(R U Ty

=W

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

FUNCION DE NEUTROFILOS ORALES

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Maestro en Ciencias

PRESENTA:
ALFREDO ALAN OSEGUEDA ESPINOSA
TUTOR PRINCIPAL
DR. CARLOS ROSALES LEDEZMA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

DR. EDGAR ZENTENO GALINDO
FACULTAD DE MEDICINA

DRA. EILEEN URIBE QUEROL
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Ciudad de México, septiembre 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



e Trabajo deTesis de maciliia se realigs en ef Tuililalo de Tuveiligaciones [fiomedicas
de b YIVATN bajo le direccisn del Dr. Carlos Rosales [edegma g fue apoyads en paile
por- el Proyecls (1205523 de b Direccisn General de fsunlos del Personal feadémico
de lo UNVAIC y por ol Proyects CF-2023T610 del Consejo [acional de
Atumanidades. Chencia y Teenologia. [heico

dedicado y el conocimicnlo compailido.

746@0% WUWQM@WW&W@W&W%W
experiencias por lodo- el apoyo y conocimicnlo comparlido.

Tesis.



1)edicaloria

4 mi Rermose failia, que ams y que munca: e haw dejado solo

£ i mama. (hasia del Rocto spinssa,{malilla y o mi pape José fHlireds
Osegueda Natlines que sicmpre me han cuidads y procusads b mgjor para
Todo - por euseiiamos que siempre hay wna. opotlunidads para aleangar nueilio

1 Qagrine y Sharon
WWW@@W&%.

A |fictor

3



INDICE

Resumen
Abreviaturas
Introduccion

1.

Homeostasis de neutroéfilos
1.1 Produccién
1.2 Tréfico
1.3 Eliminacidén
Activacion de neutrdfilos
Funciones microbicidas de neutréfilos
3.1 Granulos y degranulacion
3.2 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
3.3 Fagocitosis
3.4 Trampas extracelulares de neutrofilos (NETs)
Neutroéfilos en cavidad oral
4.1 Componentes y caracteristicas del periodonto
4.2 Neutrdfilos y salud oral
4.3 Interaccidn de neutrofilos con bacterias orales simbidticas
4.4 Enfermedad periodontal
4.5 Interaccién de neutrdfilos con bacterias orales disbidticas
4.6 Neutrdfilos hiperactivos
Planteamiento del problema
Pregunta de investigacion
Hipdtesis
Objetivo general
Objetivos particulares

. Criterios de inclusién y exclusion
. Materiales y métodos

. Resultados

. Discusion

. Conclusiones

. Perspectivas

. Referencias

pagina

10
11
12
14
15
16
16
18
19
21
22
23
23

25
26
27
30
31
31
31
31
32
33
36
55
58
60
61



Resumen

Los neutrdfilos, son células del sistema inmunolégico y en los humanos son los leucocitos mas
abundantes en la circulacién sanguinea. Los neutréfilos son las primeras células reclutadas a sitios
de infeccidn o inflamacion, para combatir a los microorganismos patdgenos y limitar el dafio en los
tejidos. Los neutrdfilos eliminan a los microorganismos a través de diversos mecanismos
microbicidas. La cavidad oral es uno de los sitios anatémicos colonizado por una gran cantidad de
microrganismos incluidos: bacterias, hongos y virus. Las bacterias son las mas predominantes dentro
de cavidad oral, cerca de 200 especies distintas de bacterias colonizan de manera comensal los
tejidos duros y blandos de la boca. Ademds, también existen bacterias patdgenas que se han
relacionado con el inicio y desarrollo de enfermedades gingivales, caracterizadas por inflamacién y
en casos severos la destruccién del tejido dseo. Los neutrdfilos salen de la circulacidon sanguinea y
llegan a la cavidad oral, donde desempefian una funcién de proteccién contra los microorganismos
patdégenos. El conocimiento que se tiene sobre la biologia de los neutrdfilos se basa principalmente
en el estudio de las células sanguineas. Sin embargo, el conocimiento sobre el comportamiento de

los neutrdfilos en la cavidad oral auin es limitado.

Para determinar las diferencias funcionales entre los neutréfilos de circulacidn sanguinea y los
neutrdéfilos provenientes de cavidad oral, en este estudio analizamos dos funciones antimicrobianas
de los neutrdfilos: la produccién de ROS y la formacion de NETs. Los neutrdfilos orales produjeron
especies reactivas de oxigeno sin necesidad de ser estimulados con agentes activadores como los
ésteres de forbol (PMA). En cambio, los neutréfilos de sangre no producen ROS en condiciones
basales y requieren ser activados con PMA para producir ROS. Ademas, los neutrofilos orales
mostraron variabilidad en su morfologia nuclear. En muchos neutroéfilos el nicleo estaba compacto
y lobulado, en forma similar a los nucleos de los neutréfilos de sangre. Sin embargo, en algunos
neutrdfilos, el nucleo parecia descondensado, siendo esto compatible con la formacién de NETSs. En
contraste, los neutréfilos de sangre sélo mostraron nicleos descondensados y fibras de cromatina
(NETs) después de ser estimulados con PMA. Estas caracteristicas sugieren que los neutroéfilos de la
cavidad oral se encuentran en un estado activado. Esta activacidon puede ser necesaria para que los
neutréfilos puedan efectuar mejor sus funciones microbicidas en un ambiente que tiene una gran

heterogeneidad de bacterias como lo es la cavidad oral.



Abreviaturas

uL
uM
°C
32P
3H
BPI
CG
CGD
CTSC
CXCL-
CXCR-
ERK
FcR
fMLF
FPR1
GF
GM-CSF
hCAP-18
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ICAM-
IL-
LES
LPS
MAPK
MEK
MMP
MPO
NADPH
NE
NETs
NGAL
NSPs
PAMPs
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PMA
PR3
Rgps
roGFP
ROS
SDF-1
SLPI
SPF
TGF-
TLR
TNFo

microlitros
micro molar
Grados Celsius
fosforo-32, isétopo
Tritio, isdtopo del hidrégeno
Proteina que aumenta la permeabilidad bacteriana
Catepsina G
Enfermedad Granulomatosa Crdénica
Catepsina C
Quimiocina, ligando
Receptor quimiotactico
Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
Receptor del Fragmento constante de anticuerpos
formil metionil-leucil-fenilalanina
Receptor del péptido fMLF
Libre de gérmenes
Factor Estimulante de las colonias de Granulocitos/Monocitos
Proteina antimicrobiana catiénica humana
Células troncales hematopoyéticas
Molécula de adhesidn intercelular
Interleucina
Lupus Eritematoso Sistémico
Lipopolisacdridos
Proteina quinasa activada por mitégenos
Proteina quinasa quinasa activada por mitégenos
Metaloproteinasas de la Matriz (extracelular)
Mieloperoxidasa
Fosfato de dinucledtido de nicotidamina y adenina
Elastasa de neutrodfilo
Trampas Extracelulares de Neutrofilo
Gelatinasa de Neutroéfilos Asociada a Lipocalina
Serina Proteasas de Neutrdfilos
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
Antigeno Nuclear de Células en Proliferacién
Forbol-12-Miristato-13-Acetato
Proteinasa 3
gingipainas especificas de arginina
Proteina fluorescente verde sensible a la reduccién-oxidacion
Especies Reactivas de Oxigeno
Factor 1 derivado del estroma
Inhibidor secretor de proteasa leucocitaria
Libre de patdgenos especificos
Factor de crecimiento transformador beta
Receptor tipo Toll
Factor de necrosis tumoral alfa



INTRODUCCION

Los humanos, continuamente estamos expuestos a microorganismos como bacterias,
hongos, parasitos y virus, a través del aire que inhalamos, lo que tocamos con nuestra piel
y todo lo que ingerimos. Sin embargo, podemos mantener una vida saludable gracias a
nuestro sistema inmunoldgico que ha evolucionado para protegernos de la amenaza de
infeccion, provocada por la exposicidon constante a estos microorganismos extrafios, en
cada una de las zonas de entrada accesibles en nuestro cuerpo, como la cavidad oral [1]. El
contacto con estos microorganismos no siempre es una amenaza para nuestra salud, pues
existe una gran variedad de microorganismos que habitan en armonia dentro de nuestro
cuerpo y conforman nuestra microbiota. Asi, la interaccidén simbidtica entre nuestro cuerpo
(el huésped) y la microbiota comensal ha demostrado ser beneficiosa para nuestra salud [1,
2]. Existe un delicado equilibrio entre el huésped y su microbiota altamente compleja para
mantener la homeostasis y la salud [3]. La cavidad oral es un lugar de nuestro cuerpo que
se encuentra colonizado por una microbiota cambiante [4]. La interaccién de esta
microbiota con el sistema inmunolégico del huésped sigue siendo poco conocida a
diferencia de los estudios realizados con el microbioma intestinal. Sin embargo, se sabe que
existen mecanismos homeostaticos que mantienen la microbiota oral en equilibrio con el

sistema inmunolégicol5, 6].
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Imagen 1. Zonas anatémicas del periodonto relacionadas con la microbiota y las células del sistema
inmunoldgico. Modificada de Uriarte, S. M., et. al. (2016). Human neutrophils and oral microbiota: a
constant tug-of-war between a harmonious and a discordant coexistence. Immunological Reviews. [
https://doi.org/10.1111/imr.12451



Los neutrodfilos son la principal célula del sistema inmunolégico que se recluta en grandes
cantidades a cavidad oral y es responsable de garantizar la salud del tejido periodontal [7].
El epitelio de unién, es un tejido especializado que rodea el diente, y genera un gradiente
quimiotactico de interleucina (IL)-8 debido a su contacto cercano con la biopelicula oral, lo

gue resulta en el reclutamiento constante de neutrdfilos al surco gingival [6].

La presencia de neutréfilos en el surco gingival esta asociada con la proteccidén contra la
enfermedad periodontal ya que se ha observado un aumento en la severidad de la
periodontitis en enfermedades congénitas como la deficiencia de adhesién de leucocitos,
el sindrome de Chediak-Higashi, el sindrome de Papillon-Lefévre y la neutropenia
crénica/ciclica. En todas estas enfermedades se compromete el reclutamiento de

neutrofilos [8].

Las enfermedades inflamatorias orales, son la gingivitis y la periodontitis. En la gingivitis se
genera una respuesta inflamatoria moderada. Si esta inflamacién no se controla, la gingivitis
puede evolucionar a periodontitis, que es la fase inflamatoria crénica de la enfermedad oral.
En la periodontitis, los microorganismos patégenos muestran mecanismos que les permiten
resistir el ataque por parte de los neutrdfilos. Esto resulta en la acumulacidn de neutrdfilos
en el tejido periodontal. Los neutrdfilos, al liberar su arsenal antimicrobiano (enzimas, ROS

y NETs) causan dafio tisular y pérdida ésea [9].

Los neutréfilos ejecutan distintos mecanismos microbicidas, que los ayudan a combatir un
amplio espectro de bacterias, hongos y protozoos. Estos mecanismos incluyen fagocitosis,

degranulacion y trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) [10].

Uno de los mecanismos montado por los neutréfilos, como estrategia eficiente para la
eliminacion de la infeccidn por bacterias anaerobias es el estallido oxidativo, sin embargo,
algunos patégenos periodontales como Porphyromonas gingivalis son resistentes a la

muerte oxidativa [11].

Ademas, los neutrdfilos hiperactivos también pueden predisponer a desarrollar
periodontitis, pues la respuesta aumentada de estos neutrdfilos se caracteriza por la

liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), péptidos catidnicos y enzimas como las
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metaloproteinasas de la matriz (MMP) que da como resultado un mayor dafio tisular y
posiciona al neutréfilo como un perpetrador de periodontitis [12, 13]. Por lo tanto, se debe
mantener un estrecho equilibrio entre la funcién de los neutrdfilos y el desafio bacteriano

para garantizar la salud periodontal.



1. HOMEOSTASIS DE NEUTROFILOS

Los neutrdfilos se producen en la médula ésea a partir de células troncales, las cuales
proliferan y se diferencian a neutréfilos maduros [14]. Los neutréfilos son los leucocitos mas
abundantes en la sangre humana y son indispensables para la defensa del organismo contra
patégenos. Recientemente, los neutréfilos también han sido implicados en la regulacion y
supresién inmunitarias [15]. Los neutréfilos son células que viven solamente algunas horas
en la circulacién sanguinea, aunque reportes recientes sugieren que estas células tienen
una vida media en circulacién de dias y no de horas [16]. Cuando los microorganismos
invaden a un organismo pluricelular como los humanos, se induce una respuesta
inflamatoria. En respuesta a la inflamacion, los neutréfilos son reclutados desde la
circulacién hacia los tejidos donde se encuentran los microorganismos. Ya en el tejido
afectado, los neutrofilos destruyen a los microorganismos mediante diferentes mecanismos
microbicidas, incluyendo la fagocitosis, la degranulacion y la formacién de trampas
extracelulares de neutrdéfilos (NETs, por sus siglas en inglés)[10]. La formacion de NETs se
conoce como NETosis, la cual es un mecanismo recientemente descubierto, que consiste
en la expulsidn del material genético en forma de fibras de cromatina para formar una red
de NETs [17]. Las NETs contienen ademas proteinas con accion microbicida que provienen
de los granulos de los neutréfilos. Asi proteinas como elastasa y mieloperoxidasa recubren
las fibras de cromatina [18]. Los neutrdfilos no sdlo localizan y eliminan microorganismos,
sino también regulan la inmunidad y la inflamacién mediante la produccién de quimiocinas
y citocinas [19]. Sin embargo, estas sustancias también juegan un papel clave en la lesién
tisular, al reclutar y activar a otras células como linfocitos y macréfagos [20]. Los neutroéfilos
no siempre actian de manera beneficiosa. Debido a todas las sustancias microbicidas que
contienen y a la capacidad de liberar citocinas, una respuesta no controlada de neutréfilos

puede exacerbar la inflamacién e incluso inducir enfermedades autoinmunes.

La homeostasis de neutrdéfilos estd estrechamente regulada a diferentes niveles que actian
en coordinacién. La homeostasis de neutréfilos se pude dividir en tres procesos:
produccién, trafico y eliminacion. La produccién de los neutréfilos en la médula ésea, su

liberacion a la circulacidn, su transmigracion a los tejidos periféricos y su eliminacién [21].
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1.1 Produccion

Los neutréfilos son producidos en la médula dsea. La diferenciacion granulocitica esta
regulada por la expresion coordinada de factores de transcripcidén mieloides claves para la
diferenciacién de granulocitos y macréfagos a partir de una célula progenitora en comun.
El proceso de diferenciacidn de los neutroéfilos se lleva a cabo en la médula dsea. Durante
este proceso se distinguen tres grupos celulares: células troncales, células mitdticas y
células postmitéticas [22]. El grupo de células troncales esta constituido por una poblacién
de células pluripotenciales hematopoyéticas indiferenciadas (HSC). El grupo de las células
mitoticas estd conformado por células generadoras de granulocitos, los cuales proliferan y
se diferencian. Finalmente, el grupo de células postmitéticas, lo conforman los neutréfilos
maduros, completamente diferenciados que se mantienen en médula ésea como reserva y
estan disponibles para ser liberados al torrente sanguineo [23, 24].

Estudios que utilizan células marcadas con 32P o 3H, han mostrado en humanos, que el
tiempo de transito de neutréfilos es de 4-6 dias [25]. Asimismo, la reserva de granulocitos
en médula 6sea de humanos se ha estimado en 6x10*! células. Dado esto, y suponiendo un
retraso de 5 dias entre el marcado del ADN de las células en la médula y su aparicion en la
sangre, el recambio diario de granulocitos a través de la sangre deberia ser de 1.7x10°
células/kg [26].

El principal regulador fisioldgico de la granulopoyesis es el factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-SCF) cuyos efectos incluyen desde la produccion o granulopoyesis hasta
la liberacion de neutréfilos desde la médula dsea [27]. Los neutrdfilos diferenciados y listos
para ser liberados se mantienen en la médula ésea, debido a la interaccion del receptor de
guimiocina 4 (CXCR-4) localizado en la superficie de los neutréfilos, con su ligando la
quimiocina CXCL12 (también llamada factor 1 derivado del estroma SDF-1) que se produce
también en la médula ésea. La liberacion de los neutrdfilos diferenciados es regulado por el
G-SCF, ya que actua interfiriendo la interaccion de CXCR4 — CXCL12 [23]. También el que los
neutrdfilos sean reclutados de manera activa a los tejidos, es influido por accién de la

interleucina 17 (IL-17).
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La IL-17 también es producida por los neutréfilos, en los tejidos donde existe inflamacién
cronica, ejerciendo quimiotaxis sobre linfocitos T CD4+ productores de IL-17 (células Th17),
lo que genera un aumento en el gradiente de IL-17 en circulacién, estimulando asi la
granulopoyesis y en consecuencia la liberacién de los neutrdfilos a la circulacién sanguinea
[27, 28]. También los neutréfilos liberan CCL20 y CCL2, quimiocinas que son ligandos para
los receptores CCR6 y CCR2, respectivamente, localizados en las células Th17. Por lo tanto,
los neutrdéfilos atraen y mantienen a las células Th17 dentro de los tejidos con inflamacion.
La consecuencia es que las células Th17 secretan mas IL-17 y asi se reclutan mas neutrdfilos
[29].
1.2 Trafico

Una vez producidos, los neutréfilos son liberados de la médula ésea y circulan a través del
torrente sanguineo. A partir de la sangre, los neutréfilos pueden ser quimio atraidos a los
tejidos donde exista infeccion o inflamacién. Al proceso de reclutamiento de neutrdfilos a

los tejidos, es llamado cascada de adhesidn leucocitaria. Imagen 1 [30].
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Imagen 2. Principales eventos en la adhesion y transmigracion de neutrdéfilos. Modificada de Abbas, A.
Inmunologia celular y molecular 92 ed. (2018). Las principales funciones ejercidas por la migracién del
leucocito desde la sangre a los tejidos. Elsevier Connect. https://www.elsevier.com/es-
es/connect/medicina/inmunologia-funciones-migracion-del-leucocito
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El proceso se inicia cuando las células endoteliales se activan y expresan sobre su superficie
receptores de adhesion como las selectinas de tipo E y P. Cuando los neutrdfilos reconocen
estas selectinas, comienzan a rodar sobre el endotelio. El rodamiento depende de las
interacciones aleatorias que ocurren entre las selectinas y los ligandos de glucoproteinas en
los neutrdfilos. Otro grupo de receptores de adhesidn, son las integrinas, a las que también
se unen los neutroéfilos con gran afinidad, una vez que son activados por quimiocinas. La
interaccion de las selectinas y las integrinas con sus ligandos correspondientes induce un
rodamiento lento por parte de los neutréfilos, que posteriormente es terminado por una
adhesion completamente firme que los detiene. Finalmente, los neutréfilos atraviesan el
endotelio y transmigran a los tejidos con infeccion o inflamacidn, gracias a las integrinas 32,
gue regulan mayormente este proceso. Las integrinas son receptores heterodiméricos
formados por una subunidad a (CD11) Unica y una subunidad B (CD18) comun que
interactdan con ligandos de adhesion como la ICAM-1 e ICAM-2 (molécula de adhesién
intercelular-1 y -2) expresadas sobre las células endoteliales. Esta cascada de adhesién
leucocitaria esta regulada positivamente por citocinas y quimiocinas derivadas de tejidos.
Las citocinas controlan la expresién de moléculas de adhesion endotelial y las quimiocinas
inducen a las integrinas a cambiar la conformacién a un estado de alta afinidad [20]. Cuando
los neutrdfilos llegan a los tejidos, contindan su trayectoria en favor de gradientes
guimioatrayentes hasta llegar a los sitios donde exista infecciéon o inflamacién. Algunos
guimioatrayentes para neutréfilos son componentes del sistema de complemento, como
las anafilatoxinas C3a y C5a, citocinas producidas por el propio organismo, como la IL-8 y
también componentes bacterianos, como el fMLF (formil metionil-leucil-fenilalanina).
Recientemente, se descubrid que la cascada de adhesidn leucocitaria también estd regulada
negativamente por inhibidores endégenos como Del-1 (locus-1 del desarrollo endotelial),

el factor de diferenciaciéon de crecimiento 15 y la pentraxina 3 [31].
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1.3 Eliminacion

Los neutrdfilos se eliminan principalmente en los tejidos y posiblemente también en la
médula dsea. En los tejidos, una vez que los neutrdfilos han completado su deber
antimicrobiano, sufren apoptosis. Los neutréfilos son eliminados, localmente por
macroéfagos y células dendriticas, que son fagocitos residentes de los tejidos. La fagocitosis
de los neutrdfilos apoptdticos reprograma a los macréfagos para iniciar una mecanismo de
respuesta antiinflamatoria, sintetizando TGF-$ e IL-10, y disminuyendo la sintesis de IL-23
[32, 33]. La IL-23 es una citocina es estimula la produccién de IL-17, por tanto, al disminuir
los niveles de IL-23, los niveles IL-17 también son reducidos, esto induce una menor
produccién de G-CSF y, en consecuencia, una menor produccién de neutréfilos. Este
proceso es un mecanismo de control que mantiene a los neutréfilos en niveles estables [29].
Los neutrodfilos circulantes senescentes aumentan la expresion de CXCR4 y responden a
CXCL12 volviendo a la médula dsea donde se reclutan para su eliminacidn. Estos [34]. El
correcto equilibrio entre la produccién, el trafico y la eliminacion de neutréfilos son
aspectos clave para la resolucién de la inflamacién. La muerte de los neutréfilos estd
influenciada por las condiciones ambientales, incluida la hipoxia y la presencia de
mediadores inflamatorios, como el GM-CSF y los LPS. La eliminacién de los neutréfilos
apoptéticos depende de las sefiales que estos expresan en su superficie. Estas sefiales
permiten a los macréfagos reconocerlos y fagocitarlos [35]. Si no se eliminan estas células
apoptaéticas, se produce una necrosis secundaria y la liberacion de productos que generan
sefiales proinflamatorias. Los neutréfilos expresan moléculas que regulan su supervivencia,
como la survivina, las cinasas dependientes de ciclina y el antigeno nuclear de células en
proliferaciéon (PCNA). La survivina se expresa mayormente en neutrdfilos inmaduros que,
en maduros, pero su expresion puede restablecerse en células maduras mediante sefiales
inflamatorias, por ejemplo, GM-CSF o G-CSF [36]. Del mismo modo, las cinasas
dependientes de ciclina funcionan como factores de supervivencia. Su inhibicién induce la
apoptosis dependiente de caspasas. El PCNA en neutréfilos se asocia con procaspasas en el

citosol y se cree que previene su activacion. Durante la apoptosis, el PCNA esta dirigido a la
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degradacion proteosdmica, que se correlaciona con un aumento en las actividades de

caspasa-3 y caspasa-8 [21].

2. ACTIVACION DE NEUTROFILOS

Una vez que los neutréfilos atraviesan el endotelio y llegan a los tejidos, se encuentran en
un medio inflamatorio. En el espacio intersticial, el neutrofilo es atraido por gradientes
quimiotacticos hacia los microorganismos invasores, siguiendo citocinas como la IL-8 o el
tripéptido bacteriano fMLF. Estas sustancias quimioatrayentes se unen a sus respectivos
receptores en los neutréfilos. Los receptores son moléculas acopladas a proteinas G, que
inician, entre otras, una cascada de sefializacion conocida como la via MAPK / ERK [37]. Las
sefiales activan cambios en el citoesqueleto que conllevan a la migracién de los neutréfilos
[38]. Ademas, muchas moléculas quimioatrayentes ejercen un efecto de "cebado", esto es
un estado de preactivacion (priming, en inglés). Esta preactivacién, mejora la respuesta del
neutrdfilo a otros estimulos. Un ejemplo es el fuerte efecto de cebado del LPS en Ia
respuesta del neutréfilo al fMLF [39]. En este caso, la exposicidn al LPS induce el ensamblaje
del complejo enzimatico NADPH oxidasa, que genera radicales libres de oxigeno, también
llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS) [40]. Los LPS inducen la formacion de la
NADPH oxidasa, pero no su activacion completa. La estimulacion del neutréfilo con fMLF
induce la activacién completa de esta maquinaria enzimatica, llevando a la produccién de
ROS, a través del proceso conocido como estallido oxidativo [41-43]. Al mismo tiempo, los
receptores tipo Toll (TLR) reconocen una serie de compuestos derivados de
microorganismos patégenos, denominados colectivamente como patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs) [44]. Dentro de los PAMPs se incluyen a los LPS,
reconocidos por TLR4; los lipopéptidos bacterianos, reconocidos por TLR2; la flagelina,
reconocida por TLR5; y el ADN, reconocido por TLR9. En los neutroéfilos, todos los TLR se
expresan constitutivamente, excepto el TLR3 [45]. La estimulacién de los diversos TLR
contribuye a una mayor activacion del neutrdfilo; por ejemplo, la induccién del estallido

oxidativo [41].
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3. FUNCIONES MICROBICIDAS DE NEUTROFILOS

El conjunto de funciones basicas del neutréfilo activado esta encaminado a eliminar a los
microorganismos patogenos y no dafar al propio organismo. Para cumplir con su accién
microbicida, los neutréfilos poseen una variedad de mecanismos antimicrobianos que
varian considerablemente en sus métodos de accion y, por lo tanto, reflejan como los
neutréfilos explotan cada una de las debilidades que los microorganismos patdégenos
pueden presentar durante el curso de la infeccidn. El conocer estos mecanismos, su accion

y su forma de activacion es fundamental para comprender la funcidn de los neutréfilos [21].
3.1 Granulos y degranulacion

Los neutrdfilos transportan en su citoplasma una gran cantidad de enzimas dentro de un
organelo de almacenamiento especializado: el granulo. Los granulos son indispensables
para las funciones del neutrdfilo y participan de manera activa casi todas procesos
inflamatorios. Los granulos en los neutréfilos se clasifican en cuatro tipos primordiales: los
granulos azurofilicos, los granulos especificos, los granulos de gelatinasa y las vesiculas
secretoras [46]. Los granulos azurofilicos, también conocidos como granulos primarios son
los mas grandes y se denominan asi porque pueden absorber el colorante azul basico A. Los
granulos azurofilicos contienen mieloperoxidasa (MPO), una enzima esencial en la
formacién de compuestos microbicidas [47]. Estos granulos también contienen defensinas,
lisozima, proteina bactericida/aumentadora de la permeabilidad (BPl) y proteinasas de
serina como la elastasa de neutréfilos (NE), la proteinasa 3 (PR3) y la catepsina G (CG). Los
granulos especificos o secundarios son de menor tamafio que los primarios, se forman
después que estos y se caracterizan por no contener MPO, pero si la glucoproteina
lactoferrina. Dentro de la gama de compuestos antimicrobianos que contienen estos
granulos se incluyen NGAL, hCAP-18 y lisozima [48]. Los granulos de gelatinasa o terciarios,
son los ultimos en formarse durante las etapas de maduracién de neutréfilos [14]. Los
granulos terciarios son aun mas pequefios que los granulos especificos, el contenido de
enzimas antimicrobianas también es menor, pero funcionan como almacenamiento de una

serie de metaloproteinasas como la gelatinasa y la leucolisina. Finalmente, las vesiculas
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secretoras, son consideradas dentro de la familia de granulos de neutrdfilos. A diferencia
de los granulos clasicos (azurofilicos/primarios, especificos/secundarios y de
gelatinasa/terciarios) las vesiculas secretoras no se originan a partir del complejo de Golgi,
sino que se forman a través de endocitosis en las ultimas etapas de maduracién del
neutrdfilo. En consecuencia, su contenido es principalmente de proteinas derivadas del
plasma, como la albimina. También la membrana de estas vesiculas funciona como
reservorio de varias moléculas expresadas en la membrana, las cudles ayudan de manera

importante al neutrdfilo durante el proceso de migracion [49].

Durante el proceso de activacion del neutréfilo, los granulos migran desde el citosol para
fusionarse con la membrana citoplasmatica o bien, con la membrana del fagosoma,
liberando su contenido en el entorno respectivo [50]. Las diferentes clases de granulos
demuestran una propensién variable a la movilizacién en respuesta a sefiales inflamatorias.
Las vesiculas secretorias y los granulos de gelatinasa son los primeros en ser secretados,
seguidos de los granulos especificos. Los granulos azurofilicos son los mas dificiles de
movilizar. Por ejemplo, la estimulacion de neutrdéfilos con PMA induce la completa
liberacion de los granulos de gelatinasa, una restringida liberacién de granulos especificos
y una minima exocitosis de granulos azurdfilos. De manera diferente, el estimular
neutrdéfilos con fMLF induce mayormente la liberacidon de vesiculas secretoras y una
liberacion poco significativa de granulos [48]. Debido a esta propensiéon a la movilizacién
variable, cada subconjunto de granulos se ha asociado tradicionalmente con una etapa
particular de activacidon de neutrofilos. Después de que los neutréfilos entran en contacto
con el endotelio, son estimulados por selectinas y quimioatrayentes que inducen la
movilizacion de vesiculas secretoras, cuyas membranas son ricas en moléculas importantes
para la migracion y para la subsecuente activacién del neutréfilo, incluidas entre otras: las
integrinas B2, los receptores de complemento, de fMLF, y de anticuerpos FcyRIll (CD16)
[51]. La fusién de las vesiculas secretoras con la membrana citoplasmatica expone estos
componentes al entorno externo. Esto da como resultado la transicién a una adhesion
firme, regulada por la interaccién de la integrina B2 con el endotelio. Conforme los

neutrdfilos avanzan por el endotelio, estan expuestos a otras sefiales de activacién que
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inician la migracién de granulos de gelatinasa, liberando asi metaloproteinasas. La actividad
de estas proteinasas puede ayudar a los neutréfilos a atravesar la membrana basal [52]. La
activacion completa del neutréfilo se produce en el tejido inflamado, provocando el inicio
del estallido respiratorio y la migracidn de los granulos especificos y azurofilicos. La fusion
de estos granulos se da principalmente con el fagosoma (ver seccion sobre Fagocitosis),
donde vierten su contenido enzimdtico y favorecen la funcién antimicrobiana de este
compartimento. Estos granulos también se pueden fusionar con la membrana
citoplasmatica, liberando sus componentes antimicrobianos en el tejido. El que los granulos
especificos se fusionen con la membrana citoplasmatica o con el fagosoma es de gran
relevancia para que el neutréfilo pueda llevar a cabo el estallido oxidativo, ya que un
componente del complejo enzimatico de la NADPH oxidasa, es el flavocitocromo b558 el
cual reside en la membrana de los granulos especificos. Por tanto, la fusion de estos
granulos permite el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa, y con esto la produccién ROS
tanto en el fagosoma como en el exterior de la célula. Asi la degranulacion de los
componentes enzimaticos de los granulos primarios y secundarios de los neutrofilos,
contribuye a que exista un medio antimicrobiano e inhdspito para patégenos, dentro del

tejido inflamatorio [21].

Recientemente evidencia experimental sugiere que las proteinas granulares de neutrdfilos,
incluidas PR3 y azurocidina, pueden inducir el reclutamiento de monocitos. Ademas, las
proteinas de los granulos de neutrdfilos pueden aumentar la eliminacidon de bacterias por
los macrofagos al mejorar la fagocitosis. Esto podria ser ventajoso en situaciones en las que
la concentracion extracelular de proteinas granulares liberadas es insuficiente para ejercer
efectos microbicidas. En tales casos, las proteinas granulares funcionarian en como factores

de sefializacién y reclutamiento de células fagociticas [53].
3.2 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Posterior a la activacidn, los neutrofilos producen ROS en un proceso llamado estallido
oxidativo. Las ROS reaccionan rapida y eficientemente con otras moléculas, pudiendo

modificar y dafiar estructuras celulares. Por tanto, los neutréfilos utilizan esta propiedad de
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las ROS para ejercer una accion microbicida. El complejo NADPH oxidasa se ensambla en las
membranas tanto del fagosoma como citoplasmatica y una vez activada actua reduciendo
guimicamente al oxigeno molecular, generando asi superdxido. Aunque el superéxido, no
es un oxidante fuerte, dismuta de manera rapida y forma peréxido de hidrégeno. También
el superdxido puede reaccionar con el Oxido nitrico, que se produce en altas
concentraciones en los tejidos inflamados, para formar peroxinitrito, considerado un
oxidante fuerte [54]. Tras la degranulacidn de contenidos azurofilicos dentro del fagosoma,
la enzima MPO cataliza la reaccién del perdxido de hidréogeno con iones cloruro para
producir acido hipocloroso, un potente agente microbicida mucho mas reactivo que el
superoéxido. Evidencia directa de la importancia de las ROS para la actividad microbicida de
los neutréfilos proviene de estudios con pacientes con enfermedad granulomatosa crénica
(CGD), quienes son muy susceptibles a diversas infecciones. Los neutréfilos de estos
pacientes no pueden producir ROS y por tanto eliminan microorganismos de manera

deficiente [55].
3.3 Fagocitosis

Uno de los mecanismos principales de los neutréfilos para eliminar a los microorganismos
patdgenos es tal vez la fagocitosis. En este proceso activo, el neutréfilo internaliza particulas
de mas de 5 um de didametro en una vacuola, el fagosoma, todo esto mediado por
receptores [56, 57]. La interaccién entre el neutréfilo y la particula, que puede ser algun
microorganismo, ocurre de manera directa o indirecta. La interaccidn directa se da a través
del reconocimiento de PAMPs por receptores de reconocimiento de estos PAMPs, los PRR
en la membrana del neutrdfilo. La interaccidon indirecta se da a través del reconocimiento
de opsoninas [10]. Las principales opsoninas son los anticuerpos y el complemento. Los
pasos iniciales de la fagocitosis varian segun el receptor fagocitico involucrado. Sin
embargo, independientemente del receptor fagocitico empleado, el resultado es la
internalizacion de la particula dentro de un fagosoma. El mecanismo de fagocitosis mejor
estudiado es el mediado por los receptores de anticuerpos, denominados receptores Fc [58,
59]. Cuando los receptores Fc reconocen a los anticuerpos que recubren (opsonizan) a un

microorganismo, la membrana del neutréfilo se extiende formando seudépodos, los cuales
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cubren a la particula. Posteriormente, la membrana se fusiona en el extremo distal
formando una vacuola nueva que contiene al microorganismo. Esta vacuola nueva se
denomina fagosoma vy es llevada al interior de la célula. El fagosoma recién formado es
relativamente inofensivo para los microorganismos, ya que su membrana es similar a la
membrana citoplasmatica y su contenido es similar al medio extracelular. Para convertirse
en un organelo microbicida, el fagosoma sufre una serie de cambios tanto en la composicién
bioquimica de su membrana como de su contenido. A la serie de cambios se le conoce como
maduracion del fagosoma [60]. La maduracién del fagosoma involucra interacciones
sucesivas de fusién y fisién entre el fagosoma en formacion y endosomas nuevos, luego
endosomas maduros y finalmente lisosomas. Durante la maduracién del fagosoma, existe
suministro de moléculas antimicrobianas al interior del fagosoma y el remodelamiento de
la composicién de la membrana. El pH del fagolisosoma es dcido y contiene muchas enzimas
que pueden degradar a los microorganismos. Ademads, la NADPH oxidasa se ensambla en la
membrana del fagosoma, permitiendo la produccion de ROS. La conjuncién de estos
mecanismos crea un medio téxico para la gran mayoria de microorganismos patégenos. Sin
embargo, no todos los microorganismos patdégenos sucumben al ambiente hostil del
fagolisosoma. De hecho, algunos microorganismos patdgenos han desarrollado estrategias
para sobrevivir dentro de los neutréfilos [61]. Por ejemplo, la cdpsula de polisacarido
expresada por Staphylococcus aureus confiere propiedades antifagociticas. Helicobacter
pylori puede interrumpir el direccionamiento de la NADPH oxidasa al fagosoma para que
los aniones superdéxido se acumulen extracelularmente en lugar de en el fagosoma.
Francisella tularensis previene la activacion del estallido oxidativo e inhibe la produccién de
ROS como respuesta de diferentes estimulos. Finalmente, otros microorganismos
patdégenos, como Salmonella typhimurium y Streptococcus pyogenes, pueden bloquear
eficazmente la fusién de granulos con el fagosoma. La importancia de la fagocitosis como
mecanismo de defensa, en la inmunidad innata, radica en que existe una variedad de
mecanismos desarrollados por los microorganismos patdgenos intracelulares para resistir

su muerte y permitir la supervivencia dentro del fagosoma [61].
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3.4 Trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs)

Los neutrofilos también pueden sufrir NETosis para controlar a los microorganismos. La
NETosis es una forma de muerte celular activa que conduce a la liberacién de cromatina
descondensada en el espacio extracelular [18]. Las estructuras fibrosas de cromatina,
denominadas NETs contienen histonas, asi como enzimas antimicrobianas que derivadas de
los granulos del neutrdéfilo [62]. Las NETs atrapan a diversos microorganismos previniendo
su diseminacién y también pueden matar a los microorganismos al exponerlos a altas
concentraciones de moléculas microbicidas [63]. El mecanismo de formacidon de NETs no se
conoce completamente, pero se sabe que involucra la produccién de ROS [64, 65], a través
de la via de sefial Raf-MEK-ERK [66]. Asi mismo, durante la NETosis, la NE es movilizada
desde los granulos hasta el nucleo, en donde degrada a las histonas, produciendo asi la
descondensacién de la cromatina [67]. La citrulinacién de histonas también contribuye a la
formacién de NETs, al favoreciendo que la cromatina se descondense [68]. Algunos
microorganismos han desarrollado mecanismos contra las NETs. Por ejemplo, ciertas
bacterias que expresan DNasas como factores de virulencia se diseminan de manera mas
eficiente en el organismo. Esto resalta la importancia de las NETs para contener infecciones
[69]. Las NETs son especialmente importantes durante las infecciones causadas por
patdgenos grandes que no puedan ser fagocitados facilmente [70]. Sin embargo, las NETs
también pueden tener efectos perjudiciales en el organismo. Debido a que las NETs
exponen moléculas propias de forma extracelular, las NETs pueden ser inductoras de
autoinmunidad. De hecho, las NETs se han implicado en enfermedades autoinmunes como
el lupus eritematoso sistémico, caracterizado por la produccidn de autoanticuerpos,
principalmente contra los componentes del nicleo de los neutrdéfilos [71]. Las NETs también
se han asociado a otras condiciones patolégicas. Por ejemplo, NETs inducidas por plaquetas,
durante la sepsis, estdn asociadas con hepatotoxicidad debido al dafio tisular [72]. Las NETs
también se pueden unir a las plaguetas aumentando la posibilidad de que se formen
coagulos sanguineos llevando a trombosis venosa profunda [73]. Las NETs también se han
observado en fluidos del tracto respiratorio de individuos con fibrosis quistica, donde

pueden aumentar la viscosidad del esputo y disminuir la funcién pulmonar [74].
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Las NET tienen la propiedad de atrapar a los microorganismos impidiendo su propagaciéony
de danarlos directamente por la accién antimicrobiana de las proteinas de los granulos. Sin
embargo, una cantidad excesiva de NET puede ser perjudicial para la salud. En el caso de la
cavidad oral, parece que la activacidon descontrolada de neutrdfilos lleva a la excesiva

formacién de NET y esto genera un estado inflamatorio mas grave (ver mas adelante).

4. NEUTROFILOS EN CAVIDAD ORAL

La cavidad oral es un lugar anatdmico con caracteristicas especiales, ya que se encuentra
colonizada por una microbiota que cambia constantemente. Lo cual podria ser causa de
continuos ataques a los tejidos circundantes y a su vez una constante respuesta por parte
del sistema inmunolégico. Sin embargo, existen mecanismos que permiten mantener la
homeostasis entre la interaccion del sistema inmunolégico con la microbiota oral. En
particular, los neutréfilos son células del sistema inmunoldgico innato que llegan hasta la
cavidad oral para mantener a la microbiota en equilibrio [29]. Los neutrdfilos son reclutados
activamente desde el torrente sanguineo hacia el surco gingival por un gradiente de
interleucina IL-8, secretada por el epitelio de unién constantemente. Las principales células
responsables de garantizar la salud periodontal, son los neutréfilos, manteniendo Ia
biopelicula oral bajo control [6]. Para que el equilibrio entre los neutrdfilos y las bacterias
exista, debe haber condiciones de higiene oral. Por el contrario, en condiciones de mala
higiene se generara una respuesta inflamatoria, que en un principio puede ser moderada,
a esta condicién se le llama gingivitis. Si esta inflamacién no se controla, la gingivitis puede
conducir a periodontitis, una enfermedad inflamatoria crénica. En esta condicidn, las
bacterias patdgenas se han divido exponencialmente, por lo que no pueden ser eliminadas
o controladas por los neutrofilos. En respuesta, mas neutréfilos son reclutados hacia el
tejido periodontal. La acumulacién de neutréfilos, en lugar de proteger, favorece el dafio
del tejido periodontal e incluso la pérdida ésea. Por lo tanto, se debe mantener un equilibrio
estrecho entre la funcién de neutrdfilos y el atague de estos leucocitos hacia los

microorganismos orales para garantizar la salud periodontal.
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4.1 Componentes y caracteristicas del periodonto

El periodonto (peri: alrededor, odontos: dientes), es un conjunto de cuatro tejidos cuya
funcién principal es brindar soporte y proteccion a los dientes, ademas de mantener integra
la superficie de la mucosa oral. El periodonto se encuentra formado por: encia, ligamento
periodontal, cemento radicular y hueso alveolar. El periodonto en ocasiones también es
llamado “aparato de insercién” o “tejidos de soporte de los dientes”. El periodonto es una
unidad de desarrollo, anatomofuncional que experimenta cambios conforme la edad y las
alteraciones en el ambiente oral [75]. Dentro del periodonto, los neutréfilos se encuentran
principalmente en el epitelio de unién y entre el fluido crevicular, donde se ha descrito que
los neutréfilos pueden formar una barrera protectora frente a la biopelicula oral [76].
Ademas, en el liquido crevicular se encuentra un alto contenido de inmunoglobulinas,

predominantemente IgG, y del componente 3 del complemento [77].
4.2 Neutrofilos y salud oral

Los neutrdfilos llegan a la cavidad a través del epitelio de unién hacia el surco gingival. Este
transito es favorecido por la interaccién simbidtica con la microbiota oral enddgena. Los
estudios en animales con ratones libres de gérmenes (GF) demuestran que los neutrdéfilos
patrullan el epitelio de unién. Por tanto, si la colonizacién con bacterias comensales
aumenta significativamente también lo hara la cantidad de neutrdfilos reclutados a la
cavidad oral [3]. La migracidn de neutréfilos a esta area se ve facilitada por la alta porosidad
del epitelio de union y por el gradiente quimiotactico de IL-8 generado localmente, el cual
guia a los neutrdfilos del torrente sanguineo hacia el fluido crevicular. Ademas, la
microbiota oral local induce la produccién de IL-1B, que puede estimular al sistema
inmunolégico y generar un estado de inflamacidon leve que estd relacionado con la
desarrollo de la capacidad inmunolégica [78, 79]. Es asi como se ha establecido el papel
protector de los neutréfilos en la preservacion de la salud oral. Pues se ha observado que
los bajos numeros de neutrdfilos orales, asi como la deficiencia en las respuestas
funcionales de estas células se asocian con la manifestacién clinica de la enfermedad

periodontal [80]. Los neutréfilos mantienen a la microbiota oral en equilibrio utilizando sus
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mecanismos antimicrobianos, los cuales sen ha descrito anteriormente. [10,
56][81][82].[83, 84]. [85]. [86]. [87, 88]. Ademas de los neutrdfilos, el epitelio de unidén que
es un tejido especializado participa en el control de la microbiota oral, liberando péptidos
antimicrobianos, como las B-defensinas y la LL-37. Estos péptidos ayudan a mantener una

comunidad bacteriana menos diversa, lo que se asocia con un periodonto sano [78].
4.3 Interaccion de neutréfilos con bacterias orales simbidticas

La microbiota comensal (simbidtica) oral también contribuye al estado estable de la
produccién de neutrdfilos ya que la interaccion que tienen los neutrdfilos con los
metabolitos o subproductos generados por la microbiota local, como &acidos grasos de
cadena corta, son importantes para mantener la inmunidad sistémica y tisular[89]. Ademas,
la microbiota contribuye al fenotipo activo de neutréfilos en circulacién y participa en su
eliminaciéon [90]. Sin embargo, la microbiota comensal oral no tiene impacto en la
estructura del tejido gingival, pues estudios que comparan ratones GF y ratones libres de
patégenos especificos (SPF) no revelan diferencia estructural en la ausencia de
microorganismos[3] Esto a diferencia del papel que tiene la microbiota comensal intestinal

en la estructura del intestino [91].

El reclutamiento de neutréfilos a la cavidad oral es mediado no sélo por IL-8, sino también
por otras quimiocinas. El receptor quimiotactico CXCR2, que es el receptor para IL-8, facilita
el reclutamiento de neutréfilos en el tejido periodontal. Esto se demostrd en ratones
knockout para el receptor CXCR2. En estos ratones, los neutrdfilos estdan ausentes en el
epitelio de unidn, pero estan presentes en los vasos sanguineos. Ademds, se encontrd que
las quimiocinas CXCL1 y CXCL2, que también son ligandos del receptor CXCR2, se expresan
en el epitelio de unidn de ratones GF. La presencia de bacterias comensales en cavidad oral,
favorece el reclutamiento de neutréfilos al tejido periodontal, al estimular selectivamente

la expresidn de la potente quimiocina de neutréfilos CXCL2 [3].

Se han comparado los niveles de expresion de CXCL2 y la ubicacién de neutrdfilos en
diferentes areas del epitelio de unién a través del diente, entre ratones GF, SPF y GF que

fueron inoculados con bacterias orales comensales individuales, como por ejemplo

24



Streptococcus sp. o Lactobacillus sp. [92]. En el periodonto de los ratones SPF y los ratones
GF inoculados con bacterias, los neutréfilos muestran un patrén de localizacién similar. Este
patron es diferente al patron observado en ratones GF. Ademas, existe una correlaciéon
positiva entre la ubicacion de neutrdfilos y los niveles de expresion de CXCL2 en el epitelio
de unién de animales colonizados por bacterias. Esto significa que en presencia de Ila
microbiota comensal, la expresidn de la quimiocina CXCL2 aumenta en la region interdental
del tejido periodontal. En consecuencia, el nUmero de neutrofilos también aumenta en esta
parte del tejido periodontal [92]. Esto significa que la microbiota comensal modula la
respuesta inmunoldgica innata, a través de reclutar neutréfilos, para mantener la

homeostasis en la cavidad oral.
4.4 Enfermedad periodontal

Se estima que aproximadamente el 46% de la poblacién adulta en los Estados Unidos que
tienen 30 afios o mas sufren de periodontitis. Entre estos individuos, los hispanos muestran
una prevalencia mas alta que la de los individuos no hispanos [93]. La periodontitis es una
enfermedad inflamatoria crénica compleja del periodonto que de no resolverse conduce a
la reabsorcion ésea alrededor de la raiz del diente, con la consiguiente pérdida del diente
[94]. El tratamiento para esta enfermedad inflamatoria crénica consiste en el raspado y
alisado de la raiz del diente, para eliminar la biopelicula formada en esta zona, comunmente
llamada bolsa periodontal (espacio patoldgico entre la raiz del diente y el ligamento
periodontal), ademas de la administracién de antibidéticos de amplio espectro e incluso
cirugia de injerto éseo, en casos graves. Desafortunadamente, estos tratamientos han
mostrado ser sélo una solucidn temporal para controlar y prevenir la progresiéon de la
enfermedad, ya que, en la mayoria de los casos, la destruccién masiva del periodonto
continua hasta llegar a la pérdida dsea. Esto significa que primero se deberia reestablecer
el equilibrio entre la microbiota y la respuesta del sistema inmunolégico, incluidos los
neutrdfilos, para lograr la recuperacion de la salud oral. Ya que la periodontitis también
conlleva un mayor riesgo de afecciones sistémicas graves como la aterosclerosis, la diabetes
y la artritis reumatoide. Aparentemente, el estado inflamatorio de la boca puede

extenderse a otras partes del cuerpo y asi afectar otros drganos.
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4.5 Interaccion de neutrofilos con bacterias orales disbidticas

Una microbiota bacteriana diversa y compleja es parte de la cavidad oral saludable. Las
bacterias comensales colonizan distintos sitios orales, incluyendo el epitelio bucal, el
vestibulo anterior maxilar, el dorso y la superficie lateral de la lengua, el paladar duro y
blando, las amigdalas, y las superficies de los dientes. Aunque la composicién de la
microbiota oral es muy diversa, se han encontrado importantes diferencias entre la
microbiota de individuos sanos y la de individuos con enfermedad periodontal. El
paradigma inicial de la periodontitis, establecido hace mas de 20 afios, contempla la idea
de que la enfermedad no se origina por un solo microorganismo patégeno sino por un
cambio en la comunidad microbiana oral, predominantemente aerobia Gram-positiva hacia
una comunidad anaerdbica Gram-negativa [9]. El cambio de la composicién de la microbiota
se conoce como disbiosis. A partir de estudios de biopeliculas bacterianas orales en
diferentes etapas de la enfermedad periodontal, se ha identificado a un grupo de bacterias
gue se asocian fuertemente con la severidad de la periodontitis [95]. Este grupo de
bacterias incluye a la triada de bacterias conocidas como periodontopatégenas:
Porphyromona gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola [95, 96].
Recientemente, otras bacterias también se han asociado directamente con la periodontitis.
Una de estas bacterias es Filifactor alocis [97]. En la disbiosis, las especies bacterianas
asociadas con salud no desaparecen sino que se encuentran en numeros mas bajos [97]. De
aqui se deriva entonces que la periodontitis, se origina por la compleja asociacién e
interaccion de una comunidad polimicrobiana diferente a la microbiota comensal [9]. Por
ejemplo, la bacteria Gram positiva F. alocis esta presente en grandes cantidades en los sitios
de la enfermedad periodontal mientras que la bacteria Gram negativa Veillonella sp. se
asocia a sitios periodontales sanos y se clasifica como una especie bacteriana beneficiosa.
Mas aln, algunas bacterias pueden pasar de ser benéficas a patdgenas en ciertas
circunstancias. La bacteria oral Gram negativa Fusobacterium nucleatum actia como un
importante patégeno “accesorio” para que exista un cambio en la microbiota oral y pase de

ser simbidtica a disbidtica [98]. Segun la evidencia actual, el desarrollo de periodontitis se
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asocia con un cambio en la microbiota oral simbidtica en una comunidad polimicrobiana

disbidtica [99].

Entonces en un tejido gingival sano, la comunidad bacteriana simbidtica local esta en
equilibrio con un reclutamiento de neutréfilos constante. Los neutréfilos controlan la
infeccidn sin causar inflamacién ni dafio colateral al huésped. La progresién de la salud a la
periodontitis ahora se explica como la transicion de una comunidad microbiana simbidtica
que, debido a varios factores de riesgo, como fumar, cambios en la dieta, un huésped
inmunocomprometido, lesién en el tejido o la colonizacién de la cavidad oral por bacterias
patégenas como P. gingivalis, puede modificar el ecosistema oral originando una
comunidad polimicrobiana disbiética. Como resultado, la respuesta del huésped hacia el
ataque microbiano disbidtico altamente diverso es mas robusta y desregulada, pasando de
una respuesta inmune controlada / estable a una respuesta inflamatoria crénica no resuelta

[100].
4.6 Neutrofilos hiperactivos

Dado que los neutrdfilos estan equipados con un arsenal letal de compuestos
antimicrobianos, su respuesta para controlar la infeccidon estad finamente regulada para
disminuir el dafio colateral al tejido del huésped. Por lo tanto, los neutréfilos pueden ajustar
el grado de respuesta que montan en una situacién peligrosa dada. El nivel de activacién
celular es el resultado de un rango de estimulos que regulan el grado de activacion de la
célula, en lugar de un mecanismo de encendido / apagado. El mecanismo de cebado
(priming, eninglés) es un paso reversible que modula la respuesta gradual de los neutrdfilos
ante un estimulo [101]. El cebado de neutrdfilos se entiende como la respuesta funcional
mejorada de la célula a un estimulo por exposicidén previa de la célula a otro estimulo (un
agente cebador) el cual por si solo no induce una fuerte respuesta celular [101, 102]. Los
agentes de cebado pueden ser derivados del huésped, como diferentes citocinas o
guimiocinas, como TNFa, IL-1B, IFNa, IL-8 y GM-CSF o compuestos derivados de bacterias
como lipopolisacarido (LPS) [103]. La regulacién del cebado es clave en la respuesta de

defensa del huésped, ya que prepara a los neutréfilos para montar un nivel apropiado de
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respuesta cuando se encuentra con un estimulo particular. La exposicion de neutrdfilos a
agentes de cebado mejora su respuestas de fagocitosis, estallido respiratorio y

degranulacion.

Varios estudios han demostrado que los neutrdfilos circulantes aislados de pacientes
diagnosticados con neumonia adquirida en la comunidad, o que sufrieron un trauma, o una
enfermedad inflamatoria crénica como la artritis reumatoide tienen un fenotipo cebado y
pueden aumentar la respuesta al estallido respiratorio al exponerse a un segundo estimulo
[79]. De forma similar, los pacientes con periodontitis parecen tener neutrofilos orales con
un fenotipo activado. En un estudio con 13 pacientes con periodontitis refractaria (esto es
gue no responden a los tratamientos), los neutrofilos orales fueron aislados y estimulados
con el ester de forbol PMA. Los neutréfilos mostraron una respuesta aumentada en la
produccién de ROS [104]. Interesantemente, los pacientes con neutréfilos de alta respuesta
también presentaban una pérdida dsea grave. En este estudio también se encontré que el
indice de placa bacteriana y la edad no parecen influir sobre la respuesta de los neutrdfilos

[104].

Ademas, los neutrofilos orales de los pacientes con periodontitis crénica también presentan
un fenotipo activado, segun la expresién en su membrana externa de ciertas moléculas
como CD11b, CD63, CD66b [105]. Estas moléculas se encuentran sobre la membrana de los
granulos de los neutroéfilos y por tanto un aumento en su expresiéon en la membrana externa
significa que las células estan experimentando degranulaciéon. Ademas, el aumento de la
expresion sobre la superficie de CD63, un marcador de granulos azuréfilos, que se observa
en neutroéfilos orales, pero no en neutréfilos de sangre periférica, de pacientes con
periodontitis cronica destaca la magnitud de la activacion de los neutréfilos en la boca. Esta
hiperactivacion de los neutrdfilos los lleva a liberar todo su arsenal microbicida de forma
constante en sitios donde no es necesario. Por tanto, los neutréfilos al liberar las sustancias
microbicidas inducen dafio tisular en sitios de inflamacién crénica como la que ocurre en la

periodontitis.
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La presencia de neutrdfilos hiperreactivos en la cavidad oral de sujetos con periodontitis
podria explicar el dafio grave que se observa en los tejidos del periodonto en pacientes con

esta enfermedad [79].
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad periodontal es una de las dos principales enfermedades orales. Después de
la caries, la enfermedad periodontal es un importante problema de salud publica a nivel
mundial [106]. Aunque las bacterias son esenciales para el inicio de la periodontitis, la
cantidad de biopelicula y de especies bacterianas, no necesariamente se relacionan con la
severidad de la enfermedad. Ademas, existen microorganismos con la capacidad de evadir
la respuesta inmunoldgica innata, propiciando el fallo de los mecanismos microbicidas por
parte de los neutréfilos [79]. Si los neutréfilos no pueden controlar o eliminar a los
microorganismos patdégenos, mas neutrdfilos seran reclutados a cavidad oral y éstos al
tener un estado hiperactivo contribuiran a perpetuar el proceso inflamatorio, que lejos de
proteger al periodonto favorecerdn el dafio del tejido y la consecutiva destruccién del hueso
[10, 13]. Por tanto, el comprender el estado funcional de los neutréfilos dentro de cavidad
oral es esencial para aumentar nuestro conocimiento del proceso de la enfermedad

periodontal.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los neutroéfilos de cavidad oral, de personas con o sin inflamacion gingival, llevan a cabo
de la misma forma sus funciones microbicidas produccién de ROS, formacion de NETs y

fagocitosis qué los neutrdfilos de circulacidén sanguinea?

7. HIPOTESIS

Los neutréfilos de cavidad oral presentan un fenotipo hiperactivo en individuos con
inflamacidn gingival, contrario a los neutrdfilos de cavidad oral de individuos sin inflamacién

gingival y a los neutrdfilos de circulacién periférica.

8. OBIJETIVO GENERAL

Evaluar las funciones microbicidas de los neutréfilos de cavidad oral: producciéon de ROS,
NETs y fagocitosis, mediante la estimulacién de estos con PMA, y compararlos contra los

neutréfilos de circulacién sanguinea para identificar sus diferencias.

9. OBIJETIVOS PARTIULARES
- Purificar neutréfilos a partir de enjuagues orales y de sangre periférica, de

personas con y sin inflamacion gingival.

- Evaluar la produccién de ROS de los neutrdfilos orales sanguineos, de personas
con y sin inflamacidn gingival.

- Evaluar la formacion de NET por neutréfilos orales y sanguineos, de personas con
y sin inflamacidn gingival.

- Evaluar la fagocitosis por neutrofilos orales y sanguineos, con y sin inflamacion

gingival.
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10. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los criterios de inclusidon y exclusion considerados para la delimitacion de la poblacién

fueron los siguientes:

- Sexo: indistinto

- edad: mayor de 15 afios, o que presentara denticidn permanente.

- Que los donantes no presentaran antecedentes heredofamiliares, como
enfermedades sistémicas o cronico degenerativas.

- Que los donantes no presentaran al momento de la toma de muestra, ningun
antecedente patoldgico personal, como cuadros gripales o cualquier otro tipo de
infeccién de vias respiratorias.

- Que los donantes no presenten ningun tipo de habito nocivo, como el consumo
de tabaco o alcohol.

- Que los donantes considerados como sanos presenten buena higiene oral (sin
manifestaciones de inflamacién gingival, incluido el sangrado gingival, ni

presencia de placa dentobacteriana).
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11. MATERIALES Y METODOS

La muestra de estudio fue de un total de 10 donantes; 5 mujeres y 5 hombres de entre 16
y 54 afios. Sin antecedentes heredofamiliares, ni antecedentes patoldgicos personales, ni

de habitos nocivos.

11.1 Obtencidn de neutréfilos
Los neutrdfilos orales se obtuvieron a partir de 5 enjuagues de cavidad oral, por donante.
La muestra fue de un total de 10 donadores, 5 mujeres y 5 hombres, de entre 16 y 55 anos.
Cada enjuague se realizé con 10 ml de solucion de NaCl al 0.9% durante 30 segundos. Un
intervalo de 3 minutos se dejo entre cada enjuague. Los cinco enjuagues (50 ml) se
reunieron en un solo tubo y se filtraron secuencialmente a través de filtros con poros de
100 pum, y 40 um (Falcon 352360 — 352340), para eliminar las células epiteliales. El filtrado
se centrifugd a 1400 rpm, durante 4 minutos a 4 °C en una centrifuga eppendorf 5702 R

5703000322. Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de PBS.

Los neutréfilos sanguineos se obtuvieron a partir de 10 ml de sangre periférica, siguiendo
el protocolo ya bien establecido de centrifugacién en un gradiente de densidad [108].
Brevemente, la sangre obtenida por puncidon venosa de donadores sanos se coloca en un
tubo con heparina y dextran al 6%. Después de 45 minutos, los eritrocitos precipitan por
accién del dextran y el plasma que contiene a los leucocitos se coloca sobre un colchén de
Ficoll-Paque. El tubo se centrifugd a 1600 rpm durante 20 minutos a 4 °C en una centrifuga
Sorvall RT6000D. En el fondo del tubo aparecen los neutréfilos puros.

Los neutrdfilos se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron finalmente en 5 ml de PBS,
conservandolos en frio hasta su uso.

El forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) es un ester de forbol, cuyo blanco molecular es la
proteina quinasa C (PKC); ya que funciona como un potente activador de esta proteina,
incluidas las isoformas del grupo A y del grupo B, activdandolas a través de la union al
dominio C1. El PMA también puede activar ciertas vias de quinasa de proteinas activadas

por mitdgenos (MAP) a través de PKC.
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11.2 Produccién de ROS
La formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalia mediante la deteccion de la
oxidacién de dihidroetidio. Este compuesto muestra una fluorescencia azul en el citosol
hasta que se oxida, dando entonces una fluorescencia roja brillante. Los neutréfilos se
incubaron con 15 uM dihidroetidio durante 30 minutos a 37 °C en la oscuridad. Después de
un lavado con PBS, los neutréfilos se estimularon con 20 nM del ester de forbol (PMA) y se
incubaron durante 20 minutos a 37 °C en lun incubador con 5% de CO; (Fernandes,
Gongalves, & Laurindo, 2017). Finalmente, las células se fijaron afiadiendo el mismo
volumen de 2% paraformaldehido. Después de 30 minutos los neutréfilos se observaron
con un microscopio invertido de fluorescencia modelo IX-70, marca Olympus (Center Valley,
PA, USA).
11.3 Formacion de NETs

La formacién de Trampas Extracelulares de Neutrdfilos (NETs), se determina después de
estimular a los neutroéfilos con esteres de forbol (PMA) a concentracion final de 20 nM segun
el protocolo previamente publicado [109]. Brevemente, los neutréfilos estimulados con
PMA se incubaron durante 4 horas a 37° C en un incubador con 5% de CO>. Finalmente, las
células se visualizaron afiadiendo 500 nM del colorante fluorescente especifico para DNA
Sytox Green, usando un microscopio invertido de fluorescencia modelo IX-70, marca

Olympus (Center Valley, PA, USA).

11.4 Opsonizacion de eritrocitos
La sangre de borrego se obtuvo de Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los
eritrocitos se lavan tres veces con disolucién de Alsever en frio y se resuspenden en PBS.
Después se afiadieron 50 pl de suero de conejo con anticuerpos contra eritrocitos de
carnero. La mezcla se incubé a 37 °C durante 60 minutos y finalmente los eritrocitos se

lavaron tres veces con PBS. Los eritrocitos opsonizados se guardan a 4 °C hasta su uso.
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11.5 Fagocitosis en fase liquida
La fagocitosis se evalua utilizando eritrocitos de carnero opsonizados con anticuerpos. Los
neutréfilos se incuban con los eritrocitos en bafio maria a 37 °C, durante 30 min. Los
eritrocitos no fagocitados se eliminan con un choque hipoténico. Los neutrdfilos se fijan a
un portaobjetos de vidrio realizando un frotis. Después las células se tifieron con
hematoxilina y eosina. Finalmente, las células se observan en un microscopio para
determinar el indice fagocitico, que se define como el nimero de eritrocitos fagocitados

por cada 100 neutrdfilos.

11.6 Analisis estadistico

Se utilizaron pruebas de t de Student para muestras independientes para comparar los
promedios de PBS y PMA por grupo de tratamiento (sano y enfermo), con un nivel de
significancia de p<0.05. El analisis estadistico se realizd con el programa Stata 15. Para
determinar si existen diferencias significativas entre los sanos y enfermos, en ROS y NETS

sin estimulo (PBS) y con estimulo (PMA).
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12. RESULTADOS

En este trabajo se compararon las funciones microbicidas de los neutréfilos provenientes
de sangre y de boca de individuos sin inflamacidn gingival (denominados individuos sanos)

y las funciones microbicidas de los neutréfilos provenientes de individuos con inflamacién

gingival (gingivitis).
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Purificacion de neutrofilos

Los neutréfilos fueron purificados de sangre y de la cavidad oral respectivamente. A partir
de 10 ml sangre de 6 individuos sanos, se purificaron en promedio 3.8 x 108 SD 0.2
neutrdfilos. Similarmente, a partir de la sangre de 4 personas con gingivitis, se purificaron
en promedio 4.7 x 10% SD 0.2 neutrdfilos. Esto significa que, a pesar de la diferencia de
numeros, lo valores se encuentran dentro de los normales, para individuos adultos. Por
otro lado, los neutrofilos purificados a partir de 50 ml de enjuagues bucales mostraron una
morfologia tipica con su nucleo lobulado y multiples granulos (Figura 1). Sin embargo, el
numero de neutrdfilos purificados a partir de enjuagues bucales de 6 individuos sanos fue
en promedio de 1.8 x 10° SD 0.2, mientras que el nimero neutrdfilos purificados de
enjuagues bucales de 4 individuos con gingivitis fueron 9 x 10° SD 0.8. Esto significa que 5
veces mas neutrofilos llegaron a la cavidad oral de individuos que presentaron inflamacién
gingival, en comparacién con quienes no presentaron inflamacidn; esto era de esperarse ya
que los neutréfilos son células involucradas en los proceso inflamatorio, por tanto, a mayor

inflamacién mayor nimero de neutréfilos.

Figura 1. Neutrdfilos aislados de cavidad oral. A partir de 50 ml de enjuagues bucales, los
neutrdfilos se purificaron y después se fijaron sobre un portaobjetos para ser tefiidos con
la tincion Wright-Giemsa. Los neutroéfilos se observaron a través de un microscopio a un
aumento de 20X (a) y 40X (b).
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Formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
Para evaluar las funciones microbicidas de los neutrdfilos, primero determinamos la
capacidad de estas células para producir especies reactivas de oxigeno (ROS) en condiciones
basales y en respuesta al PMA. Los neutréfilos provenientes de sangre de individuos sanos
que no son estimulados no produjeron ROS (Figura 2a y Figura 5). Cuando esos neutréfilos
fueron estimulados con PMA produjeron ROS (Figura 2b y c y Figura 5). Esto apoya la idea
de que los neutrdéfilos permanecen viables en sangre sin llevar a cabo ninguna accion
microbicida, hasta que sean estimulados y activados, por algin agente patégeno (como

microorganismos) o en este caso con PMA.

Por otro lado, los neutréfilos provenientes de sangre de individuos con gingivitis produjeron
una cantidad importante de ROS, aun en condiciones basales (Figura 3ay Figura 5). Cuando
fueron estimulados con PMA produjeron casi la misma cantidad de ROS que los neutrdfilos
de individuos sanos (Figura 3b y Figura 5). Este resultado podria explicarse con la hipétesis
de que los neutrdfilos se pueden encontrar en un estado de priming, o preactivacion,
ocasionado por moléculas como el LPS presente en bacterias, que, al interactuar con los
neutrdfilos de manera constante, permitirdn que estos mejoren su respuesta a otros

estimulos.

En los ensayos con neutréfilos de cavidad oral se observd que, indistintamente de que
hayan sido estimulados o no, éstos emiten fluorescencia en presencia del reactivo sensible
a oxidacion, indicando la produccion de ROS. Este comportamiento se ha observado con
células de individuos con o sin inflamacidn gingival (Figura 4 y Figura 5). Esto sugiere que
los neutréfilos que llegan a cavidad oral podrian ser estimulados (probablemente por la
presencia de la microbiota oral residente) y, por tanto, ser activados para efectuar sus

acciones microbicidas, en este caso, la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Los datos acumulados para la formacion de ROS de 10 ensayos con neutrofilos provenientes
de sangre y de boca de individuos sanos y los datos de 5 ensayos con neutréfilos
provenientes de sangre y de boca de individuos con inflamacién gingival se muestran en la

Figura 5. Estos resultados indican que los neutréfilos de sangre de individuos sin inflamacion
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gingival se encuentran en estado inactivo por lo que producen cantidades limitadas de ROS
(reflejada en la fluorescencia basal). Por otro lado, una vez que las células de sangre son
estimuladas con PMA, se detecté6 un aumento de la intensidad de fluorescencia, en
comparacion con las no estimuladas, lo cual indica la produccién de ROS. De manera
contraria, los neutroéfilos provenientes de sangre de individuos con inflamacién gingival, a
pesar de no haber sido estimulados con PMA, emiten una intensidad de fluorescencia
similar a la intensidad de fluorescencia de las mismas células, pero estimuladas con PMA,
sugiriendo la preactivacion de los neutréfilos sanguineos y por tanto la produccidon de ROS
de manera equiparable. En el caso de los neutrdéfilos provenientes de boca de individuos
con vy sin inflamacidén gingival, indistintamente de que hayan sido estimulados o no con
PMA, emiten una intensidad de fluorescencia en simil proporcidn, evidenciando Ia

activacion de estos, e indicando la produccion de ROS.
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Figura 2. Producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) por neutréfilos sanguineos de
individuos sanos. Los neutroéfilos de sangre fueron marcados con dihidroetidio y se dejaron sin
estimulo (a) o se estimularon con PMA [20 nM] (b-c-d). Las células se observaron por microscopia
de campo claro (paneles izquierdos) o de fluorescencia (paneles derechos) a un aumento de 10X (a
y b), de 20X (c) o de 40X (d). Se muestran fotografias representativas de 6 muestras analizadas. Barra
de calibracion = 100 um.
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Figura 3. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por neutrofilos sanguineos de
individuos con gingivitis. Los neutrdfilos de sangre fueron marcados con dihidroetidio y se
dejaron sin estimulo (a) o se estimularon con PMA [20 nM] (b). Las células se observaron
por microscopia de campo claro (paneles izquierdos) o de fluorescencia (paneles derechos)
a un aumento de 10X (a), de 20X (b) o de 40X (c).

41



i 100 um

100 pm

100 um

Figura 4. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por neutréfilos orales de
individuos sanos (ay b) o de individuos con inflamacién gingival (cy d). Los neutréfilos orales
fueron marcados con dihidroetidio y se dejaron sin estimulo (a y c) o se estimularon con
PMA [20 nM] (b y d). Las células se observaron por microscopia de campo claro (paneles
izquierdos) o de fluorescencia (paneles derechos) a un aumento de 10X.
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INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

16

14

12

10

SANGRE CAVIDAD ORAL

Figura 5. Formacion de especies reactivas de oxigeno por neutréfilos de sangre y de
cavidad oral purificados de individuos sanos (S) o de individuos con inflamacién
gingival (I). Los neutrdfilos fueron marcados con dihidroetidio y se dejaron sin
estimulo (---) o se estimularon con PMA [20 nM]. Las células se observaron por
microscopia de fluorescencia y se tomaron fotografias a un aumento de 10X. A partir
de las fotografias, la intensidad de fluorescencia se calculd usando el programa
Image J. Los datos son el promedio £ ESM de 5 experimentos independientes. Los
asteriscos indican las condiciones donde se encontré diferencia significativa (p<0.05)
con respecto a la misma condicién evaluada en el otro grupo de estudio (sanos) en
sangre. Las cruces indican las condiciones donde se encontré diferencia significativa
(p<0.05) con respecto a la misma condicién evaluada en el otro grupo de estudio
(sanos y con inflamacién gingival) entre sangre y cavidad oral.
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Formacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETs)
Otra funcidn antimicrobiana de los neutréfilos es la formacién de Trampas Extracelulares
de Neutroéfilos (NETs). Las NETs son fibras de DNA (cromatina) donde los microorganismos
guedan atrapados. La produccién de NETs se ha determinado mediante la visualizacion de
las fibras de cromatina extracelular, con la ayuda del reactivo Sytox Green, el cual no puede
entrar a las células y fluérese al unirse al DNA. Entonces este colorante sélo fluoresce
cuando hay DNA fuera de las células. También, se usa el colorante DAPI que si puede entrar

a las células y fluoresce cuando se une al DNA.

Los neutréfilos de la sangre de individuos sanos que no fueron estimulados se observaron
como células redondas con multiples granulos (Figura 6a; panel izquierdo). Al tefiir estas
células con DAPI, se observé que tienen su nucleo multilobulado y bien definido (Figura 6a;
panel derecho). Al contrario, los neutrdéfilos estimulados con PMA durante 4 horas, se
observaron como células alargadas y mas pequefias que los neutroéfilos sin estimulo (Figura
6b; panel izquierdo) y con nucleos descondensados y fibras de cromatina fuera de la células
(Figura 6b; panel derecho). La presencia de DNA fuera de la célula en forma de fibras denota
la produccion de NETs. Por otro lado, los neutréfilos de la sangre de individuos con
inflamacién gingival, que no fueron estimulados se observaron como células redondas
(Figura 6c; panel izquierdo). Al tefiir estas células con DAPI, se observa que tienen su nucleo
multilobulado (Figura 6c; panel derecho). De manera similar, los neutréfilos estimulados
con PMA durante 4 horas, mantuvieron su forma circular (Figura 6d; panel izquierdo), sin
embargo, también presentaron los nucleos descondensados y fibras de cromatina fuera de
la células (Figura 6d; panel derecho), evidenciando también la produccién de NETs. De igual
manera, los neutréfilos aislados de cavidad oral de individuos sin inflamacion gingival

presentan sus nucleos lobulados, compactos y bien definidos (Figura 7a).

Por el contrario, los neutrdfilos de individuos con inflamacién gingival mostraron nucleos
no compactos ni multilobulados (Figure 7b). Esto es indicativo de |la descondensacién de la
cromatina (NETosis). Cuando los neutrdfilos de cavidad oral de individuos sin inflamacion

gingival fueron estimulados con PMA perdieron la estructura multilobular y compacta de
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los nucleos y ademas se pudieron observar algunas fibras de DNA que estdn fuera de las

células (Figura 8a y b). Esto es indicativo de que los neutrofilos formaron NETSs.

%

Figura 6. Microscopia en campo claro (paneles izquierdos) y fluorescencia (paneles derechos) de
neutrdéfilos sanguineos de individuos sanos (a y b) o de individuos con inflamacién gingival (c y d),
sin estimulo (a y c) y estimulados con PMA [20 nM] (b y d). Las células fueron observadas a un
aumento de 20X. (d) campo claro, se muestra
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Figura 7. Microscopia en campo claro y fluorescencia utilizando DAPI, de neutréfilos orales. Sin
estimulo, inmediatamente después de la purificacién. Muestra de un individuo sin inflamacién
gingival (a) y uno con inflamacién gingival (b), a un aumento de 20X.
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De forma contraria, los neutréfilos de cavidad oral de individuos con inflamacién gingival ya
presentaban una morfologia del nucleo alterada (Figura 8C) recién aislados de la boca y sin
ser estimulados. Estas células, al ser estimuladas con PMA, sélo mostraron un ligero
aumento de en el tamafio de sus nucleos y en la cantidad de fibras de cromatina (Figura
8d). Esto sugiere fuertemente que los neutrdéfilos orales de personas con gingivitis ya se
encuentran en un estado de estimulacién que los lleva a iniciar el proceso de NETosis en la
cavidad oral, sin necesidad de otro estimulo externo como el PMA. Interesantemente, el
estimulo adicional de PMA no parece llevar a los neutréfilos orales de individuos con

inflamacidn gingival a una mayor formacién NETSs.

Para explorar si efectivamente los neutrdfilos de cavidad oral de individuos con inflamacién
gingival ya estan pre-estimulados y tienen el potencial de formar mas NETs, los neutroéfilos
de cavidad oral de individuos sanos y de individuos con inflamacién fueron aislados y
observados en el tiempo. Los neutréfilos de individuos sanos presentaron nucleos
multilobulados, que es la morfologia normal de estas células. Después de cuatro horas en
cultivo, estos neutrofilos no mostraron cambios en la morfologia de sus nucleos (Figura 9a,
by c¢). En cambio, los neutréfilos orales de individuos con inflamacién gingival claramente
formaron NETs en un lapso de cuatro horas (Figura 9d, e y f). Estos resultados sugieren
fuertemente que los neutréfilos en la cavidad oral de individuos con inflamacidn gingival ya
se encuentran pre-activados y pueden proseguir con el proceso de NETosis culminando con

la formacidon de NETSs.

Resumiendo, los datos para la formacidén de NETs, vemos que los neutréfilos de sangre de
individuos sanos se encuentran en reposo, pero pueden entrar en NETosis y formar redes
al ser estimulados con PMA (Figura 10). De forma similar los neutréfilos de sangre de
individuos con inflamacion gingival no producen NETs. Sin embargo, al ser estimulados con
PMA son capaces de producir mds NETs que los neutréfilos sanguineos de individuos sanos
(figure 10). Esto sugiere que, en los individuos con inflamacién en la boca, hay un efecto

sistémico que hace que los neutréfilos de sangre estén preactivados.
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Por otro lado, los neutroéfilos de cavidad oral de individuos sanos tampoco producen NETSs.
Sin embargo, son capaces de entrar en NETosis y formar NETs después de ser estimulados
con PMA (Figura 10). Por el contrario, los neutréfilos de cavidad oral de individuos con
inflamacién gingival, ya se encuentran en un estado activado y muchos de ellos en franca
NETosis. La cantidad de NETs que producen estos neutréfilos es incluso mayor que la
cantidad que los neutrdfilos de individuos sanos producen. Mas aun, los neutrdfilos orales
de individuos con inflamacién gingival ya no parecen ser capaces de producir mas NETs al
ser estimulados con PMA (Figura 10). Esto sugiere, que los neutroéfilos orales de individuos
con inflamacion han sido previamente activados y son capaces de producir grandes

cantidades de NETs.
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Figura 8. Microscopia en campo claro (paneles de la izquierda) y fluorescencia (paneles de la
derecha) de neutroéfilos de cavidad oral de individuos sin inflamacidn gingival (a y b) o de individuos
con inflamacion gingival (c y d). Los neutrofilos se dejaron sin estimulo (a y c) o se estimularon con
20 nM de PMA (b y d). Las fotografias se tomaron a un aumento de 20X.
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Figura 9. Microscopia en campo claro y fluorescencia de neutrdfilos orales provenientes de tres
individuos sin inflamacién gingival (a, b, c) y de tres individuos con inflamacidn gingival (d, e, f). Los
neutrdfilos se aislaron y se dejaron sin ningln estimulo por cuatro horas y se tifieron usando Sytox
Green. Fotografias tomadas con un microscopio de fluorescencia a un aumento de 20X.
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Figura 10. Formacion de NETs por neutréfilos de sangre y de cavidad oral provenientes de
individuos sin inflamacién gingival (S) y con inflamacién gingival (I). Los neutrdfilos
purificados se dejaron sin estimulo (barras blancas) o se estimularon con 20 nM de PMA
(barras grises). La formacidn de NETs fue estimada mediante la intensidad de fluorescencia
de Sytox Green. Los datos son la media = ESM de 5 experimentos independientes. Los
asteriscos indican las condiciones donde se encontré diferencia significativa (p<0.05) con
respecto a la misma condicidn evaluada en el otro grupo de estudio (sanos) tanto en sangre
como en cavidad oral. Las cruces indican las condiciones donde se encontré diferencia
significativa (p<0.05) con respecto a la misma condicidon evaluada en el otro grupo de
estudio (sanos y con inflamacidn gingival) entre sangre y cavidad oral.
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Fagocitosis
Otra funcidn antimicrobiana de los neutréfilos es la fagositosis. La fagocitosis es capacidad
que tienen los neutrdfilos para poder introducir dentro de ellas, microorganismos o
particulas patdgenas, para poder degradarlos. Durante la fagocitosis, las células incorporan
dentro de vesiculas especializadas a particulas de mdas de 0.5 um. Cuando una particula es
reconocida por los neutréfilos, muchas veces a través de anticuerpos, la membrana del
neutréfilo se extiende alrededor de la particula hasta envolverla completamente.
Posteriormente, la membrana que recubre a la particula se separa formando una nueva
vesicula que lleva en su interior a la particula. La nueva vesicula es denominada fagosoma.
Dentro del fagosoma la particula, que normalmente es un microorganismo, puede
posteriormente ser destruida. El fagosoma se une a otras vesiculas y granulos del neutrofilo
en un proceso que se conoce como maduracién del fagosoma. En este proceso se forma un
fagolisosoma, el cual contiene un pH acido y multiples enzimas que pueden degradar al

microorganismo.

Una de las formas mas eficientes de fagocitosis es cuando la particula estd recubierta de
anticuerpos. Esto se conoce como opsonizacién (del griego "hacer mas apetitoso"). Las
particulas opsonizadas son reconocidas eficientemente por los neutréfilos a través de
receptores que se unen a la parte constante (Fc) de las moléculas de anticuerpo. Por eso los

receptores se denominan receptores Fc.

Para evaluar la capacidad de fagocitosis de los neutréfilos, éstos fueron incubados junto con
eritrocitos opsonizados. De esta forma, los neutrdfilos reconocen a los eritrocitos y los
pueden fagocitar. Esto se puede medir con facilidad en el laboratorio al ver a las células a
través de un microscopio y contar el nimero de eritrocitos que son fagocitados (ingeridos)
por los neutréfilos. Normalmente, la capacidad de fagocitosis se estima con el Indice

fagocitico, que se define como el nimero de particulas fagocitadas por cada 100 neutrofilos.

Cuando los neutrdfilos de sangre que fueron incubados con eritrocitos sin opsonizar, el indice
fagocitico fue de alrededor de 20 (Figura 11). Esto representa la actividad fagocitica basal

de los neutrdfilos. En presencia de un agente estimulador, como el peptido formilado fMLF
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(formil-metil-leucil-fenilalanina) que proviene de bacterias, los neutréfios son activados en
muchas funciones incluyendo la fagocitosis. Los neutréfilos de sangre tratados con fMLF y
en presencia de eritrocitos no opsonizados mostraron un indice fagocéitico de alrededor de
30 (Figura 11). Esto significa que los eritrocitos pueden fagocitar un poco mejor cundo se
estimulan, pero aun asi la eficiencia de fagocitosis no es muy buena con células no
patégenas como los eritrocitos. En cambio, si los eritrocitos estan opsonizados con
anticuerpos, la fagocitosis se vuelve muy eficiente. Los neutrdfilos en presencia de
eritrocitos opsonizados, muestran un indice fagocitico de cerca de 100 (Figura 11). Esto
significa que los neutréfilos pueden fagocitar particulas opsonizadas con una eficiencia
cinco veces mejor que la eficiencia sobre particulas sin opsonizar. Finalmente, al afiadir
fMLF, el indice fagocitico se eleva casi a 200 (Figura 11). Esto indica que la capacidad
fagocitica de los neutroéfilos se ve favorecida si las particulas estdn opsonizadas; ademas,
esta capacidad serd mejorada si los neutréfilos han sido previamente expuestos a otras

moléculas activadoras como el fMLF.

Posteriormente a estos experimentos, quisimos evaluar la capacidad de fagocitosis de los
neutréfilos de sangre de individuos con gingivitis. Sin embargo, esto resultd muy
complicado porque en la facultad de odontologia no me dieron permiso de tomar muestras
de sangre de los pacientes con enfermedad periodontal. Ademas, las restricciones
sanitarias que se impusieron debido a la pandemia de la covid-19, hicieron que ya no
tuvieramos acceso a los pacientes. Por tanto, los experimentos de fagocitosis con

neutrdfilos de cavida oral tampoco puedieron ser realizados.

Sin embargo, basados en los resultados de las funciones de formacién de ROS y de NETs por
los neutrdfilos de cavida oral de individuos con gingivitis, creemos que los estos neutréfilos
también presentan una capacidad fagocitica elevada, ya que en la boca se encuentran en

un medio inflamatorio con muchas bacterias.
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Figura 11. indice fagocitico de neutréfilos sanguineos de individuos sanos. De izquierda a derecha,
neutrdéfilos incubados sélo con eritrocitos (eritrocitos); con eritrocitos y fMLF (e+fMLF); con
eritrocitos opsonizados (e+Ac); y con eritrocitos opsonizados y fMLF (e+Ac+fMLF). Los datos son la
media £ ESM de 2 experimentos independientes.
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13. DISCUSION

En condiciones normales, los neutréfilos pueden viajar de la sangre a distintos tejidos para
protegerlos del ataque o lesion, por parte de microorganismos patégenos. Uno de esos
sitios a los que los neutréfilos pueden llegar, es la cavidad oral, donde existe una migracion
constante de estos leucocitos para la proteccién contra la microbiota residente. La boca es
uno de los sitios de eliminacién de neutrdfilos pues se calcula que alrededor de 30 000
neutrdéfilos migran a la cavidad oral cada minuto en condiciones basales. Sin embargo, esta
cantidad representa solo el 1% de todos los neutréfilos producidos diariamente [15]. Los
neutrdéfilos son capaces de realizar diferentes funciones microbicidas, dependiendo de los
tejidos donde se encuentran, debido a su potencial de modificar la expresiéon de varias

moléculas de membrana y producir gran cantidad de citocinas [17].

En este trabajo se logré evidenciar las diferencias y similitudes entre las funciones que
llevan a cabo los neutréfilos de cavidad oral y los de sangre, determinada por la produccién
de ROS y NETSs. Los neutréfilos de cavidad oral presentan un fenotipo activado o efecto de
cebado, ya que sin necesidad de haber estimulado a las células con PMA, éstas produjeron
ROS, similar a como lo hicieron los neutréfilos de sangre estimulados con PMA. El cebado
es el cambio de un neutréfilo después de la exposicion a citocinas proinflamatorias,
guimiocinas y productos microbianos desde un estado basal de "reposo" a un estado "listo"
gque da como resultado respuestas mejoradas a los estimulos activadores [101]. Los
neutrdfilos cebados, generalmente presentan una produccion mejorada de ROS por la

NADPH oxidasa [111].

Se ha reportado que los neutréfilos aislados de sangre de pacientes con periodontitis
cronica tienen una mayor actividad de estallido respiratorio en comparacion con individuos
sin periodontitis [112]. Los neutrdfilos de los pacientes presentan un fenotipo cebado
determinado por una produccién de ROS extracelular significativamente mayor cuando se
exponen ex vivo con S. aureus opsonizado o patdgenos orales no opsonizados como
Fusobacterium nucleatum o P. gingivalis [112]. A pesar de no haber utilizado

microorganismos como agentes activadores de los neutréfilos, nuestros resultados
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muestran una tendencia similar, en la produccién de ROS en células de sangre estimuladas

con PMA, asociadas probablemente a inflamacién gingival.

También encontramos que los neutréfilos de cavidad oral presentan diferencias en la
morfologia de su nucleo. En la mayoria de los casos el nicleo mostraba una conformacién
multilobulada y compacta, equiparandose a la de los neutréfilos de sangre. Sin embargo,
también se obtuvieron células con pérdida de la morfologia caracteristica de un neutrdfilo
polimorfonuclear, ya que el nucled se apreciaba descondensado vy circular. Estos aspectos
sugieren que los neutrdfilos ya han sido estimulados y se encuentran en el proceso de
NETosis. Apoyando esta idea es el hecho que que pudimos visualizar fibras de cromatina
extracelular, mediante la tincién con Sytox Green. Esto es indicativo de la formacion de
NETs. Mostrando asi el metabolismo activo de las células como resultado del cebado, muy
probablemente por el contacto con la microbiota oral y la presencia de inflamacion [10].
Con estos resultados se pensaria que los neutrofilos orales hiperreactivos se encuentran en
un proceso celular de muerte sin embargo, contrario a esto Lakschevitz et al. mencionan
que los neutrofilos orales de pacientes con periodontitis créonica muestran una mayor
expresiéon de Bcl-2, un marcador de supervivencia , y una expresion disminuida de Bax, un
marcador proapoptético, tanto por analisis del transcriptoma como por validacién por
inmunotransferencia y citometria de flujo en comparacion con células orales aisladas de
controles sanos [105]. Existen diversos estudios realizados con neutréfilos de circulacion
sanguinea de pacientes con periodontitis donde se compara la produccién de citocinas de
éstos, contra los neutrdfilos de individuos sin la enfermedad. La liberacion de IL-8, IL-6,
TNFa e IL-1B de células no estimuladas es similar entre todos los grupos; Sin embargo, los
neutrdfilos de los pacientes observan una liberacion significativamente mayor de todas las
citocinas tras el diferente contacto bacteriano (LPS de Escherichia coli, o S. aureus
opsonizado, o F. nucleatum, o con P. gingivalis) en comparacién con la respuesta de los
neutrdfilos de los individuos sanos [113]. A pesar de ello no existen diferencias en la
respuesta de citocinas estimuladas por bacterias en los neutréfilos aislados de pacientes
con terapia periodontal, en comparacion con los niveles detectados antes de la terapia, lo

gue podriaindicar que el estado de cebado de las células circulantes sigue presente después
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de la terapia periodontal o que la hiperreactividad de los neutrdfilos estd impresa o es

constitutiva [113].

Por ultimo, pudimos demostrar que la funcién fagocitica de los neutrofilos de sangre se ve
favorecida por el la presencia de anticuerpos que promuevan la opsonizacion del patégeno
o elemento a fagocitar, asi como por la presencia de fMLF, un péptido estructural
bacteriano que induce tanto la quimiotaxia del neutréfilo, asi como su activacién de la
degranulacion de vesiculas secretoras y cambios conformacionales en el citoesqueleto para
poder engullir a los microorganismos [114]. El estudio de los neutrdfilos de cavidad oral
cada dia logra avances significativos en el conocimiento de estas células, sin embargo,
existen limitantes, que exigen la continua investigacién en el funcionamiento de estas
células dentro de boca. La cavidad oral es la principal via de entrada a nuestro cuerpo, esta
conectada con varios sistemas como el respiratorio, el digestivo o el inmunolégico, esto nos
sita en la importancia y complejidad de esta con relacién a la salud sistémica. Esta
reportado que muchas de las enfermedades a nivel sistémico tienen repercusion vy
manifestaciones en cavidad oral y viceversa. Dada su proximidad y contacto con el medio
externo, la cavidad oral constantemente sufre cambios, los cuales deben ser regulados para

gue haya homeostasis y se mantenga la salud oral.

Sin embargo existen factores que modifican el ecosistema oral, principalmente los habitos
de higiene, los cuales determinaran el grado de heterogeneidad que haya de los géneros y
especies de microorganismos que colonicen los tejidos orales; la alimentacién, que influye
en los factores fisicos tales como el pH, la temperatura, o el grado de humedad en la boca,
lo cual favorecerd el medio ideal para el crecimiento de ciertos microrganismos, los que
sean compatibles con salud o enfermedad; asi como el fumar o consumir alcohol, pues
componentes quimicos como la nicotina o el alquitran en los cigarros, irritan la mucosa oral
favoreciendo el establecimiento de la inflamacidn. Siendo la conjuncién de uno o varios de
estos aspectos negativos: la falta de higiene, el consumo constante de azucares refinados y
bebidas carbonatadas, el fumar y consumir alcohol. Lo que favorecera el establecimiento
de la enfermedad periodontal, y donde en mi opinién, radica el verdadero reto para

determinar el rol que juegan los neutréfilos dentro de la cavidad oral.
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14. CONCLUSIONES

Los resultados nos muestran que los neutréfilos que llegan a cavidad oral manifiestan un
fenotipo activado, pues a pesar de que estos llevan a cabo las mismas acciones microbicidas
gue los neutrofilos de circulacién sanguinea, como es la produccién de ROS y la formacion
de NETs, los neutrdfilos de cavidad oral ejercen dichas funciones, de manera constitutiva, o
sin la necesidad de un estimulo in vitro, a diferencia de los neutrdéfilos de circulacién
sanguinea. Ademas, se establecié una diferencia morfolégica y funcional entre los
neutrdfilos de cavidad oral, provenientes de personas con inflamacidn gingival y de quienes
no presentaron inflamacién gingival. Pues los neutréfilos de personas con inflamacion
gingival mostraron un estado de mayor activacién determinado por la mayor produccién de
ROS vy por el estado de descondensacién nuclear evidente, relacionado con netosis. A
diferencia de los neutrdfilos de personas sin inflamacidn gingival. Asi mismo, se evidencio
qgue los neutrdéfilos de circulacién sanguinea provenientes de personas con inflamacién
gingival parecen responder de manera mas efectiva, ante un estimulo, en comparacién con
los neutrdfilos de circulacién sanguinea de personas sin inflamacién gingival. Esto sugiere
gue los neutrdfilos provenientes de ambientes inflamatorios presentan un cebado o
preactivacion, lo cual deriva en una respuesta exagerada ante el estimulo, por tanto,
podriamos pensar que tanto los neutrdfilos de cavidad oral, como los de circulacion
sanguinea de personas con manifestacion de inflamacién presentan un fenotipo

hiperactivo.

Por otro lado, referente al mecanismo de fagocitosis, se pudo comprobar que los neutréfilos
de circulacién sanguinea ejercen este mecanismos de manera efectiva, sin embargo, la
respuesta mejora cuando el agente a fagocitar es opsonizado con anticuerpos. Ademas,
también se comprobd que la respuesta de los neutréfilos para fagocitar se ve favorecida al
estimularlos con fMLF componente bacteriano. A pesar de no haber podido evaluar esta
funcién en los neutréfilos de cavidad oral, podriamos inferir que esta accién podria ser
efectiva también en dichas células, ya que la produccion de ROS estd directamente
relacionada con la formacién y accién del fagolisosoma, y como ya se menciond, el estallido

respiratorio como causa de la produccion de ROS es un mecanismo microbicida constitutivo
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de los neutréfilos de cavidad oral. Ademads de que estas células se encuentran en contacto
con una gran cantidad de microorganismos bacterianos, en cuyas estructuras celulares se

encuentra el componente fMLF.
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15. PERSPECTIVAS

La magnitud de la generacién de ROS por los neutroéfilos orales se podria relacionar con la
gravedad de la enfermedad y estudios longitudinales mds amplios podrian confirmar si un
fenotipo hiperactivo en los neutréfilos orales podria predecir si los pacientes fueran
refractarios al tratamiento y mas susceptibles a la progresién de la enfermedad [104]. No
obstante, los estudios de ROS se ven obstaculizados por diversos problemas técnicos.
Idealmente, una sonda para ROS deberia ser especifica para compartimentos intracelulares
particulares y ser capaz de usarse in vivo, sin embargo, las sondas tradicionales para ROS no
cumplen con estas especificaciones. Un nuevo enfoque para la deteccién de ROS que
cumple con estos criterios es el uso de sondas basadas en proteinas fluorescentes sensibles
a redox, como roGFP. Otros métodos que pueden usarse in vivo son: el perfil de
transcripcion de genes sensibles a superdxido o perdxido de hidrégeno, asi como la
deteccion de productos relativamente estables de oxigeno reactivo mediante

espectrometria de masas [115].

Se reporto un andlisis del transcriptoma de neutréfilos orales, revela cambios significativos
en la expresidon génica entre individuos con inflamacidn crénica e individuos sanos. Siendo
estos cambios el resultado de un fenotipo pro-sobrevivencia en los neutrofilos individuos
con periodontitis crénica [105]. Por lo que analizar el transcriptoma de estas células en
sujetos mas jovenes podria dilucidar si es constitutivo, lo cual favoreceria el inicio y

desarrollo de la enfermedad.
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