las especies reactivas del oxigeno (ROS)
(20).
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Fig.10 Células inmunolégicas implicadas en la inflamacion periodontal. La respuesta inmunitaria inflamatoria en la periodontitis es compleja e implica tanto la
inmunidad innata como la adquirida. Este esquema presenta una descripcion general de las moléculas y las células efectoras en la patogénesis de la periodontitis
segln nuestro conocimiento actual de las vias de la enfermedad. BCA-1, quimiocina 1 que atrae células B; CGRP, péptido relacionado con el gen de la calcitonina;
CTLA-4, antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos; IFN-c, interferon gamma; Ig-A,
inmunoglobulina A; 1g-G, inmunoglobulina G; Ig-M, inmunoglobulina M; IL-1b, interleucina-1beta; IL-2, interleucina-2; IL-3, interleucina-3; IL-4, interleucina-4; IL-5,
interleucina-5; IL-6, interleucina-6; IL-8, interleucina-8; IL-13, interleucina-13; IL-17, interleucina-17; IL-22, interleucina-22; LPS, lipopolisacarido; M-CSF, factor
estimulante de colonias de macréfagos; MAC, complejo de ataque a la membrana; MCP-1, proteina quimiotactica de macréfagos 1; MDC, quimiocina derivada de
macréfagos; MMP, metaloproteinasas de matriz; OPG, osteoprotegerina; PGE2, prostaglandina E2; RANTES, células T reguladas y normales expresadas y
secretadas; SDF-1a, factor 1 alfa derivado de células estromales; TARC, timo y quimiocina regulada por activacion; TGF-b, factor de crecimiento transformante
beta; Thl, célula T colaboradora 1; Th2, célula T auxiliar 2; Th17, célula T colaboradora 17; TIMP, inhibidor tisular de metaloproteinasas de matriz; TNF-a, factor de

necrosis tumoral alfa; Célula reguladora Treg (15).
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2.6 Reconocimiento de patdégenos y activacion de respuestas innatas
celulares

Si la biopelicula y sus productos penetran en los tejidos periodontales, las “células
centinelas” especializadas del sistema inmunoldgico reconocen su presencia y
sefialan respuestas inmunitarias protectoras. Estas células incluyen macrofagos,
células dendriticas y neutrofilos, las cuales expresan una variedad de receptores
gue reconocen patrones (PRRS) que interactian con patrones moleculares

asociados a microorganismos o patégenos (MAMPS) (34).

La activacion de los PRRs activa las respuestas inmunitarias innatas para
proporcionar proteccion inmediata, y la inmunidad adaptativa también se activa con
el objetivo de establecer una defensa especifica de antigeno sostenida. Las
respuestas inmunitarias excesivas y desreguladas conducen a una inflamacién
cronica y la destruccion tisular concomitante asociada con la enfermedad
periodontal (1,34).

Ademas de esta capacidad de reconocimiento innato, el periodonto contiene varias
células presentadoras de antigeno profesionales (APCs), que incluyen células B,
macrofagos y células dendriticas (14, 34) y recientemente descritos los neutréfilos
(34). Las APC detectan y fagocitan microorganismos y sus antigenos, después de
lo cual pueden migrar a los ganglios linfaticos e interactuar con las células T para
presentar el antigeno. Sin embargo, se reconoce cada vez mas que la participacion
de PRR (y en patrticular receptores tipo toll (TLRsS) en el reconocimiento de MAMPs
de los microorganismos patdgenos no solo es fundamental para sefalar la
inmunidad innata en forma de regulacion positiva de citocinas, sino también un
elemento critico para mejorar la captacion y procesamiento de antigenos, la
activacion de APC y las funciones efectoras de las células T asociadas a esta
activacion (1,14,34).
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3. CAPITULO Ill: NEUTROFILOS

3.1 Neutrofilo

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en los seres humanos y
representan entre el 50-70% de todos los leucocitos en la médula 6sea que
comprende precursores de granulocitos (7,35). Desempefian un papel clave en la
defensa del hospedero contra infecciones bacterianas, virales y fangicas, estas
células intrigantes no solo son vitales para la eliminacion de patdgenos durante la
infeccion temprana, sino que también vinculan las respuestas inmunes innatas y
adaptativas para promover la resolucion de la inflamacion y la cicatrizacion de
heridas (36).

3.2 Origen (Ontogenia)

Todos los elementos celulares de la sangre, incluso las células del sistema
inmunitario, surgen a partir de células primordiales hematopoyéticas
pluripotenciales en la médula 6sea (37). Los neutrofilos derivan de un progenitor
mieloide, son producidos por la médula ésea a un ritmo de 108 células/minuto en
adultos. Después de entrar al torrente circulatorio, estas células se dividen en 2
grupos: uno circulante y otro marginal que se encuentra adherido al endotelio; estos
compartimientos permanecen en un equilibrio dinamico que es importante en la
respuesta ante cualquier lesion. Después de 1.5 y 8 horas en la circulacion, los
neutrofilos pasan a los tejidos, donde tienen una vida media aproximada de 5.4 dias
(38,39) .

3.3 Funciones

Las funciones principales de los neutréfilos son fagocitosis, produccion de ROS,
degranulacién y NETosis. Sin embargo en los ultimos afios se les han atribuido
funciones de presentacién antigénica (40) y regulatorias (7,40,41), lo cual se

explicard de manera mas clara en los capitulos siguientes.
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3.3.1 Fagocitosis

Es un proceso de ingestion de particulas mayores de 0,5 pm de diametro. La
fagocitosis se potencia exponencialmente por opsonizacion a través de IgG y
proteina del complemento C3b (20).

Después del reconocimiento de los patégenos opsonizados, el neutrodfilo forma
vesiculas fagociticas y luego fagosomas, que finalmente se fusionan con los
lisosomas para formar vacuolas digestivas (fagolisosomas) donde las moléculas

antimicrobianas oxidativas y proteoliticas se liberan en un medio acido (42,43) .

Fagocitosis y destruccion de los microorganismos

1. Componentes de la bacteria u opsoninas

depositadas sobre la misma son reconocidos

por raceptores expresados por el neutrdfilo,

promoviendo ia fagocitosis de la bacteria. La

activacion del neutrdfilo induce la activacion

de la enzima NADPH oxidasa. 2. La bacteria es ingerida,
/] formandose un fagosoma

3. Los lisosomas se fusionan

con el fagosoma originando

un fagolisosoma, donde la
bacteria es sometida a la

O accion de mecanismos

microbicidas dependientes

e independientes del oxigeno.

(IROS ge

4. Las enzimas digieren
el material capturado

5. Los productos de digestion
son liberados de la célula

[
(<]

8%

Fig.11 Pasos secuenciales de la fagocitosis 29) .

Los neutrdfilos se activan cuando son capturados por células endoteliales activadas
en sitios de inflamacién y/o infeccién y se activan aiin mas durante su paso a los
tejidos, donde pueden comenzar una nueva ronda de transcripcion de genes que
codifican moduladores de la respuesta inflamatoria, como IL-8, ligando 3 (motivo C-
C) de quimiocina (CCL3), proteina inflamatoria de macrofagos 2-alfa (MIP2- a),
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) e IL-1B (44), liberan sus

granulos por exocitosis y provocan un estallido respiratorio, todo lo cual contribuye
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a optimizar las condiciones para erradicar los microorganismos infecciosos (45). Los
interferones de tipo | generados durante la infeccion microbiana estimulan el
reclutamiento de neutréfilos y mejoran la fagocitosis mediante la induccion de la

produccion de la quimiocina CXCL10 (46).

3.3.2 Las especies reactivas de oxigeno (ROS)

ROS se refiere a un gran grupo de derivados altamente reactivos de oxigeno
generados como consecuencia de los procesos metabdlicos o durante la respuesta
al estrés de un acto. La mayoria de los ROS en neutréfilos se generan mediante la
activacion de la enzima generadora de superdxido, la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (47).

Los neutrofilos circulantes existen en un estado relativamente inactivo. Su
activacion esta regulada dindmicamente y progresa desde un estado inactivo a un
estado intermedio "cebado" a medida que transmigran al sitio de infeccion o lesién
y encuentran niveles bajos de citocinas inflamatorias (TNF-a, factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) , IL - 1B, quimioatrayentes (Cb5a,
fMLF PAF, LTB4) o agonistas de TLR (Lipopolisacarido (LPS), flagelina,
lipopéptidos) (47,48) .

El cebado aumenta la capacidad microbicida de los neutréfilos al mejorar la
produccion de Og, las respuestas de degranulacién, la produccion de mediadores
inflamatorios y la capacidad fagocitica (49). Sin embargo, el cebado por si solo no
causa el ensamblaje previo del complejo NADPH oxidasa. Los agentes de cebado
pueden inducir la fosforilacién parcial de las subunidades citosélicas de NADPH

oxidasa con exocitosis parcial de vesiculas secretoras y granulos secundarios.

Independientemente de su funcién antimicrobiana, ROS derivadas de NADPH
oxidasa han surgido como reguladores clave de las respuestas inmunes del
huésped y la inflamacion neutrofilica; también es esencial para la presentacion de
antigenos, la autofagia, la quimiotaxis y la sefalizacion redox en otras células

inmunes (47).
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3.3.3 NETosis

NETosis es la muerte celular programada de neutréfilos activados, que depende de
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la descondensacion del
ADN nuclear catalizada por peptidil arginina deiminasa-4, en esta funcion del
neutroéfilo se liberan fibras de ADN extracelular llamadas trampas extracelulares de
neutroéfilos con actividad antimicrobiana contra varios patdogenos (50).. La formacién
de NETs puede ocurrir a través de una forma independiente o dependiente de
NADPH oxidasa. Una amplia gama de estimulos, como patdgenos bacterianos y
fungicos, ionéforos de calcio, citocinas inflamatorias, acido forbol miristico (PMA) y
complejos inmunes, pueden inducir NETosis in vitro. En la via dependiente de
NADPH oxidasa de la generacion de NET, el Oz se convierte en H202, que es el
sustrato de la proteina mieloperoxidasa (MPO). La activacion de MPO mediada por
ROS y la movilizacién de granulos azuroéfilos provocan la liberacion de elastasa de
neutrofilos en el citosol. Una vez en el citosol, la elastasa de neutréfilos escinde la
F-actina para degradar la integridad de la membrana plasmatica y también se
transloca al nacleo para escindir las histonas, lo que promueve la descondensacion

de la cromatina y su posterior extrusion (47,50).

Es importante destacar que NETosis se diferencia de los mecanismos clasicos de
muerte celular como la necrosis y la apoptosis por la evidencia de rotura de la
membrana nuclear, la posterior mezcla de componentes nucleares y granulares y

su liberacion combinada en el medio extracelular de la célula (50,51).

Las NET son liberados por neutréfilos maduros por una sefializacion molecular
apropiada, que incluye multiples receptores para la transduccion de sefales (p. Ej.,
TLR, receptores de citocinas y FcyR) y la posterior extrusién de ADN. Fuchs y col.
(2007) informaron inicialmente que las NET se producian durante un proceso de
muerte celular programada, distinto de la apoptosis y la necrosis, y se denominé
NETosis. Sin embargo, en 2009, Yousefi y sus colegas demostraron que los
neutrofilos también pueden tener la capacidad de permanecer viables después de
la liberacion de NETSs (52).
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Los cambios siguen un patron particular que se inicia por la pérdida de la
segregacion nuclea. Simultaneamente, también se pierde la forma lobular
caracteristica del nacleo y las membranas nucleares comienzan a separarse entre
si, pero la morfologia del citoplasma y los organulos parecen intactos. En momentos
posteriores, la envoltura nuclear se desintegra en vesiculas y las membranas
granulares desaparecen, lo que permite la mezcla de componentes nucleares,
citoplasmaticos y granulares. A lo largo de este proceso, la membrana celular esta
intacta, y solo después de que se mezclan el cromatina y los componentes

granulares se rompe, lo que permite la extrusién de los NETs (Fig. 12) (51,53).
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Fig.12 Pasos secuenciales de la NETosis. (1) Reconocimiento de estimulos a través de receptores. (2) Activacion de la ruta de la RAF / MEK
/ ERK Kinasas y el aumento del calcio citosolico que conduce a la fosforilacion de GP91PHOX para la activacién del complejo de NADHPH
Oxidasa y la produccion de oxigeno reactivos posteriores (ROS). (3) La elastasa y la mieloperoxidasa (MPO) la translocacion al nicleo de
los granulos azurdfilos promovidos por ROS y otros factores aun desconocidos. Decondensacion de la cromatina y la pérdida de la forma
lobular del ndcleo. (4) Pérdida de membrana nuclear y granular, asociacion de cromatina decondensada a componentes citoplasmicos. (5)

Pérdida de membrana plasmaética y liberacién de ADN como trampas extracelulares (121).

3.3.4 Degranulacion

Es el proceso por el cual los granulos citoplasmaticos de las células son liberados
durante la respuesta inflamatoria (54). Los neutrofilos liberan mediadores derivados
de los granulos unidos a la membrana por degranulacién o exocitosis, la liberaciéon
de granulos de los neutréfilos depende de la activacion de las vias de sefalizacion

intracelular, incluidas las arrestina beta 1 (ARRB1), la Rho guanosina trifosfatasa
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(Rho GTPasas) Rac2, los receptores de proteina de unién NSF soluble (SNAP), la
familia Tirosina quinasa c-SRC vy la tirosina fosfatasa MEG2. Algunas de estas
observaciones sugieren que la degranulacion de los neutrofilos es selectiva y

depende de vias de sefalizacion (55).

La degranulacion excesiva de neutrofilos es una caracteristica comun de muchos
trastornos inflamatorios, como episodios de asma, lesion pulmonar aguda, artritis

reumatoide y shock séptico (50,55).

El mecanismo principal por el cual los neutréfilos regulan la actividad de estos
efectores es a través del secuestro en multiples tipos de granulos citosolicos, y cada
tipo de granulo contiene un subconjunto Unico de efectores y se exocita en
respuesta a umbrales de sefializacidon Unicos (56). Al empaquetar los mediadores
en granulos, los neutréfilos controlan la actividad de estas moléculas aislandolas
dentro de la luz del granulo y permiten la administracion selectiva de estas
moléculas efectoras en momentos especificos durante la extravasacion de
neutrofilos, la infiltracion en los sitios infectados y la participacién de patégenos
microbianos. Sin embargo, si bien esta pre-sintesis equipa a los neutréfilos con un
arsenal completo de proteinas antimicrobianas listas para su despliegue inmediato,
también necesita un control estricto sobre la liberacion de estos efectores para evitar

dafios no deseados al huésped (57).

3.4 Granulos de los neutréfilos

Se han identificado cuatro tipos principales de granulos de neutroéfilos en neutrofilos
humanos, de conejo y de ratdén (58). Los granulos azurdfilos son principalmente
antimicrobianos; los granulos especificos y de gelatinasa son granulos de usos
multiples necesarios para la migracion a través de los tejidos y tienen algunas
funciones antimicrobianas; y la clase final de granulos de neutréfilos, vesiculas
secretoras, estan especializadas para el reclutamiento de neutrofilos y estan

enriquecidas en proteinas necesarias para la extravasacion de la circulacién (59).
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Tipos de granulos:
a. Granulos azurdfilos (primarios)

Son los principales granulos microbicidas de los neutrdfilos, se caracterizan por la
presencia de mdltiples proteinas antimicrobianas, incluidas enzimas productoras de
oxidantes como MPO, proteasas como azurocidina, catepsina G, elastasa y
proteinasa 3 (PR3), permeabilizantes de membrana, lisozima, proteinas que
aumenta la permeabilidad bacteriana y defensinas (60). Estos granulos provienen
de la fase del promielocito, que son reconocidos por sus granulos citoplasmaticos
largos y prominentes (>0.4um) y representan el 5% del peso seco total del neutréfilo
(37). Los granulos primarios sirven exclusivamente para desarrollar acciones
intracelulares. El contenido molecular de los granulos azurdfilos tiene 3 clases de

moléculas en su interior:

- Células MPO+: catalizan la produccion de metabolitos oxidantes, principal
mecanismo para la destruccion de microorganismos.

- Proteinas cationicas (defensinas): que son capaces de destruir un amplio
espectro de microorganismos bacterianos, asi como también hongos y virus.

- Enzimas destructoras de tejido: que son moléculas muy dafiinas y que permiten
al neutrofilo la digestion del microorganismo.

- Catalizan la destruccion de un amplio nimero de moléculas de los tejidos que
son: Hidrolasas acidas, esterasas, elastasas, captesina G, lisozimas y
glicoproteinas que contienen manosa 6-fosfato (pero no contiene LAMPs

(proteinas de membrana asociadas a lisosomas) (61).

b. Los granulos especificos (secundarios)

Son ricos en sustancias antibiéticas que participan en las actividades microbicidas
de los neutrdfilos, ya sea por movilizacion con el fagosoma o por liberacion en el
medio extracelular. Estos granulos tienen un doble propdsito: llevan varias proteinas
necesarias para la extravasacion y migracion de neutrofilos, y contienen proteinas

gue hacen que el tejido circundante sea menos susceptible al crecimiento de

37



microorganismos (59). Son pequefios (< 0.3um), translicidos y representan el 80%
de los granulos de los neutrdéfilos. Se sintetizan durante el estado de mielocito y
sirven para acciones intracelulares y extracelulares, pero son méas exclusivos para
desarrollar acciones extracelulares de secrecion (37). Estos granulos contienen

molecularmente:

- Enzimas que degradan la MEC, que son la colagenasa y plasmina.

- Moléculas reguladoras de disponibilidad de Fe (Apo-lactoferrina) y Cu
(proteina transportadora de vit. B12) para el metabolismo de las bacterias

- Ensumembrana hay receptores para el C3bi (C3b inactivado), FMLP (Formil
Metionil Leucil Fenilalanina), laminina (proteina de la matriz extracelular

relacionada con la adherencia, la migracion y la opsonizacion).

La ausencia congénita de granulos especificos es un trastorno poco comun que se
caracteriza por una estructura y funcion atipicas de los neutréfilos, asi como por

infecciones bacterianas frecuentes y graves (37) .

c. Gréanulos de gelatinasa (granulos terciarios):

Al igual que los secundarios, los granulos de gelatinasa se movilizan cuando el
neutroéfilo establece un contacto rodante primario con el endotelio activado y son
morfologicamente similares a los granulos especificos, de lo que se diferencian es
por su densidad levemente menor (62). Los granulos de gelatinasa se forman
durante la transicibn de metamielocitos a neutréfilos. Una vez que el neutréfilo
madura y se convierte en metamielocito, ya no puede proliferar, lo que marca el
comienzo de la diferenciacion terminal de los neutrofilos. Estos granulos contienen
enzimas que degradan la MEC, como gelatinasa, y receptores de membrana que
incluyen CD11b/CD18, CD67, CD177, receptor quimioatrayente del péptido N-
formilo (fMLF-R), proteina de membrana secretora asociada a transportador
(SCAMP) y Proteina de membrana asociada a vesiculas 2 (VAMP2), que son
importantes en las primeras fases de las respuestas inflamatorias y extravasacion

de neutrdfilos en tejidos inflamados (62).
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d. Granulos ricos en Ficolin-1:

Rarvig y sus colegas, describieron recientemente un cuarto tipo de granulo de
neutroéfilos, el granulo rico en ficolin-1, que se origina durante la transicién de
mielocitos a metamielocitos, pero se empaqueta en granulos de formas
segmentadas entre el comienzo del desarrollo de los granulos de gelatinasa y de
las vesiculas secretoras (59). Este nuevo tipo de granulos se identificd cuantificando
la concentracion de ficolin-1 en granulos humanos fraccionados en medios de
densidad de alta resolucion. Este fraccionamiento subcelular revelé que ficolin-1
podria encontrarse en tres compartimentos celulares distintos en los neutréfilos no
estimulados: granulos de gelatinasa, la membrana plasmatica y una tercera
poblacion de granulos no descrita previamente que tenia movilidad en los medios
de separacion intermedios a los de los granulos de gelatinasa y vesiculas secretoras
(56). Ficolin-1 se sintetiza en los neutréfilos que maduran durante la transicion de
mielocitos a metamielocitos, pero se localiza en grdnulos muy movilizados que se
forman en las células segmentadas durante las etapas muy tardias de la
granulopoyesis terminal. Al igual que los granulos secretores, los granulos de ficolin-
1 se exocitan facilmente del neutrdfilo tras una estimulacion minima y contienen
principalmente albumina sérica humana, CR1, vanina-2 (VVN2), antigeno asociado
a la funcion linfocitaria (LFA-1), actina y varias proteinas de union al citoesqueleto
(63). Los componentes de estos granulos intervienen principalmente en la

locomocién de los neutréfilos, la adhesion firme y la migracién transendotelial (63).

e. Vesiculas secretoras (VS):

Las VS son Unicas entre los tipos de granulos de neutréfilos porque su produccion
continla después de que los neutrofilos maduros salen de la médula 6sea. La
formacion de VS se da a través de la endocitosis de la superficie celular y las
proteinas séricas a través de un proceso endocitico aln no caracterizado y es
paralela a la endocitosis en la captacion de la membrana plasmética y los

componentes extracelulares solubles en las vacuolas citosoélicas derivadas de la
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membrana plasmatica; pero, a diferencia de la endocitosis candnica, las proteinas
endocitosis en VS no se degradan o reciclan posteriormente, sSino que se retienen
para su posterior liberacion, y a diferencia de los otros granulos, estas no parecen
adquirir proteinas directamente del Golgi, sino que parecen depender

completamente de la endocitosis para su formacion (64).

Las VS estdn enriquecidas por proteinas transmembrana necesarias para la
extravasacion y para la fagocitosis, especificamente el receptor formilpéptido 1
(fPR1), la integrina Mac-1, los receptores fagociticos CD16 y CR1, y los receptores
de quimiocinas y citocinas, incluido receptor 2 de quimiocinas con motivo C-X-C
(CXCR2). También contienen proteinas séricas en su luz, aunque no esta claro si
estas proteinas tienen un propdsito o simplemente estan presentes debido a que se
co-endocitosan junto con las proteinas transmembrana que se almacenan en los
VS (56,64). Al igual que los granulos especificos y de gelatinasa, la liberacién de la
VS esta restringida a la membrana plasmatica. Las VS tienen el umbral de
sefalizacion mas bajo para la liberacién de todos los tipos de granulos y, como
consecuencia, se exocitan en respuesta a estimulos inflamatorios débiles y
transitorios. Este bajo umbral de liberacion es un aspecto critico de la funcion del
VS, ya que permite que estas vesiculas sean exocitadas cuando los neutrofilos se
encuentran con las quimiocinas y las citocinas inmovilizadas en las células
endoteliales durante el reclutamiento intravascular (64). La liberacién resultante
aumenta rapidamente la concentracion de integrinas y receptores quimiotacticos en
la superficie del neutrdfilo, permitiendo la firme adhesion al endotelio vascular y
extravasacion al tejido inflamado. Curiosamente, las resolvinas antiinflamatorias

pueden afectar la exocitosis de los VS para limitar la infiltracién de neutrofilos (65).

3.4.1 Mecanismos de degranulacion en neutrofilos

El proceso de degranulacién ocurre en un proceso escalonado, con la liberacion de

cada tipo de granulo dependiente de eventos de sefalizacion especificos (66).
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Primero, las vias de sefalizacion dependientes del calcio y dependientes de la
guinasa son activadas por receptores quimiotacticos o fagociticos en respuesta
a la ligadura del receptor.

En segundo lugar, la actina y la reorganizacion de los microtubulos transportan
los granulos desde el citosol a la membrana plasmatica o, en el caso de los
granulos azurdfilos no secretores, al fagosoma.

En el tercer paso, el granulo se acopla a la membrana objetivo, lo que permite
gue las proteinas fusogénicas del granulo y la membrana objetivo interactien.
En cuarto lugar, se forma un complejo proteico competente para la fusién entre
las proteinas t-SNARE en la membrana diana y las proteinas v-SNARE (VAMP)
en el granulo.

Finalmente, este poro de fusion se expande, se fusiona la membrana del granulo
con la membrana objetivo y se libera el contenido del granulo. Este proceso
puede ser iniciado por una variedad de receptores de la superficie celular
(incluidos los acoplados a proteina G, de quimiocinas o receptores de

formilpéptidos, integrinas y receptores Fc). (67).
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Fig. 13 Granulopoiesis y factores de transcripcion asociados. La maduracion del neutréfilo terminal se caracteriza por la formacién
secuencial de los tres granulos de neutrofilos diferentes y las vesiculas secretoras, asi como la segmentacion nuclear.
Granulopoiesis comienza con el desarrollo de granulos azurdfilos en mieloblastos y prometelocitos tempranos y termina después
de la creacioén de vesiculas secretoras en células maduras y segmentadas. La formacién de granulos de neutréfilos es jerarquica
y dependiente de la sincronizacion de la biosintesis de proteinas constituyentes, mientras que la exocitosis se produce en la
secuencia inversa pero ordenada ©7).
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4. CAPITULO IV: MICROBITA ORAL Y NEUTROFILOS EN SALUD Y
ENFERMEDAD PERIODONTAL

4.1 Microbiota oral y neutréfilos en salud y enfermedad periodontal

Los estudios recientes de microbiomas clinicos y las investigaciones en modelos
preclinicos han demostrado que la periodontitis es una enfermedad disbidtica en
lugar de una infeccion bacteriana atribuida a pocas especies bacterianas Unicas o
seleccionada (histéricamente conocidas como “periodontopatogenas”) (68,69).
Cerca de 700 especies bacterianas habitan en la boca humana. Sin embargo,
alrededor del 50% de estas especies o filotipos aln no se han cultivado, y en este
contexto, Wade (2013) destaca el tema de las "bacterias orales incultivables". Esta
discusion aun sigue vigente y se ha llevado mas de un siglo con respecto a la
viabilidad de las bacterias (12).

La disbiosis implica alteraciones en la cantidad o la influencia de las especies
individuales dentro de una comunidad polimicrobiana que interrumpen la
homeostasis de los microorganismos del hospedero y conducen a una inflamacion

gue involucra elementos de inmunidad innata y adaptativa.(68,70).

La funcién de los neutrofilos es fundamental para el mantenimiento del equilibrio de
la biopelicula del hospedero y la homeostasis del tejido periodontal. A medida que
avanza el conocimiento del papel central de los neutréfilos en la enfermedad
periodontal, se impulso la idea de que puede desempefar un papel crucial en el
progreso de la salud periodontal a la enfermedad. Los informes iniciales en estos
aspectos informaron que ciertos trastornos asociados con la deficiencia de
neutrofilos primarios, tales como el sindrome de Chediak-Higashi y el sindrome de
leucocitos perezosos (Lazy leukocyte syndrome), se asociaron con infeccion
periodontal temprana y severa, pérdida 6sea, movilidad dental y pérdida de dientes.
Ademas, los trastornos que involucran directamente el funcionamiento de los
neutrofilos, como la deficiencia de adherencia de leucocitos, del tipo | y Il demuestra

la destruccion severa de tejidos (71).
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Se ha observado que la neutropenia inducida y las anomalias primarias de los
neutrofilos pueden llevar a una infeccion periodontal rapida. Estas observaciones
destacaron la importancia que la funcion de neutréfilos alterada puede desempefiar

en la patogénesis de la enfermedad periodontal (71).

4.2 Microbiota oral en salud

La microbiota oral es una de las comunidades mas complejas y dinamicas del
cuerpo humano, comprendiendo varios cientos de diferentes especies que incluyen
virus, protozoos, hongos, arqueas y bacterias. Este ecosistema en salud tiene una
funcién importante para proteger al hospedero contra la colonizacién de bacterias
extrinsecas que podrian afectar la salud sistémicamente (14,70) .

Comunmente, se piensa que los microorganismos son perjudiciales para nuestra
salud, pero existen muchos de ellos que viven armoniosamente en nuestro cuerpo
y forman nuestra propia microbiota. La homeostasis entre el hospedero y la
microbiota simbiotica es un factor clave para comprender y mantener nuestra salud
(36) .

El nUmero de bacterias que colonizan la cavidad oral es bastante pequefio en
comparacion con el nimero total de bacterias conocidas, y el nimero que causa la
enfermedad es aun menor (36,73) .

El ecosistema oral es complejo porque tiene varios nichos que posee una variedad
de superficies, como la mucosa bucal y vestibular, paladar, lengua, piso de la
boca, incluida la saliva y las superficies de los tejidos duros. Diferentes superficies
atraen distintas comunidades microbianas porque cada nicho proporciona habitats
Unicos para la colonizacion microbiana y existen consideraciones en los
pardmetros ambientales orales, como la temperatura, la disponibilidad de oxigeno,
pH, la variabilidad en la composicion y la dieta (14). Por lo tanto, existe un balance
delicado entre el hospedero y su microbiota para mantener la homeostasis y la

salud periodontal (13).
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Gram-positive bacteria

Streptococcus mutans
S. sanguinis

S. oralis

S. mitis

S. gordonii

S. parasanguinis

S. salivarius

S. anginosus

Gemella morbillorum
Rothia dentocariosa
Actinomyces naeslundii
A. gerencseriae

A. odontolyticus

A. oris

Filifactor alocis
Lactobacillus salivarius
L. fermentum

L. plantarum
Bifidobacterium dentium
Eubacterium nodatum
Parvimonas micra

Gram-negative bacteria
Fusobacterium nucleatum
F. periodonticum
Haemophilus parainfluenzae
Porphyromonas gingivalis
P. endodontalis

Prevotella intermedia

P. loescheii

P. denticola

P. melaninogenica

P. nigrescens

Tannerella forsythia
Bacteroides odontolyticus
Neisseria subflava
Veillonella parvula
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Capnocytophaga ochracea
C. gingivalis
Campylobacter rectus

C. ureolyticus

Treponema denticola

T. socranskii

Peptostreptococcus anaerobius T. vincentii
Propionibacterium acnes

Tabla IV | Microrganismos Gram positivos y negativos de la cavidad en salud (14).

A pesar de que la cavidad oral es un ejemplo de un area de nuestro cuerpo que esta
fuertemente colonizado por una comunidad microbiana diversa, su interaccién con
el sistema inmune es esencial (12,14,73).

La interaccion entre la microbiota oral y los neutréfilos es un determinante clave del
estado de salud oral, ya que la interaccion entre los neutrofilos y la comunidad
microbiana simbidtica autéctona o comensal esta estrictamente controlada para
prevenir el dafio tisular. Se sabe que los neutrdfilos estan presentes en condiciones
de salud y que patrullan en el epitelio de unién (74). Sin embargo, cuando existe
inflamacion, la tasa de migracion y el porcentaje de los neutrdfilos incrementa (74)
debido a la alta porosidad del epitelio de union y la liberacion del gradiente
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guimiotactico de IL-8, lo que genera localmente una guia para un alto nimero de
neutrofilos hacia los vasos sanguineos y después hacia el GFC. Aqui, los neutrofilos
formarén una pared protectora entre la comunidad oral, colonizando el diente y el
epitelio de unién. Los neutrofilos son en su mayoria responsables de garantizar la

salud periodontal manteniéndose al margen el biopelicula (73,75,76) .

Durante la gingivitis se genera una respuesta inflamatoria moderada, sin embargo,
si esta inflamacion no se controla, por ejemplo, en situaciones de higiene oral
deficiente, la gingivitis puede llevar a la periodontitis. En esta condicion, los
patégenos microbianos no pueden ser eliminados o controlados por neutréfilos. En
respuesta, se reclutan mas neutroéfilos al tejido periodontal y la acumulacion de
neutroéfilos, en lugar de proteger, induce el dafio periodontal del tejido e incluso la
pérdida Osea. Por lo tanto, se debe mantener un equilibrio entre la funcion de los

neutréfilos y la microbiota para garantizar la salud periodontal (73) .

4.3 Microbiota oral en enfermedad

Una microbiota disbiotica o alterada de la cavidad oral es responsable del desarrollo
de las enfermedades orales mas comunes; caries, gingivitis y periodontitis (12,14).
La progresién de la salud a la periodontitis se explica ahora como la transicion de
una comunidad microbiana simbidtica que, debido a varios factores de riesgo, como
el tabaquismo, cambios en la dieta, un huésped inmunodeprimido, lesion tisular o
la colonizacion de la cavidad oral por bacterias patdégenas como P. gingivalis, puede
modificar el ecosistema oral dando como resultado una comunidad polimicrobiana
disbidtica (73). El crecimiento de bacterias simbioticas seleccionadas induce vias
inflamatorias del huésped. En particular, se ha demostrado que la infeccidon
polimicrobiana para la enfermedad periodontal estan involucradas bacterias como
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia vy
Fusobacterium nucleatum (14,76) .

Pacientes con periodontitis agresiva (como la periodontitis agresiva localizada)
parece muy diferente a la periodontitis cronica. En la biopelicula asociada con la

periodontitis agresiva localizada predominan cocoides Gram negativos.
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Los hallazgos microbiolégicos clinicos indican que el patégeno primario asociado

con esta enfermedad es Aggregatibacter actinomycetemcomitans (12).
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Fig. 16 Sinergia polimicrobiana y disbiosis en periodontitis. La colonizacién de los patégenos especificos “Keystone” (por ejemplo,
Porfiromonas gingivalis) ayudada por los patégenos accesorios (por ejemplo, Streptococcus gordonii) causa alteraciones en la composicion y
namero de la microbiota periodontal que contribuyen a la aparicion de la disbiosis en individuos susceptibles. La microbiota disbiotica
resultante exacerba la inflamacién al activar las vias sinérgicas asociadas con el complemento. El entorno inflamatorio no solo promueve la
periodontitis si no también mayor crecimiento bacteriano al proporcionar nutrientes en forma de productos. De hecho, el GFC tiene proteinas
de huésped degradadas y compuestos que contienen hemo (fuentes de aminoacidos y hierro, respectivamente) que cumplen las necesidades
nutricionales de la comunidad microbiana disbiética. Por lo tanto, estos cambios ambientales favorecen a las especies inflamdfilas
(organismos proteoliticos y asacaroliticos con capacidad de adquisicion de hierro que prosperan en la inflamacion). La disbiosis da como

resultado una inflamacién periodontal ain mayor y la reabsorcion ésea, perpetuando asi un ciclo reciproco reforzado de la destruccion de

La microbiota disbidtica polimicrobiana tiene un arsenal de mecanismos de
autodefensa con los que se puede atacar a los neutréfilos. Esta tiene una
comunicacion intermicrobiana llamada deteccion de Quérum Sensing (QS), que
permite a la microbiota disbidtica optimizar las condiciones de la biopelicula y
garantizar el suministro de nutrientes. Las moléculas de deteccion de QS son
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capaces de controlar la respuesta ROS de los neutréfilos y la entrada de P.
aeruginosa, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y S. aureus para producir
toxinas bacterianas que inducen la lisis y degranulacion de los neutréfilos (14).

Los neutrofilos ahora se aprecian cada vez mas como los principales actores en la
periodontitis crénica y otros trastornos inflamatorios crénicos, incluida la artritis
reumatoide, la psoriasis, la aterosclerosis, la enfermedad inflamatoria del intestino,
la diabetes y el céancer. La evidencia clinica indica que los neutrofilos son
responsables de una porcién sustancial de la destruccion inflamatoria del tejido y
sus numeros se correlacionan positivamente con la severidad de la periodontitis.
Ademas, debido a los estimulos proinflamatorios persistentes, los pacientes con
periodontitis crénica tienen neutroéfilos en los tejidos orales que se viven durante
mas tiempo en comparacion con los neutrdfilos en los tejidos orales de individuos
sanos (77,78).

Los neutrdfilos supernumerarios, hiperactivos o desregulados pueden causar dafio
a los tejidos conectivos a través de la liberacion de moléculas inflamatorias y toxicas
(por ejemplo, especies de oxigeno reactivas) o MMP, incluida la colagenasa, la cual
también contribuye a la iniciacion de la resorcion 6sea. También algunas bacterias
orales han desarrollado estrategias para alterar la funcion de los neutrdfilos con el
fin de estimular el estado de inflamacion y promover su persistencia en periodontitis
(68,76).

Finalmente, la inflamacion y la destruccion de tejidos mediados por los neutrofilos
evocan el sangrado gingival frecuente, a partir del cual, estas bacterias pueden
usarlo como fuente adicional de nutrientes (como el hierro y la vitamina K); por lo
gue se ha observado que la presencia de neutrofilos parece ser necesaria para

funciones inmunomoduladoras importantes (36).

El éxito de los nuevos enfoques terapéuticos que se dirigen a estos mecanismos
identificados, atestigua la relevancia y la importancia funcional que presentan los
neutréfilos en el mantenimiento de la salud o en el desarrollo de enfermedad

periodontal (68).
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5. CAPITULO V. HETEROGENEIDAD DE LOS NEUTROFILOS EN CAVIDAD
ORAL

5.1 Heterogeneidad de los neutréfilos

Anteriormente se consideraba que los neutréfilos eran una poblacién celular
relativamente homogénea (79). Recientemente los datos de las ultimas décadas
han revelado que los neutréfilos también pueden ejercer funciones
inmunorreguladoras, ademas de mostrar plasticidad fenotipica y funcional. Se han
descrito poblaciones heterogéneas de neutrdfilos circulantes basandose en
parametros como marcadores de superficie celular, flotabilidad, madurez, funciones
y localizacion tanto en condiciones sanas como patolégicas que incluyen cancer,
infecciones y trastornos autoinmunes e inflamatorios (80). También se ha descrito
gue los neutrofilos son clave en la destruccion de los tejidos y han sido descritas
como espadas de doble filo; ya que tanto como su ausencia y su hiperactividad y
conduce a una inflamacién periodontal con dafio de tejido grave y pérdida dental
(81). Por lo tanto, la investigacion hacia los posibles roles pro y antiinflamatorios de
los subconjuntos de neutrofilos se han estudiado y demostrado en modelos
recientes de lesiones, traumas, céncer, sepsis y enfermedades inflamatorias
relacionadas con la isquemia dentro de la cavidad oral, también se han propuesto
diferentes subconjuntos de neutréfilos y fenotipos de neutroéfilos proinflamatorios en
la periodontitis (74). Hay datos que confirman la participacion del neutrdéfilo en la
activacion directa de otras células en respuesta inespecifica, asi como de células
especializadas en respuesta especifica. Por ejemplo, se han realizado
observaciones de neutrofilos con diferentes niveles de actividad en relacion con los
linfocitos, y se identificd una poblacién que tenia caracteristicas similares a las de
las células que son capaces de presentar antigenos. También existen reportes de
neutrofilos que demuestran diferentes tiempos de supervivencia o capacidad para
la guimiotaxis, e incluso se ha observado en otros estudios que la respuesta de los
neutroéfilos frente a Staphylococcus aureus es diversa, sugiriendo la existencia de

diferentes subpoblaciones (82).
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5.2 Primeros informes sobre subpoblaciones de neutréfilos

La basqueda de la heterogeneidad de los neutrofilos comenzé entre los afios 70s y
90s. En ese momento, la investigacion se centr6 en evaluar las diferencias
funcionales de los neutréfilos, su densidad y la biosintesis de proteinas/ARN.
Autores como Ramsey encontré en 1972 que los diferentes grupos de estas células
varian en su capacidad de quimiotaxis. Ademas, Pember y Kinkade demostraron en
1983 que los neutroéfilos demuestran una actividad variada de MPO.

El uso de anticuerpos monoclonales permitio confirmar la hipdtesis sobre la
existencia de subpoblaciones de neutrdfilos. Esto se demostré detectando un 5%
de poblacion de neutréfilos sin antigeno comuin de la leucemia linfoblastica aguda
(CD10).Un poco mas tarde, Chollet-Martin et al. Identificaron en 1992 una
subpoblacion hiperreactiva de neutrofilos en pacientes con insuficiencia respiratoria
aguda.

El Grupo de Trabajo de Antigeno de Granulocitos de la Sociedad Internacional de
Transfusion de Sangre en 1998 establecid6 una nomenclatura de antigenos de
granulocitos que consta de cinco sistemas de antigenos. Los antigenos de
neutrofilos humanos (HNA) comprenden un grupo de glicoproteinas expresadas en
neutréfilos humanos: HNA-1 (FccRlllb, CD16), HNA-2 (CD177), HNA-3 (CTL2),
HNA-4 (CD11b / CD18; Mac-1 , CR3), HNA-5 (CD11a/ CD18) (82).

5.2.1 Subpoblaciones con diferente actividad en la inflamacion

Se han descrito 141 marcadores de diferenciacion (CD) de los neutréfilos aislados
de diferentes sitios y en diferentes estados de salud y activaciéon. A continuacién se

mencionan algunos.

Tabis Il | Descripeidn de subconjuntos de neutréfilos tanto por sus expresiones de m arcadores com o sus funcione

ellares ezpecificas en el o exio de la =alud oral v Iz Tsm Scic 4
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Poblaciones de prueba de neutréfilos, estado de

salud oral y muestras de control.

Marcadores de neutroéfilos
descritos en la poblacion

de pruebas.

Propiedades funcionales

de la poblacion.

Neutréfilos de GFC de donantes saludables vs.

neutréfilos de sangre

Wilton et al. / (1977)

CD35 defectuoso o bajo en
neutréfilos de GFC de
donantes saludables

Fagocitosis deteriorada

Neutréfilos de sangre de pacientes con periodontitis

agresiva vs. donantes periodontalmente saludables

Van Dyke et al. / (1987)

Cd11b"" En neutrdfilos de
sangre de pacientes con

periodontitis agresiva

Fagocitosis deteriorada

Neutréfilos de sangre de pacientes con periodontitis

agresiva frente a donantes periodontalmente saludables

Nemoto et al. / 1997

CD16"", CD11a"e",
CD11b"¢" en neutrdfilos de
sangre de pacientes con

periodontitis agresiva

Fagocitosis deteriorada

Neutréfilos de sangre de pacientes con periodontitis

cronica vs neutrdéfilos de sangre

Miyazaki et al. / 1997

CD16"",CD32"°" en
neutréfilos de sangre de
pacientes con periodontitis

cronica

Fagocitosis deteriorada

Neutréfilos de sangre de pacientes con periodontitis

cronica vs donantes periodontalmente saludables

Kobayashi et al. / 2000

CD16b alotipo NA2"°¥en
neutrofilos de sangre de
pacientes con periodontitis

crénica

Fagocitosis deteriorada y
liberacion de ROS en
respuesta a las bacterias

opsonizadas por 1gG

Neutréfilos de GFC de pacientes con periodontitis

cronica vs. neutréfilos de sangre

Kobayashi et al. / 2001

CD89"dh, CD64MN, CD16h"Y,
CD32a"" en neutrofilos de
GFC de pacientes con

periodontitis crénica

Fagocitosis deficiente de
bacterias opsonizadas por
19G

Neutréfilos orales de pacientes con periodontitis crénica

vs. Paral y neutrofilos Para 2

Fine etal./ 2016

CD10"", CD63™",
CD64"", CDB6a""
CD11b"s", CD18"e", CD55""

en Paral y neutréfilos Para 2

Mayor fagocitosis,
formacion neta, liberacion

de ros y degranulacion.

CD55"e", CD63"a",
CD170"", CD16"", FSC-
AloY, SSC-AIPY

Neutréfilos orales (Para2)
de donantes sanos vs.

Paral neutroéfilos

Fine etal. / 2016 En neutréfilos orales
(Para2) de donantes

sanos

Aumento de la fagocitosis, la formacion de NETosis y la

liberaciéon de ROS no estimulados.

Neutréfilos orales de donantes sanos vs. neutréfilos de

sangre

CD1g6"o", CD11b"o",
CD63"e", CD66kMN

Aumento de la liberacion de

ROS no estimulada.
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Rijkschroeff et al. / (2016)

Neutréfilos de donantes
edentulos vs. donantes
dentados con formas leves
de periodontitis

Rijkschroeff et al. / 2017

CD16M" CD11b"v,
CD63"°", CD66b™" En
neutrofilos de donantes

edentulos

Disminucién de la liberacion de ROS no estimulada.

Neutréfilos orales de

donantes sanos vs.

fMLPR'" En neutrdfilos

orales de donantes sanos

Quimiotaxis deteriorada, aumento de la fagocitosis y

liberacién de NETosis no estimulada

neutrdéfilos de sangre

Moonen et al./ 2019

Los marcadores descritos anteriormente no son exclusivos de los neutrofilos

también se han reportado en otras células, como macréfagos, linfocitos By T.

Witko-Sarsat et al. Demostraron en 1999 que poblaciones de neutrofilos circulantes
asociados con la inflamacion crénica forman dos poblaciones de células en funcién
de la presencia o ausencia de la expresion en la membrana de proteinasa 3 (MPR3).
La mPR3 con CD177 ayuda a la activaciéon celular. CD177 es un marcador
especifico para los neutroéfilos expresado en la membrana plasmatica de neutréfilos,
asi como en la membrana de sus granulos especificos. CD177, en humanos, se
expresa exclusivamente en la superficie de los neutrdfilos y regula la transmigracion
a través del endotelio (83). La expresion de CD177 es necesaria para la
presentacion superficial de PR3, lo que facilita la transmigracion de neutrofilos
CD177+ (84,85). La expresion de CD177 puede variar en neutrdéfilos y en diferentes
individuos (por ejemplo, expresion alta, baja, negativa) (86). La implicacion de las
poblaciones CD177 + o CD177- en la vasculitis derivada de ANCA u otras
enfermedades inflamatorias sigue siendo desconocida (87). La ausencia de CD177
no afectd la capacidad migratoria de los neutrdfilos, pero provoc6 la muerte celular
(83,87).
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Otra glicoproteina detectada dentro de granulos especificos de neutréfilos es
Olfactomedina 4 (OLFM4) esta actia como un supresor de tumores y se ha
identificado recientemente que el 25% de esta glicoproteina se encuentra en
granulos especificos de los neutréfilos humanos en circulacién, donde inhibe la
activacion de varios granulares como protesas, incluyendo catepsina C, elastasa,
catepsina G y PR3. Esto indica que la expresion de OLFM4 podria regular
negativamente la eficiencia de la muerte bacteriana en un subconjunto de neutréfilos
(81) .

El reconocimiento de que los neutréfilos son fenotipicamente heterogéneos en los
tejidos sanos es reciente y su diversidad en condiciones de inflamacién, infecciéon y
enfermedad crénica ha sido apreciada durante décadas. Varias propiedades
fenotipicas y funcionales de los neutréfilos cambian rapidamente en condiciones de
inflamacion estéril o infecciosa. Por ejemplo, los neutréfilos pueden adoptar
diferentes formas de migracion a través de las paredes vasculares, expresan una
matriz de receptores de reconocimiento de patrones y secretar diferentes tipos de
citoquinas durante las infecciones, o pueden dotarse, 0 no, con la capacidad de

impedir la activacion de las células T (88).

5.2.2 Subpoblaciones de neutrdéfilos en salud y enfermedad periodontal.

El fenotipo para-inflamatorio se defini6 como neutréfilos en un estado intermediario
gue les permite interactuar con la microflora oral sin obtener una respuesta

inflamatoria marcada, contribuyendo asi a la homeostasis.

Los marcadores que estaban regulados en los neutréfilos orales de los pacientes
con periodontitis se colocaron en tres categorias: marcadores de activacion y
degranulacién (CD10, CD63, CD64 y CD66A), receptores de adherencia (CD11B y
CD18) e inhibidores de complemento (CD55) (74).

El fenotipo proinflamatorio de los neutrdéfilos orales de la periodontitis se confirmo
mediante una degranulacion elevada, fagocitosis, produccion de ROS y formacion
de NETs. En salud oral, los autores observaron dos poblaciones diferentes de
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neutroéfilos orales. Estos diferian en su tamafio de tamafio y granularidad, en su
expresion de marcadores de diferenciacion especificos, produccion de ROS vy

formacion de NETSs.

De acuerdo a estudios realizados mediante citometria de flujo y correlacion de
genes, los histogramas y mapas de calor (Heat map) muestra que el fenotipo oral
del neutrofilo presente solo en salud tenia un perfil de dispersién hacia adelante y
un perfil de dispersion lateral similar a los neutrofilos de la sangre, y estas células
estaban en un estado inferior de activacion (Fig.14). Al mismo tiempo, la otra
poblacién méas activada mostrd una expresion mas alta de CD55 y CD63, mientras
gue habia disminuido niveles de receptor inhibitorio CD170 y CD16 (74,89).

Recientemente, en 2018, un grupo de investigadores informé que la expresion de la
superficie de CD63, CD11b, CD16 y CD14 indica un estado de activacién en
neutroéfilos orales, ya que la presencia de estos marcadores implica procesos de
reconocimiento de la degranulacion, adhesion y reconocimiento de antigenos.
Encontraron que la activacion oral de neutréfilos se redujo en la gingivitis
experimental a pesar de los numeros de células mas altos, en comparacion con los
observados en la salud y durante la fase de resolucion. Los neutrdfilos circulatorios,
por otro lado, se demostraron que se activaron durante la gingivitis, como lo muestra
los marcadores CD55, CD63, CD11b y CD66a.

Otro grupo de investigadores dirigido por Nicu y Loos, también han estado
investigando los neutréfilos orales por sus marcadores de superficie. Ellos
describieron que los neutréfilos orales de los donantes en salud sin estimulacién
adicional estaban mas activadas que los neutréfilos circulatorios, como lo indica una
mayor expresion de CD11b, CD63 y CD66b, y una activacion elevada de ROS de
manera constitutiva. Los autores concluyeron que los neutréfilos orales estan en
una etapa mas madura de su ciclo de vida en comparacion con los neutrdfilos de la
sangre periférica, pero que todavia son capaces de responder a la estimulacién.
Posteriormente fueron publicados datos sobre neutrdéfilos orales de pacientes con
periodontitis e informaron que CD11b se elevo en estos neutréfilos en comparacion

con los de los controles saludables (74,88)
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Se esta volviendo cada vez mas evidente que lejos de ser una poblacién celular

homogénea, los neutrofilos muestran un vasto grado de plasticidad y

heterogeneidad dentro de una amplia gama de escenarios fisiol6gicos y patolégicos

(81). En futuros estudios, estas directrices pueden ayudar a que los datos de

diferentes grupos de investigacion sean mas comparables e informar sobre los

nuevos fenotipos y subconjuntos de neutrofilos que pueden ayudar a utilizarse como

objetivos en la investigacion universal y plantear nuevas posibilidades terapéuticas

(74,77) .
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Fig.14 La diversidad de marcadores de superficie de neutréfilos depende de la fuente y la salud del tejido. (A) El mapa de calor (Heat
map) de la pantalla inicial de los 374 marcadores de CD conocidos usando HTS — FLUJO Citometria de sangre y neutréfilos orales

Aislados de pacientes sanos y CP. (B) Podriamos confirmar la expresion de 145 marcadores de superficies en neutrdfilos en

circulacion o muestras de enjuague oral; Una extensa busqueda de literatura revela que los marcadores de CD se informaron

anteriormente que se expresaron anteriormente en neutréfilos en diferentes estados de activacion. (C) por ciento Los perfiles de

expresion de marcadores positivos se muestran en un formato de mapa de calor para un conjunto representativo de 20 marcadores de

superficie en neutrdfilos de sangre y enjuague oral en salud y CP Los pacientes revelan el grado de diferencias entre las fuentes de

neutrdéfilos. (D) Ejemplos de histogramas de marcadores de superficie celular utilizados cominmente para aislar los neutréfilos (119).
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Fig.15 Clasificacion de células con un anticuerpo contra CD11B, CD16 y CD66B permitié el enriquecimiento de neutrofilos
maduros altamente puros en la sangre (a) cuantificacion de la evaluacion citométrica de flujo de los neutréfilos de la sangre de
pacientes de periodontitis sano y crénica (expresadas como% de las células XVI) (B ) Flujo de parcelas citométricas de un
andlisis representativo de la sangre y neutréfilos orales de pacientes sanos y CP después del aislamiento celular. Los
marcadores seleccionados se expresan altamente en los neutréfilos independientemente de las condiciones inflamatorias. La
expresion CD11b, CD16 y CD66B (NEGH) se superponen en mAbs de control de isotipo (en rojo). (C) Preparaciones de
citrospina de cada células clasificadas basadas en la expresion de CD11bp, CD16pand CD66Bp para que cada compartimento
se visualizaron con la tincion diff-quiet para confirmar la pureza de las muestras (119).

5.2.3 Subpoblaciones de neutréfilos con diferentes tiempos de
supervivencia

Una vida util mas prolongada de los neutréfilos puede dar inicio a que los neutrofilos
experimenten cambios fenotipicos y funcionales que pueden explicar la

heterogeneidad de los neutrdéfilos (90). Se encontrdé que existen subpoblaciones de
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neutréfilos humanos con un fenotipo caracteristico, que muestran la expresion de
moléculas HLA-DR (antigeno leucocitario humano DR), CD80 y CD49d, que se
caracterizan por una supervivencia prolongada de hasta 72 horas. Estas células
componen del 8 al 17% de los neutréfilos no apoptoéticos que producen cantidades
significativas de aniones superoéxido y leucotrienos. Los neutréfilos que sobreviven
durante mucho tiempo muestran un indice fagocitico elevado y una mayor adhesion,
asi como una capacidad limitada para la quimiotaxis y exocitosis de los granulos

primarios y secundarios. (82)

La investigacion ha demostrado que la estimulaciéon de neutréfilos (aislados de
sangre humana) con GM-CSF, TNF- a e IL-4, los cuales existen en la inflamacion,
conduce a la generacion de subpoblaciones de neutrofilos de larga vida. Esto da
como resultado que estas subpoblaciones produzcan cantidades significativas de
IL-8, antagonista del receptor de IL-1 e IL-1b (91). Esta subpoblacion recién
descubierta de neutréfilos humanos se caracteriza por un perfil Unico de fosforilacién
de moléculas de sefalizacién intracelular. Las investigaciones demostraron una
participacion de las quinasas de la via PI3K en la extension de la supervivencia de
las subpoblaciones de neutrdfilos identificadas. Los resultados de estos estudios
sugieren que los neutrdéfilos son capaces de cambiar de un fenotipo "clasico" a un

"neutréfilos de larga vida" segun las condiciones ambientales del huésped (91).

5.2.4 Subpoblaciones de neutrdfilos con funciones antigénicas y
regulatorias

Los neutréfilos son un elemento importante del sistema inmunolégico innato,
aungue recientemente también se reconoce su papel como células reguladoras y

efectoras en los mecanismos de inmunidad innata (7,92).

Las propiedades originales y preexistentes del neutrofilo lo convierten en una célula
esencial en la transicion entre la inmunidad innata y adquirida. Por ejemplo,
aproximadamente un 5 a 8% de la subpoblacion de neutréfilos sanguineos porta

inmunorreceptores similares a TCR cuya activacion aumenta su supervivencia y
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estimula la produccion de IL-8 (93). La utilidad de esta funcion del neutrdfilo frente
a un antigeno especifico es su rapidez de respuesta, o que permite esperar el
relevo de la respuesta clasica de los linfocitos T frente a los antigenos. El neutréfilo
también puede, a través de la produccion de quimiocinas especificas como CCL3,
CCL4, CCL5 (RANTES), CCL20 (MIP-3a) o factores como defensinas, facilitar el
reclutamiento local y la activacion de células dendriticas y linfocitos T, permitiendo

asi una respuesta inmune completa'y adaptativa (94-96)

5.24.1 Neutrofilos como células presentadoras de antigenos
(APCs)

Estas funciones de presentacion antigénica ya no son exclusivas de células
dendriticas, sino también de los neutrdfilos, ya que se ha demostrado que tienen la
capacidad para transformarse, transdiferenciarse y reprogramarse a si mismos, lo

cual muestra su notable flexibilidad de adaptacion y su eficacia.

La fagocitosis de un microorganismo por neutréfilos activa fuertemente el
metabolismo celular, las quimiocinas y citocinas liberadas por las células en el sitio
inflamatorio activaran al neutréfilo que permitird preparar un péptido antigénico

especifico gracias al sistema endosomal de esta célula (97).

El neutrdfilo en reposo expresa solo moléculas de MHC de clase |, mientras que el
neutréfilo activado en presencia de IFN-y, GM-CSF, TNF-a, IL-4 cambiara y
expresara MHC de clase Il en su superficie, ademas de CD83, CD40 y CCR6, asi
como moléculas de coestimulacion CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2); criterios que

definen una célula dendritica (40).

La subpoblacion de neutréfilos que expresan el coestimulador B7-1 (CD80)
depende de los linfocitos CTL ya que estan involucradas en la movilizacion de estos
neutroéfilos. Esta subpoblacion de neutréfilos demostré participar en la maduracion
de CTL, la cual estd mediada por IL-12 y que es expresada después de la
inmunizacion con células tumorales alogénicas (98). Mescher y col. han informado

de que se requieren al menos tres sefales para que se induzca la respuesta de
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CTL: la sefial especifica del antigeno (a través de la interaccion TCR / MHC), la
activacion de moléculas coestimuladoras de contacto (CD28 / CD80) y la produccién
de citocina IL-12 (99).

En la respuesta inmune ante los microorganismos patdgenos, las tres sefiales se
integran a nivel de APC especializadas que son, por regla general, células
dendriticas; sin embargo, estas sefiales parecen ser generadas también por APCs
similares a neutroéfilos (98). Ademas, también se ha descrito que los neutrofilos
también conservan la capacidad de adquirir las funciones y marcadores de las
células dendriticas hasta las etapas finales de diferenciacién (100).
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Fig. 16 Tomada y modificada de (40) La imagen muestra la transdiferenciacion del neutréfilo en una célula
presentadora de antigeno. La estimulacion del neutréfilo por diferentes citocinas, como GM-CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos / macréfagos), TNFa (factor de necrosis tumoral a), IL-4 (interleucina-4) e
IFN-y (interferén y), permitira, por un lado, el retraso en la muerte programada del neutrofilo y, por otro lado, la
desviacion del fenotipo funcional del neutréfilo hacia el de una célula presentadora de antigeno (Ag). Este cambio
de fenotipo esta asociado a la expresion, por parte de los neutréfilos afectados, de marcadores de tipo “dendritico”
como las moléculas MHC Il (complejo principal de histocompatibilidad de clase 1l) HLA-DR, CD40, CD83, CCR6 y
el B7-1y moléculas coestimuladoras B7-2 (CD80 y CD86). Esta célula "transdiferenciada" puede activar
directamente los linfocitos T a través de la interaccién de TCR (receptor de células T) con MHC y moléculas
coestimuladoras. Ademas, puede expresar y secretar gelatinasa B, cuyo beneficio es disolver la matriz
extracelular, facilitando asi la migracion de otras células.
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5.2.4.2 Neutrofilos inmunorreguladores

Se ha descubierto que los neutroéfilos son capaces de producir IL-10 y que tienen un
papel supresor insospechado durante la infeccibn microbiana aguda y crénica
durante una infeccién bacteriana, micética o parasitaria (101). Estos neutroéfilos
supresores controlan la respuesta inflamatoria de las células dendriticas, los

monocitos, los macréfagos y celulas Th (102,103).

La identificacion de este subconjunto de neutréfilos humanos productores de 1L-10
presentes en el sitio de inflamacion es inducida por LPS que induce activacion de
células Treg especificas y promueven la generacion de neutrofilos productores de
IL-10. Las células Treg con LPS o mAbs anti-CD3/CD28 da como resultado la
regulacion positiva de la molécula de adhesion 1(ICAM-1); sin embargo, la
activacion de TCR tiene un efecto mayor. La posterior incubacion de células Treg
pretratadas con neutroéfilos dio como resultado una expresion superficial diferencial
de CD11b. La regulacion a la baja de CD11b en neutréfilos incubados con células
Treg estimuladas con LPS podria ser el resultado de la induccién de la apoptosis de
neutréfilos (104). Los experimentos de bloqueo confirman que tanto CD11b en
neutréfilos como ICAM-1 en células Treg estimuladas con LPS estan involucradas
en interacciones entre células Treg y neutrdéfilos que contribuyen a la induccion de

la produccién de IL-10 y la apoptosis (105).

También es util recordar que el neutrdéfilo inflamatorio también es un importante
proveedor de lipidos bioactivos (ejemplo: LTB4, PAF) directamente asociados con
la regulacion de las funciones inmunes (94,106). La maduracion dendritica
provocada por el neutréfilo dirige la proliferacion de linfocitos T hacia Thl (106).
Ademas, la interaccién neutrdéfilo-célula endotelial permite limitar la adhesion de los
linfocitos y su papel en la respuesta inmune avanzada, este efecto esté ligado a la
inhibicion por el neutrdfilo de la expresidon de VCAM-1 por la célula endotelial.
Finalmente, el contacto neutrdéfilo-linfocito T en el sitio inflamatorio estimula al

neutroéfilo y podria participar en la regulacion de la reaccion local (107).
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Fig. 17 El papel de los neutroéfilos y las células T reguladoras (Treg) en la inflamacion inducida por lipopolisacéaridos (LPS) y su posterior
supresion. Al principio, el LPS induce las funciones efectoras y la supervivencia de los neutréfilos facilitando la eliminacion de bacterias. A
continuacion, las células Treg reclutadas en el sitio de la inflamacion son activadas por LPS y posteriormente interactiian con los neutrofilos
recién migrados proporcionando una sefial inhibidora. Como consecuencia, los neutréfilos producen interleucina (IL) -10 y sufren apoptosis. La
IL-10 liberada por los neutréfilos, en forma de bucle de retroalimentacion positiva, induce la produccién de IL-10 y la apoptosis en otros
neutrofilos. La reaccion podria continuar hasta que todos los neutrofilos se transformen en cuerpos apoptoticos, facilitando la posterior
fagocitosis por macrofagos y la resolucion de la inflamacion. Es importante sefialar que las células Treg estimuladas con LPS tienen un efecto
inhibidor solo cuando interactan con neutréfilos no activados. La activacion previa de neutréfilos con LPS los insensibiliza a la influencia de las
células Treg. ICAM-1, molécula de adhesién intercelular 1; ROI, intermedios de oxigeno reactivo; TLR, receptor tipo Toll €.

5.2.5  Subpoblaciones de neutrdfilos de baja densidad

La centrifugacion de sangre en el gradiente de densidad permite el aislamiento de
dos fracciones de neutrofilos: neutréfilos de baja densidad y neutréfilos de mayor
densidad. Los neutréfilos de baja densidad (LDN) sedimentan dentro de la fraccién
de célula mononuclear de sangre periférica (PBMC) obtenida después de la
centrifugacion en gradiente de densidad de sangre en pacientes con cancer o
inflamacion (108). Los LDN muestran una morfologia similar a la de los neutrofilos
y expresan CD66b, pero pueden ser heterogéneas. Durante la condiciones
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inflamatorias, pueden estar compuestos por poblaciones mixtas de CD11b+ CD16+
CD11b"%/-y [ o CD16"" /- maduros e inmaduros y su frecuencia a menudo se
correlaciona con la gravedad de la enfermedad y / o la respuesta al tratamiento. Se
desconoce por qué solo un grupo de neutréfilos maduros de densidad normal se

convierte en LDN tras la activaciéon (109-111).

Los LDN inmunosupresores, conocidos como células supresoras granulociticas
derivadas de mieloides (G-MDSC), se han descubierto dentro de la fraccion de
PBMC de pacientes con tumores soélidos, neoplasias hematolégicas vy
enfermedades inflamatorias (112-114).

Los LDN/G-MDSCsG suprimen la proliferacion de células T y/o la produccion de
interferén (IFN)-y y se describen como células CD66b+ CD15+ CD14-/dm CD33dm
HLA-DR~ (115,116). También pueden expresar niveles elevados o reducidos de
marcadores de maduracion (CD11lb, CD16, CD124 / IL-4R), marcadores de
activacion (CD66b, CD16, CD11b, CD62L, CD54 / ICAM-1 [molécula de adhesion
intercelular 1], CD63, CD274 / PD-L1 [ligando de muerte programada 1]),
marcadores funcionales (arginasa 1) o receptores de quimiocinas (CXCR2, CXCR4)
(108).

También hay neutrdéfilos inmaduros derivados de la médula 6sea, revelados como
células CD10"°" /-CD16"%, movilizados durante infecciones sistémicas graves
(117). Otras pruebas identificaron una subpoblacion de neutréfilos humanos
maduros con una capa de anticuerpos CD11cPht/ CD62L9™/ CD11bbriaht / CD16Pright
como una poblacion circulante Unica de células mieloides (MDSC) capaz de suprimir
la proliferacion de células T humanas. Estas células se encontraron en pacientes
con inflamacion. Algunos investigadores afirman que el mecanismo de inhibicion de
la proliferacion de linfocitos T depende de la expresién de la integrina Mac-1
(antigeno del macrofago 1) y ROS liberada a la sinapsis inmunitaria entre los
neutréfilos y las células T, que pueden ser el objetivo de las estrategias de

modulacion de este fendmeno (118).
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VI. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢,De qué manera contribuyen los neutrofilos a la salud periodontal?

2. ¢,De qué manera contribuyen los neutrdfilos en el desarrollo de la enfermedad

periodontal a la salud periodontal?

3. ¢ Existen distintas subpoblaciones de neutrofilos que estén presentes en tejidos

sanos Y tejidos con enfermedad periodontal?

VIl. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El periodonto estd compuesto por encia, cemento radicular, hueso alveolar y
ligamento periodontal y brinda soporte al diente permitiéndole llevar a cabo sus

funciones.

Los tejidos periodontales se encuentran constantemente expuestos a diversos
microorganismos, tales como bacterias, parasitos, hongos y virus; y cuando éstos
se observan clinicamente sanos se debe una homeostasis entre microorganismos

simbidticos y las células del sistema inmunoldgico innato, principalmente neutrofilos.

Los neutrofilos son las primeras células de defensa en entrar en contacto con los
microorganismos presentes en la biopelicula dental y son capaces de mantener el
equilibrio entre estos elementos. Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria es
excesiva y cronica debido a especies periodontopatdgenas, existe un incremento
en el reclutamiento y activacion de los diferentes mecanismos de defensa del
neutrofilo; lo que adem@s alarga la vida media de esta célula generando produccion
y secrecion de moléculas proinflamatorias y otras enzimas capaces de degradar los
elementos de la MEC del periodonto y destruyéndolos gradualmente conforme

progresa la EP.

Recientemente se han descrito diferentes tipos de neutrofilos en condiciones de
salud y enfermedad. Por esta razon, es importante describir las diferentes funciones

gue presentan los neutrofilos en las diferentes etapas de la EP (periodonto sano,
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gingivitis y periodontitis) y analizar las diferentes subpoblaciones de neutréfilos con
base en la expresion de diversos marcadores de superficie, y asi, este trabajo pueda
brindar una visién general sobre la heterogeneidad de los neutrdfilos y los posibles
mecanismos de diversificacion y funcionalidad de éstas importantes células en la

mucosa oral.

VIll. HIPOTESIS

Existen diferentes subpoblaciones de neutrofilos en el periodonto. Cada
subpoblacion presenta diferentes funciones y expresion de marcadores de acuerdo

al estado de salud periodontal que presenten los tejidos.

VIl. OBJETIVOS
General:

El objetivo de este trabajo es analizar de manera exhaustiva la heterogeneidad de
los neutréfilos y las diferentes funciones y mecanismos de respuesta inmunolégica
gue presentan estas células polimorfonucleares (PMN) o neutréfilos en la
etiopatogénesis de la enfermedad periodontal, especificamente en gingivitis y
periodontitis.

Especificos:

- Describir las caracteristicas generales de un periodonto sano y con
enfermedad periodontal.

- Describir los componentes inmunoldgicos del periodonto en salud y
enfermedad.

- Describir las funciones generales de los neutréfilos y analizar los
mecanismos de defensa activados durante el desarrollo de la enfermedad

periodontal.
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- Analizar la respuesta de los neutroéfilos ante la presencia de una microbiota
simbidtica y disbidtica en el periodonto.

- Describir y comparar las diferentes subpoblaciones de neutréfilos presentes
en pacientes con salud y enfermedad periodontal, de acuerdo con la

expresion de marcadores de superficie y moléculas de activacion.

X. METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO: Corresponde a un disefio de investigacion descriptivo y
retrospectivo.

CRITERIOS DE SELECCION:
Criterios de Inclusioén:

- Tipos de estudio: Estudios experimentales in vitro e in vivo.

- Tipos de participantes: Humanos sistémicamente sanos con salud
periodontal, gingivitis o periodontitis; y modelos murinos.

- Tipos de tejidos analizados: Tejido periodontal y sangre periférica.

- Periodo: Estudios realizados entre el afio 2000 y 2021.

Criterios de Exclusion:

- Tipos de estudios: Revisiones (Reviews and Overviews) y Reporte de casos.
- Tipos de participantes: Humanos con alguna enfermedad sistémica como
diabetes, hipertension, enfermedades autoinmnes u otras.

- Periodo: Estudios realizados antes del afio 2000.
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ESTRATEGIA DE BUSQUEDA:

La metodologia que se utilizé en este trabajo es la Revisién Narrativa de literatura,
en el que se describieron los resultados y estimaciones subjetivas de un grupo de

expertos para apoyar y discutir sus conclusiones.

Se efectio una amplia busqueda de literatura cientifica publicada sobre el tema en
revistas indexadas. Todos los articulos se consultaron con fuentes de informacion
bibliografica electronicas en PUDMED, WILEY y ScientDirect, utilizando las
siguientes palabras clave; “(Periodontal disease) AND (Neutrophils) AND

(Neutrophil Heterogeneity)”.

GENERACION DE EVIDENCIA:

La descripcion y analisis de los datos fue de manera cualitativa, con el fin de resumir
y comparar los resultados reportados. No se realiz6 metaandlisis debido al objetivo
de incluir estudios in vitro e in vivo, y en especial a que el tipo de revision

corresponde a Revisién Narrativa.
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IX. RESULTADOS (TABLAS)

Se realizd la busqueda en Pubmed (https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/), Wiley

(https://onlinelibrary.wiley.com/) y ScientDirect (https://www.sciencedirect.com/)y a

través de las siguientes palabras clave obtuvimos lo siguiente:

Buscador

Palabras clave

Numero de resultados

Pubmed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)

((Periodontal  disease)
AND (Neutrophils)) AND
(Neutrophil
Heterogeneity)

19 resultados

Wiley ((Periodontal  disease) | 23 resultados
(https://onlinelibrary.wiley.com/) AND (Neutrophil
heterogeneity))
ScientDirect (neutrophils) AND | 26 resultados (se
(heterogeneity) AND | seleccionaron los
(https:/fwww.sciencedirect.com/) (periodontal disease) siguientes parametros:
"Research Articles" vy
“Immunology and

Microbiology")
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Pubmed
N: 19
Seleccionados: 9

Wiley
N: 23
Seleccionados: 11

Estudios en total: 68

Estudios en
Seleccionados: 34

Busqueda

ScienceDirect
N:26
Seleccionados: 13

Estudios excluidos: 34

Tras la revision inicial de titulo y resumen, y con exclusion de duplicados y estudios

no experimentales (reviews, protocolos de investigacion, carta al editor) se

obtuvieron 68 documentos para continuar con la lectura de texto completo, etapa

donde se excluyeron 34 estudios. Es importante mencionar que para los primeros

dos capitulos también se revisO bibliografia basica y actualizada del area de

Periodoncia e Inmunologia, los cuales no se consideraron dentro de los resultados

de la busqueda que mencionamos en el diagrama anterior.

De acuerdo a los objetivos de este trabajo, se resumira la informacién mas relevante

en las siguientes tablas.
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Caracteristicas clinicas e histologicas de un periodonto sano y enfermo

Caracteristicas clinicas

Caracteristicas histoldgicas

Tratamiento

Periodonto Encia libre es de color rosado coral, de e Epitelio FASE 1
sano superficie lisa, brillante, de consistencia paraqueratinizado y
blanda y movil. ortoparaqueratinizado
Margen de la encia libre se ubica sobre la e [Escaso vasos
superficie adamantina aproximadamente sanguineos en tejido
0,5-2 mm en direccion coronal del limite conectivo
cemento-esmalte.
Encia adherida es de color rosado palido, e Presencia de células
de consistencia firme y aspecto rugoso. poliformonucleares
cercanas al epitelio del
surco
Gingivitis Inflamacion e Cambio vasculares FASE1,2y3
o (dilatacion de vasos)
Enrojecimiento
y e Aumento de células
Tumefaccion como macréfagos y
Hemorragia neutrofilos
Exudado e Fluido crevicular es més
abundante
Dolor (poco frecuente)
Halitosis
Periodontitis Pérdida de insercion clinicamente e Eltejido conectivo es FASE1,2y 3

detectable

Inflamacién del ligamento periodontal
Perdida de hueso alveolar

Exudado

Epitelio ulcerado

Presencia de bolsas subgingivales
Movilidad dentaria

Mayor nimero de ausencias dentarias

edematoso y se infiltra
células plasméticas
(aproximadamente el
80%), linfocitos y una
dispersion de neutréfilos

El tejido conectivo
muestra diversos grados
de degeneracion.

El epitelio de unién en la
base de la bolsa suele
ser mucho mas corto que
el de un surco normal
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Componentes inmunoldgicos en el periodonto

Tipo de respuesta
(innata/adaptativa)

Funciones en el periodonto
sano

Funciones en enfermedad
periodontal

Saliva Inmunidad innata e  Ph neutro (7) Aumenta la cantidad de
y adaptativa e Previene la unién de proteinas plasmaticas, eritrocitos
bacterias en la denticién y y leucocitos
las superficies de la Liberacién de diferentes enzimas
mucosa oral relacionadas con destruccion
¢ Inhibicion de: factores de celular
virulencia especificos, Cambio en la poblacién
crecimiento de células microbiana en la placa
bacterianas y enzimas dentobacteriana
destructivas
e Neutraliza el peréxido de
hidrégeno bacteriano
Fluido gingival | Inmunidad innata |e Ph neutro (7) Ph alcalino
crevicular y adaptativa |4 Mantenimiento de la Aumento de la produccién de
integridad oral y de los fluido crevicular
tejidos Liberacion de diferentes enzimas
e Defensa contra patégeno y relacionadas con destruccion
enfermedad periodontal. celular
e Proteccién y adhesion Lleva a una mayor deposicién de
e Mantiene la homeostasis biopelicula en la bolsa
entre las bacterias y el periodontal
huésped Activa la cascada de
e Fuerzas de desplazamiento complemento
que tienden a “barrer” el
surco, bajando la poblacién
microbiana
Tejidos Inmunidad innata |e  Protege el tejido El epitelio de unién es permeable
Epiteliales y adaptativa periodontal y permite el movimiento hacia

Actlia como barrera contra
las bacterias y sus
productos

Contiene péptidos
antimicrobianos

adentro de los microorganismos.
Hay aumento de GCF.

Se producen citocinas y
estimulan a los neutréfilos para
gue produzcan neuropéptidos,
gue provocan la vasodilatacion.
La necrosis de las células
epiteliales que se encuentra mas
distantes de los tejidos
conectivos puede provocar
hendidura y divisiones
intraepiteliales, que contribuyen a
las primeras etapas de la
formacion de la bolsa periodontal.
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Células del sistema inmune en tejidos periodontales

Tipo de Tipo de respuesta Funciones en el periodonto Funciones en enfermedad
célula (innata/adaptativa) sano periodontal
Linfocitos T Inmunidad Son responsables del Existe un desbalance entre
adaptativa sistema inmunitario mediado células Treg y células
por células efectoras tipo Th17
Controlan el crecimiento de Aumento de Linfocitos T
células tumorales y proveen
una auto-tolerancia Aumenta la pérdida 6sea
alveolar
Respuesta frente a un
antigeno o sustancia extrafia
particular
Linfocitos B Inmunidad innata Son responsables del Los linfocitos B son
y adaptativa sistema inmunitario mediado predominantes en
por anticuerpos infecciones orales.
Reconocen las moléculas Promueven la inflamacion en
antigénicas de los patégenos. la periodontitis
Fagocitosis Contribuyen a la destruccion
Osea periodontal.
Producen exocitosis de
mediadores y citotoxinas.
Células Inmunidad Procesan moléculas Las células plasméticas son
Plasmaticas adaptativa bioactivas, (citoquinas, las mas predominantes.
hormonas, las defensas, las ) »
moléculas de adherencia y Contribuye a la degradacion
los factores de crecimiento) de las estructuras de tejido
conectivo en la periodontitis
Producen anticuerpos.
Destruccion del tejido
Combaten infecciones. mediada por MMP contribuya
a la degradacion de la matriz
en la periodontitis
Alteran la homeostasis
Mastocito Inmunidad innata Defensa del huésped Liberan una gran cantidad de

Reparacion de tejidos
Juegan un papel clave en el
control de la inflamacién local
Cicatrizacién de heridas
Reacciones a cuerpos
extrafios

mediadores

Asociados con la
degradacion crénica del
tejido periodontal
Expresién de MMP que
puede participar en la
destruccion de tejidos en la
periodontitis
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Macrofago Inmunidad Fagocitosis de microorganismos Los principales
- y algunas células. contribuyentes a la
innata y SO g’ . o .
Eliminacién de células viejas, degradacion de los tejidos
adaptativa detritus y cuerpos extrafios. Produccion de mediadores
Regulacién de hematopoyesis. inflamatorios que
Interaccion bidireccional con contribuyen a la destruccion
linfocitos. del hueso.
Presentacién de antigenos para Pueden ser
la respuesta inmune especifica. proinflamatorios
Secrecion de mas de 100
productos biol6gicamente activos.
Actividad antitumoral
Células Inmunidad Presenta antigenos e induce a los Capturar antigenos y
dendriticas innata y !infocitos a iniciar la respuesta aum,entando la exprt_as_ién de
} inmune. moléculas de superficie, con lo
adaptativa ) que adquieren la posibilidad de
Capturan y procesan antigenos. activar linfocitos T
Elimina el patdégeno y repara el dafio Los patégenos periodontales
tisular afectan la funcion de las CD
Alta capacidad fagocitica gingivales y su capacidgd para
preservar la homeostasis
Neutrdfilo Inmunidad Primera linea de defensa Contribuye a la ruptura del
Innata'y Mantenimiento de la homeostasis epitelio de union
adaptativa Neutrdéfilos supernumerarios,

Vinculan las respuestas inmunes
innatas y adaptativas para promover
la resolucion de la inflamacion y la
cicatrizacion de heridas

hiperactivos o desregulados
pueden causar dafio a los
tejidos conectivos

Evocan el sangrado gingival
frecuente

Contribuye a la iniciacién de la
resorcion 6sea

Estimulan el estado de
inflamacion y promover su
persistencia en periodontitis
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Tipo de granulos en neutroéfilos

Contenido Funciones
Granulos Multiples proteinas antimicrobianas, incluidas enzimas Principal granulo
azurofilos productoras de oxidantes como MPO, proteasas como microbicida de los
(primarios) azurocidina, catepsina G, elastasa y proteinasa 3 (PR3), y neutrofilos.
permeabilizantes de membrana Lisis y digestion del
Proteinas como la lisozima, la proteina que aumenta la microorganismo.
permeabilidad bacteriana y las defensinas
Granulos Enzimas que degradan MEC, que son la colagenasa y Estos granulos presentan
(seesgfrfciif;(;i%ss ) plasmina. un doble propésito:

Moléculas reguladoras de disponibilidad de Fe (Apo-
lactoferrina) y Cu (proteina transportadora de vit. B12) para el
metabolismo de las bacterias

En su membrana hay receptores para el C3bi (C3b
inactivado), FMLP (Formil Metionil Leucil Fenilalanina),
laminina (relacionada con la adherencia, la migracion y la

opsonizacion)

a) Transportar
proteinas necesarias
para la extravasacion y
migracion de
neutrdéfilos

b) Funcion
antimicrobiana que
evita el crecimiento de
microorganismos en

los tejidos.

Granulos de
gelatinasa
(gréanulos
terciarios)

Enzimas que degradan MEC, como la gelatinasa, y
receptores de membrana que incluyen CD11b / CD18, CD67,
CD177, receptor quimioatrayente del péptido N-formilo (fMLF-
R)

Proteina de membrana secretora asociada a transportador
(SCAMP)

Proteina de membrana asociada a vesiculas 2 (VAMP2)

Importantes en las primeras
fases de las respuestas
inflamatorias y
extravasacion de neutrofilos

en tejidos inflamados

Granulos ricos en

Albumina sérica humana, CR1, vanina-2 (VVN2)

Intervienen principalmente

Ficolin-1 Antigeno asociado a la funcion linfocitaria (LFA-1) en la locomocion de los
Varias proteinas de union al citoesqueleto neutréfilos
Adhesion firme y la
migracion transendotelial
Vesiculas Proteinas transmembranales necesarias para la Extravasacion

secretoras (VS)

extravasacion y para la fagocitosis, especificamente el
receptor formilpéptido 1 (fPR1)

Integrina Mac-1, los receptores fagociticos CD16 y CR1
Receptores de quimiocinas y citocinas, incluido receptor 2 de
quimiocinas con motivo C-X-C (CXCR2).

Quimiotaxis

Fagocitosis.




Marcadores de superficies de neutrofilos

Marcadores de Tipo de marcador Funcién del marcador de Origen de los Referencia
superficies de superficie. neutréfilos
neutréfilos
CD10 Membrana Escinde péptidos Neutrofilos
metaI(_)- Inact,iv_a varias hormonas humanos (20,119)
endopeptidasa peptidicas.
Involucrado en la
degranulacion de
neutrofilos.
CDlla, CD11b Media la adherencia de los Neutroéfilos
Subunidades de neutréfilos a la fagocitosis murinos (80,105,11
integrina Alpha L del endotelio estimulada de Neutrofilos B
y Alpha M particulas recubiertas de humanos 9)
complemento
Degranulacion.
CD11lc Subunidad de Neutrdfilos
integrinaay X, Funciones anéalogas a las humanos (20,100,10
CR4 del CD11b. 6,119)
CD13 Aminopeptidasa Modula la eficacia de la Neutrofilos
N, APN, gp150 apoptosis inducida por humanos (20,119)
TNF-a en neutrdfilos.
Esta involucrado en la
migracién de neutrdfilos y /
0 agregacion homotipica.
CD14 Receptor de LPS Actla como un correceptor Neutrofilos
que se une LPS bovinos (20,33)
Recluta neutréfilos a los
complejos CD14-LPS en las
células epiteliales
mamarias.
CD16 FC Fragmento de Fagocitosis Neutrofilos
receptores de aclaramiento de complejos humanos (79,119)
baja afinidad IgG antigeno-anticuerpo. Eosinéfilos '
A e FcyRIllb se expresa en activados
neutrofilos y b
CD18 Subunidad de Se combina con multiples Neutrofilos
integrina beta 2 cadenas a]fg diferentqs: murinos (20,106,11
para permitir la adhesion
celular 9)

Sefializaciobn mediada por la
superficie celular durante
las respuestas inmunitarias
Migracién celular.




CD31 Molécula de e Regulacion de las interacciones Neutrdfilos
adherencia celular neutréfilo-endoteliales. murinos (20,838
plaquetaria/ endotelial T
1 [PECAM-1] 4,119)
CD32, CD32a Fragmento FC de los | ¢ Fagocitosis Neutrdfilos
receptores de baja | ¢  Aclaramiento de complejos humanos (20,119)
afinidad 1gG Il antigeno-anticuerpo ’
e Se encuentra en células
fagociticas y (general)
¢ lla co-regula la degranulacién
e Se expresaen célulasBy
FcyRllc en una variedad de
células inmunes.
CD33 Proteina ¢ Inhibicion del flujo de Ca®*
transmembrana tipol | ¢ Crecimiento celular Neutrofilos (111,11
de 67 KD . Apoptosis humanos '
e Liberacion de citocinas. Neutrdfilos 2,116)
murinos
CD35 Complemento C3B/ | e Receptores de activacion del Neutrdfilos
C4B Receptor 1 complemento humanos (20,65)
e Unién celular a particulas y ’
complejos inmunes que tienen
complemento activado
e Degranulacion de neutréfilos
CD43 95-135 kD; e Regula la interaccion neutrofilo Neutrofilos
sialomucina endotelio humanos (20,119)
CD44 De 80 a >100 kD, muy | ¢ Se une al hialuronano Neutréfilos
glucosilada ¢ Regula la interaccion neutrdfilo humanos (20,119
endotelio (inflamacion) B
122)
CD46 Membrana de ¢ Regula la interaccion neutréfilo ¢ Neutrdfilos
protedlisis (MCP) endotelio humanos (20.22.1
e Activacion del complemento T
19)
CD50 ICAM-3 e Regula la interaccién neutréfilo e Neutrdfilos
endotelio murinos (22,119)
CD55 Factor de aceleracion | ¢ Regula la cascada del e Neutrdfilos
de decadencia para el complemento. humanos (20,22,1
complemento e Unidn a las proteinas del 19)

complemento acelera su
descomposicion,
interrumpiendo asi la cascada y
reduciendo el dafio a las
células huésped.

Involucrado en la
degranulacion de neutréfilos




CD62L Molécula de Se une a CD34, GlyCAM Neutrofilos (20,22,
adherencia de Media interacciones rodantes con el humanos 119)
leucocito (LAM) endotelio
Tetraspanin-30 Media la transduccién de sefiales en Neutréfilos (22)

CD63 la regulacion del desarrollo celular humanos

Crecimiento,motilidad, y la activacién
Degranulacioén
Forma complejos con integrinas.
CD64 FcyRI Receptor de afinidad alta por IgG, Neutrdfilos (22)
Se une a IgG3 > IgG1 > IgG4 >>> humanos
IgG2
Media fagocitosis
Es el homologo humano de Cell-CAM Neutrdfilos (22)
Glucoproteina biliar-1 Célula relacionada con antigeno humanos
CD66a (BGP-1) carcinoembrionario Neutrdfilos
Media interacciones intercelulares murinos
homofilicas
Activacién de células inmunitarias
CD66b CGM6 Célula relacionada con antigeno Neutrdfilos (22)
carcinoembrionario humanos
Regulacion de la actividad adhesiva
de CD11/CD18 mediante la
transduccion de sefiales en
neutrofilos.
CD85a LILRB3 Marcador de activacion Neutrdfilos
humanos
(inflamacion) (119)
CcD88 Receptor C5A Funcion en inflamacion inducida por Neutrdfilos
el complemento humanos (20,22,
119)
Fragmento FC del Interactla con objetivos opsonizados Neutrdfilos
CD89 receptor IgA con IgA humanos
L (20,22,
Desencadena la fagocitosis
Citotoxicidad mediada por células 119)
dependiente de anticuerpos
Liberacion de mediadores
inflamatorios y la degranulacién de
neutrofilos.
CD114 Receptor del factor e Implicado en todos los estadios de e Neutrdfilos
estimulante de diferenciacién de granulocitos humanos (20,22
colonias-3 (CSF 3) —
119)
CD116 GM-CSFRa e Receptor de quimiocinas e Neutrdfilos
humanos (20,22,
119)

75




CD122 Subunidades Fagocitosis e Neutrdfilos
+ funcionales de IL-15r humanos 119
CD132 (119)
CD132 Subunidad del e Neutrdfilos
receptor de Receptor de humanos (20,22,1
interleucina-2 gamma / quimiocinas T
cadena gamma del 19)
receptor de citocina
comudn
CD147 M6, neurotelina, Mejora la quimiotaxisy | ¢ Neutrofilos
EMMPIRS)I\(I_,Afb?aagma, funcién del neutrdfilo humanos (20,22,1
19)
CD162 PSGL-1 Regula la interaccion e Neutrdfilos
neutroéfilo endotelio humanos_ ] (20,221
(inflamacion)
19)
Ajuste de &cido sialico Inhibe la activacion de | ¢  Neutrdéfilos
Ig-Lectina 5 varios tipos de células humanos
) : 20,22,1
CD170 incluidos los (20
neutrdfilos, que 19)
participan en la
adhesion celular
Degranulacion de los
neutrofilos.
CD177 NB1, PRV-1, HNA-2a Marcador de activacion | ¢  Neutrdéfilos
Indicador de los PMN humanos (83,86)
orales incorporados en '
biopeliculas orales.
CD181 Receptor tipo 1 de IL-8 Mejora la quimiotaxis y _
funcion del neutrdfilo Neutréfilos humanos (20221
19)
CcD182 Receptor tipo 2 de IL-8 Receptor de e Neutrofilos
quimiocinas humanos (20,22,1
19)
CD217 IL-17R, CTLA-8 Receptor de e Neutrdfilos
quimiocinas Eil(lj?)anos(mﬂama (20,22,1
19)
CD147 M6, neurotelina, Mejora la quimiotaxis y e Neutrdfilos
EMMPI‘\C’)I)I\(I_,Afb?aagma, funcion del neutrdfilo humanos (20,22,1
19)
CD282 Toll like receptor 2, e Receptor tipo Toll 2 e Neutrdfilos
TIL4 murinos (20,221
19)
fMLPR (FPR) | Receptor de péptidos e Mejora la migracion y e Neutrdfilos
de formilo degranulacion de humanos (20,22,1

neutrofilos.

19)




X. DISCUSION

El periodonto normal es un conjunto de componentes que proporciona el soporte
necesario para mantener los dientes en funcién. Consta de cuatro componentes
principales: encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Cada uno de
estos componentes periodontales es distinto en su ubicacioén, tejido, arquitectura,
composicién bioquimica y composicion quimica, pero funcionan juntos como una

sola unidad.(1)

En un periodonto sano la encia libre es de color rosado coral, de superficie lisa,
brillante, de consistencia blanda y movil y el surco gingival mide de 0.5 a 3 mm. La
encia consiste histolégicamente en un revestimiento continuo de epitelio escamoso
estratificado con algunas areas del epitelio externo gingival ortoqueratinizadas y
otras areas paraqueratinizado, ademas de una membrana basal y tejido conectivo
o lamina propia. (3) En estos tejidos encontramos a los diferentes componentes
tisulares y celulares responsables de mantener la homeostasis con los

microorganismos presente en la biopelicula oral.

La cavidad oral es una &rea de nuestro cuerpo que esta fuertemente colonizada por
una microbiota formada por mas de 700 especies, por lo que su interaccién con el
sistema inmune es esencial (12,14,73). La interaccion entre la microbiota simbiotica
oral y los neutroéfilos es un determinante clave del estado de salud oral, ya que esta
interaccién estd estrictamente controlada y regulada para prevenir dafio tisular; sin
embargo, cuando existe una microbiota disbiética o alterada en la cavidad oral, esta
sera responsable del desarrollo de las enfermedades orales mas comunes: caries,

gingivitis y periodontitis (14).

Los neutrdéfilos estan presentes en condiciones de salud periodontal y patrullan en
el epitelio de unién de manera constante, por lo que histolégicamente, siempre
observaremos la presencia de presencia de neutréfilos cercanos al epitelio del
surco. Sin embargo, cuando existe inflamacion, la tasa de migracién hacia los tejidos

gingivales y el porcentaje de los neutréfilos incrementa (74)
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La enfermedad periodontal comienza con gingivitis, donde se observa inflamacién
localizada de la encia que es iniciada por bacterias de la biopelicula y si esta no es
diagnosticada y tratada adecuadamente progresa a una periodontitis que se define
como “una enfermedad inflamatoria de los tejidos de soporte de los dientes causada
por microorganismos especificos o grupos de microorganismos especificos, que da
como resultado la destruccion progresiva del ligamento periodontal y el hueso

alveolar con una mayor formacion de profundidad de sondaje, recesién o0 ambos”

Histol6gicamente la enfermedad periodontal se desarrolla en diferentes fases
(lesidn inicial, temprana, establecida y avanzada) (1), donde se inicia la formacién
de una hendidura intraepitelial por el aumento de la permeabilidad del epitelio del
surco y trae consigo una migracion de neutrdfilos, células plasmaticas, células Ty
B. En la lesion inicial y temprana la respuesta inmune debe establecer una relacion
simbidtica entre el hospedero y la microbiota, que sea capaz de proporcionar una
secuencia ordenada de eventos coordinados para proteger de infecciones y

minimizar el dafio a los tejidos.

Dentro de los principales componentes celulares, tenemos a los neutrdéfilos, uno de
los leucocitos responsables de mantener dicha homeostasis. Las funciones
principales de los neutrdfilos son fagocitosis, produccion de ROS, degranulacion y
NETosis. Sin embargo, en los ultimos afios se les han atribuido funciones de

presentacion antigénica e inmunorregulatorias.(40)

Es importante recordar que los neutréfilos presentan diferentes estados de
maduracién y activacidn si éstos se encuentran circulando en torrente sanguineo o
dentro de los tejidos. Los neutrofilos circulantes existen en un estado relativamente
inactivo y su activacion esta regulada dinamicamente y progresa desde un estado
inactivo a un estado intermedio "cebado” a medida que transmigran al sitio de
infeccidn o lesion y encuentran niveles bajos de citocinas inflamatorias (TNF - a, GM
- CSF, IL - 1B), quimioatrayentes (C5a, fMLF PAF, LTB4) o agonistas de TLR (LPS,
flagelina, lipopéptidos). El cebado aumenta la capacidad microbicida de los

neutroéfilos al mejorar la produccion de ROS que genera la activacion de la enzima
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generadora de superoéxido, la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
oxidasa. (79)

Otra de las maneras de activacion de los neutrofilos ocurre con la formacion de NET,
la cual puede ocurrir a través de una forma independiente o dependiente de NADPH
oxidasa; en la via dependiente de NADPH oxidasa el Oz se convierte en H202, que
es el sustrato de la mieloperoxidasa. La activacion de MPO mediada por ROS y la
movilizacion de granulos azurofilos provocan la liberacion de elastasa de neutréfilos
en el citosol, la cual escinde la F-actina para degradar la integridad de la membrana
plasmatica y también se transloca al ndcleo para escindir las histonas, lo que
promueve la descondensacion de la cromatina y su posterior extrusiéon. Un dato
interesante es que inicialmente la NETosis se consideraba un proceso de muerte
celular programada distinto de la apoptosis y la necrosis. Sin embargo, en 2009,
Yousefi y sus colegas demostraron que los neutréfilos también pueden tener la

capacidad de permanecer viables después de la liberacién de NETs. (37,50)

La degranulacion representa un mecanismo muy importante de los neutrdfilos.
Cuando la degranulacion en neutréfilos es excesiva una caracteristica comun es la
presencia de muchos trastornos inflamatorios, como la periodontitis. EI mecanismo
principal por el cual los neutrdfilos regulan la actividad de estos efectores es a través
del secuestro en multiples tipos de granulos citosdlicos, y cada tipo de granulo
contiene un subconjunto Unico de efectores, y se exocita en respuesta a umbrales

de sefalizacion unicos. (55)

Hasta el momento, se han identificado cuatro tipos principales de granulos de
neutroéfilos en neutrofilos humanos, de conejo y de ratdn. Los granulos azurofilos
son principalmente antimicrobianos; los granulos especificos y de gelatinasa son
granulos de usos multiples necesarios para la migracién a través de los tejidos y
tienen algunas funciones antimicrobianas; y la clase final de granulos de neutrdfilos,
las vesiculas secretoras, estan especializadas para el reclutamiento de neutréfilos
y estan enriquecidas en proteinas necesarias para la extravasacion de la

circulacion.(58)
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De esta manera los neutrofilos fueron considerados durante mucho tiempo como
una poblacion homogénea de células innatas de vida corta y limitada a las funciones
descritas anteriormente. Sin embargo, los datos de las ultimas décadas han
revelado que los neutrdfilos también pueden ejercer funciones de presentacion
antigénica (40), e inmunorreguladoras, ademas de mostrar plasticidad fenotipica y

funcional. (80)

Las poblaciones heterogéneas de neutrofilos circulantes se basan en parametros
como marcadores de superficie celular, flotabilidad, madurez, funciones vy
localizacion tanto en condiciones sanas como patoldgicas, los neutréfilos son clave
en la destruccién de los tejidos, tanto su ausencia o su hiperactividad conducen a

una inflamacion periodontal con dafio de tejido grave y pérdida dental. (81)

Los marcadores de diferenciacion (CD) individualmente o en combinacion ayudan
para la identificacion de poblaciones de neutréfilos humanos. Principalmente
CD11b, CD14, CD15, CD16 y CD62L. Ademas, varios receptores en la superficie
de los neutrdfilos inician la via de sefializacion fagocitica. Los receptores especificos
para la region Fc de los anticuerpos incluyen CD64, CD32, CD16 y CD89. (119)

Los neutrdéfilos reconocen los microorganismos opsonizados por el complemento
utilizando los receptores del complemento (CR) CD35 (CR1), CD11b/CD18 (CR3) y
CD11c/CD18 (CR4). También se han informado varios marcadores de
degranulacion de neutréfilos. Los marcadores de superficie son CD63 (granulos
primarios / azurdfilos), CD15 y CD66b (granulos secundarios / especificos) asi como
CD11b (granulos terciarios / gelatinasa) y CD13, CD14, CD18, CD45 (granulos

cuaternarios / secretores). (74)

Los marcadores descritos anteriormente no son exclusivos de los neutrofilos
también se han reportado en otras células, como macrofagos, linfocitos B y linfocitos
T, sin embargo, la combinacién de varios de estos marcadores han ayudan a

caracterizar mejor a los neutrofilos.

Las subpoblaciones de neutrdfilos circulantes asociados con la inflamacion cronica

forman dos poblaciones de células en funcion de la presencia o ausencia de la
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expresion en la membrana de proteinasa 3 (mMPR3). mPR3 con CD177 ayuda a la
activacion celular. La expresion de CD177 es necesaria para la presentacion
superficial de PR3, lo que facilita la transmigracion de CD177+ de neutrdfilos. La
expresion de CD177 puede variar en los neutréfilos en diferentes individuos, por lo
gue este marcador por si solo no es determinante para asumir esta activacion
celular.(83,87) Otra glicoproteina detectada dentro de granulos especificos de
neutrofilos es la Olfactomedina 4 (OLFM4), la cual actia como un supresor de
tumores y se ha identificado recientemente que el 25 % de esta glicoproteina se
encuentra en granulos especificos de los neutréfilos humanos en circulacién, donde
inhibe la activacion de varios granulares como proteasas, incluyendo catepsina C,
elastasa, catepsina G y proteinasa 3 (PR3). Esto indica que la expresion de OLFM4
podria regular negativamente la eficiencia de la muerte bacteriana en un

subconjunto de neutrofilos (81) .

Otras subpoblaciones de neutrofilos reportados en enfermedad periodontal son los
gue expresan marcadores de activacion y degranulacion (CD10, CD63, CD64 y
CD66A), receptores de adherencia (CD11b y CD18) e inhibidores de complemento
(CD55). Son neutroéfilos que tienen una expresion alta de CD55 y CD63, mientras
gue habia disminuido niveles de receptor inhibitorio CD170 y CD16. La expresion
de las moléculas de superficie CD63, CD11b, CD16 y CD14 indica un estado de
activacion en neutrofilos orales, ya que la presencia de estos marcadores implica
procesos de reconocimiento, degranulacién, adhesién y reconocimiento de
antigenos. Durante la gingivitis existe una activacion de marcadores CD55, CD63,
CD11b y CD66 en neutrdfilos circulatorios.(74,89)

Otras subpoblaciones de neutrofilos con diferentes tiempos de supervivencia son
los neutréfilos que muestran la expresion de moléculas HLA-DR (antigeno
leucocitario humano DR), CD80 y CD49d. Esta subpoblacién se caracteriza por una
supervivencia prolongada de hasta 72 horas que producen cantidades significativas
de aniones superoxido y leucotrienos. Los neutréfilos que sobreviven durante
mucho tiempo demuestran un indice fagocitico elevado y una mayor adhesion, asi

como una capacidad limitada para la quimiotaxis y exocitosis de los granulos
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primarios y secundarios. También se ha demostrado que la estimulacién de
neutrofilos aislados de sangre humana con factor estimulante de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF)-a e interleucina -4 conduce
a la generacion de subpoblaciones de neutréfilos de larga vida. Esto da como
resultado que estas subpoblaciones produzcan cantidades significativas de IL-8,

antagonista del receptor de IL-1 e IL-1b. (91)

Las subpoblaciones de neutréfilos con funciones antigénicas son otro grupo de
neutrofilos llamados neutréfilos auxiliares de células B, que se encuentran en la
zona marginal del bazo, expresan la molécula coestimuladora B7-1 (CD80) y
dependen de los linfocitos T CD8+ ya que estan involucradas en la movilizacion de
estos neutrofilos. Esta subpoblacion de neutréfilos demostrd participar en la
maduracion de CTL, la cual estd mediada por IL-12 y que es expresada después de
la inmunizacion con células tumorales alogénicas. Estos neutréfilos manifiestan una
capacidad para producir cantidades significativas de citocinas, por ejemplo,
proteinas de la superfamilia de TNF, como el factor activador de células B y un
ligando inductor de la proliferacion, que tienen un fuerte efecto sobre la proliferacion

de linfocitos B y la produccion de inmunoglobulinas. (98)

Otra subpoblacion de neutréfilos descrita es aquella con funciones
inmunoreguladoras, que son capaces de producir IL-10, capaz de controlar la
respuesta inflamatoria de las células dendriticas, los monocitos, los macrofagos y
las células T cooperadoras. Este subconjunto de neutréfilos humanos productores
de IL-10 presentes en el sitio de inflamacion es inducido por LPS que induce
activacion de células Treg especificas y promueven la generacion de neutréfilos
productores de IL-10. Las células Treg con LPS o mAbs anti-CD3/CD28 da como
resultado la regulacion positiva de ICAM-1.(105)

Por ultimo, otros estudios han descrito subpoblaciones de neutréfilos de “baja
densidad” (LDN), los cuales muestran una morfologia similar a la de los neutréfilos
y expresan CD66b, pero también pueden ser heterogéneas. Durante condiciones
inflamatorias, estas células pueden estar compuestos por poblaciones mixtas de
células CD11b+/CD16+/CD11b"" * y/o CD16'"%- maduros e inmaduros, y su
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frecuencia a menudo se correlaciona con la gravedad de la enfermedad y/o la
respuesta al tratamiento. Los neutrofilos LDN / G-MDSCsG suprimen la
proliferacion de células T y/o la produccién de interferon (IFN)-y y se describen como
células CD66b+/CD15+/CD14-/dm /CD339™ /HLA-DR~. Asi mismo, éstas células
pueden expresar niveles incrementados o disminuidos de marcadores de
maduracion (CD11b, CD16, CD124 / IL-4R), marcadores de activacion [CD66Db,
CD16, CD11b, CD62L, CD54 / ICAM-1 (molécula de adhesién intercelular 1), CD63,
CD274 | PD-L1 (ligando de muerte programada 1)], marcadores funcionales
(arginasa 1) o receptores de quimiocinas (CXCR2, CXCR4), y todas estas multiples
combinaciones de marcadores parecen estar asociados a la gravedad de la

enfermedad o al estado de salud presente en el hospedero.(118)

Toda esta informacion abre nuevos conceptos sobre la inmunobiologia del neutrofilo
y su importancia en el desarrollo de la enfermedad periodontal, sin embargo, adn
€s necesario generar mayor conocimiento sobre estas células teniendo claro que la
heterogeneidad que muestra es sinbnimo de complejidad funcional que aun falta

por comprenderse mas claramente.
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XI. CONCLUSIONES

La enfermedad periodontal es un grupo de enfermedades inflamatorias de los
tejidos de soporte de los dientes que es iniciada principalmente por bacterias de la
biopelicula con el desarrollo de gingivitis, lo cual genera inflamacion clinica, eritema
y sangrado al sondaje pero sin pérdida de insercion periodontal. Conforme progresa
la enfermedad, el proceso inflamatorio persistente da como resultado la destruccién
progresiva del ligamento periodontal y hueso alveolar.

La cavidad oral es un &rea fuertemente colonizada por una microbiota de mas de
700 especies bacterianas y la homeostasis esta fuertemente regulada por el sistema
inmune, por lo que la interaccion de la microbiota simbidtica con los neutréfilos es
esencial y determinante clave del estado de salud oral y estad estrictamente

controlada para prevenir el dafio tisular.

Los neutrdfilos o células polimorfonucleares son los leucocitos mas abundantes en
el torrente sanguineo y las primeras en ser reclutadas al sitio de infeccion o dafio.
Los neutrdfilos presentan varias funciones innatas y adaptativas: fagocitosis,
produccion de ROS, degranulacién, formacién de redes de ADN (NETosis),
procesamiento y presentacion de antigenos a las células T (a través del repertorio
de moléculas MHC-1 y MHC 1), asi como funciones inmunorregulatorias.

En cavidad oral, podemos encontrar a los neutréfilos en saliva, fluido gingival
crevicular y patrullando en el epitelio gingival, donde en este ultimo, se localizan de
manera numerosa cercanas al epitelio del surco gingival y escaso en tejido
conectivo en condiciones de salud, incrementando la tasa de migracion y el
porcentaje de los neutrdéfilos en condiciones inflamatorias.

Los neutréfilos, una vez activados, liberan mediadores derivados de los granulos y
se han identificado cuatro tipos principales en neutréfilos humanos, de conejo y de
raton: los granulos azurofilos (primarios) que son principalmente antimicrobianos;
los granulos especificos (secundarios) y de gelatinasa (terciarios) que son
necesarios para la migracibn a través de los tejidos y algunas funciones
antimicrobianas; y la clase final de granulos de neutréfilos, las vesiculas secretoras,

las cuales estan especializadas para el reclutamiento de neutrofilos.
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Hasta ahora se han descrito numerosos marcadores de diferenciacion (CD)
individualmente o en combinacién, lo que ha ayudado a la identificacion de
poblaciones de neutroéfilos y los principales marcadores son: CD11b, CD14, CD15,
CD16y CD62L.

Los neutrdéfilos reconocen los microorganismos opsonizados por el complemento
utilizando los receptores del complemento (CR) CD35 (CR1), CD11b/CD18 (CR3) y
CD11c/CD18 (CR4). Los receptores de superficie que inician la via de sefializaciéon
fagocitica son CD64, CD32, CD16 y CD89 y los marcadores de degranulacion son
CD63 (granulos primarios/azurdfilos), CD15 y CD66b (granulos secundarios/
especificos) asi como CD11b (granulos terciarios/gelatinasa) y CD13, CD14, CD18,
CD45 (granulos cuaternarios/secretores).

La expresion de las moléculas de superficie CD63, CD11b, CD16 y CD14 indica un
estado de activacion en neutrofilos orales, al ser moléculas implicadas en procesos
de reconocimiento, degranulacion, adhesion y reconocimiento de antigenos.

Los neutrofilos orales reportados en gingivitis expresan marcadores de activacion y
degranulaciéon (CD10, CD63, CD64 y CD66A), receptores de adherencia (CD11by
CD18) e inhibidores de complemento (CD55). Presentan una alta expresion de
CD55 y CD63 y baja expresion de los receptores inhibitorio CD170 y CD16. Los
neutroéfilos circulatorios de pacientes con gingivitis presentan una activacion de
marcadores CD55, CD63, CD11b y CD66.

Otra subpoblacion de neutrofilos caracterizada por una supervivencia prolongada
de hasta 72 horas, son los que expresan moléculas HLA-DR, CD80 y CD49d;
producen cantidades significativas de aniones superoxido y leucotrienos, muestran
un indice fagocitico elevado, mayor adhesién y una capacidad limitada para la
guimiotaxis y exocitosis de los granulos primarios y secundarios.

Las subpoblaciones de neutréfilos con funciones antigénicas son también llamados
neutréfilos auxiliares de células B, expresan la molécula coestimuladora B7-1
(CD80) y participan en la maduracion de linfocitos T CD8+ citotoxicos (CTL).

La subpoblacion de neutrofilos humanos con funciones inmunorreguladoras son
capaces de producir IL-10 y de controlar la respuesta inflamatoria de las células

dendriticas, los monocitos, los macréfagos y las células T cooperadoras. Este

85



subconjunto de neutréfilos humanos presentes en el sitio de inflamacion es inducido
por LPS que induce activacion de células Treg especificas y promueven la
generacion de neutrofilos productores de IL-10.

Otra subpoblacion de neutrdéfilos son los llamados “de baja densidad” (LDN o G-
MDSCsG) que muestran una morfologia similar a la de los neutréfilos y expresan
CD66b, pero son heterogéneas. Durante condiciones inflamatorias, se pueden
encontrar poblaciones mixtas de CD11b+/CD16+ 0 CD11b"" y/o CD16 '°%, maduras
e inmaduras y suprimen la proliferacion de células T y/o la produccion de IFN-y y se
describen como células CD66b+/CD15+/CD14— / 9m /CD33 9™ /HLA-DR- . Esta
subpoblacion puede expresar niveles incrementados o disminuidos de marcadores
de maduracion, de activacion, funcionales o receptores de quimiocinas, donde todas
estas multiples combinaciones estan asociadas a la gravedad de la enfermedad o
al estado de salud presente en el hospedero.

De este modo, podemos concluir que los neutrdfilos son las primeras células de
defensa que juegan un papel importante en la salud y en la enfermedad periodontal,
y cada vez es mas evidente que, lejos de ser una poblacién celular homogénea, los
neutrofilos muestran un gran grado de flexibilidad, plasticidad y heterogeneidad. El
papel de los neutréfilos en la inmunidad innata tanto adaptativa es crucial para
procesos infecciosos e inflamatorios y la evidencia de la existencia de marcadores
gue caracterizan los subconjuntos de los neutréfilos nos brinda una mayor
comprension de nuevas funciones de neutréfilos en condiciones de enfermedad y
homeostasis.

La investigacion nos ha llevado hasta este punto de conocimiento sobre las
funciones y distintas moléculas de superficie del neutréfilo, sin embargo, varios
aspectos de la fisiopatologia de la hiperreactividad de los neutréfilos y su papel en
los trastornos inmunitarios e inflamatorios siguen siendo en gran parte
desconocidos, por lo que hace falta mayor investigacion de las diferentes
subpoblaciones existentes en los tejidos orales para lograr una mejor comprension
de sus mecanismos de accion asociados con la inflamacién que pudieran

representar un blanco terapéutico en algun futuro.
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