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RESUMEN

ANTECEDENTES: En este estudio se
compararon tres técnicas de disgrega-
cion en la recuperacion de poblaciones
linfocitarias y macréfagos en tejidos con
periodontitis cronica avanzada. OBJE-
TIVO: comparar, por citometria de flujo,
el recuento de poblaciones linfocitarias
y macrofagos de biopsias de tejidos
periodontalmente afectados, con tres
procesos previos de disgregacion celu-
lar (mecanica, enzimatica con
colagenasa y mecano-enzimatica) para
observar cual de éstos es mas efectivo
en la recuperacion celular y produce
menos alteraciones en los marcadores
de superficie. METODOS: Se realiz6é un
estudio descriptivo comparativo donde
se eligio una muestra de 11 biopsias de
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tejidos con periodontitis crénica avanza-
da. El procedimiento consistié en tomar
las biopsias por medio de biseles inter-
nos que se colocaban en un Eppendorf
con el medio de transporte. En el grupo 1
se realizé la técnica de disgregacion
mecanica Medimachine®, en el grupo 2
técnica enzimatica (colagenasa 2%), y el
en grupo 3 técnica mecano-enzimatica
(Medimachine® y colagenasa 2%). Pos-
teriormente las muestras fueron anali-
zadas por un citometro de flujo FACS-
Aria (Becton Dickinson San José
California). RESULTADOS: No se encon-
traron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las tres técnicas de
disgregacion en la recuperacion de po-
blaciones linfocitarias; sin embargo, hubo
una mayor recuperacion de macréfagos
con la técnica mecano-enzimatica
comparada con la mecanica, siendo es-

tas diferencias estadisticamente signi-
ficativas. CONCLUSIONES: Las tres téc-
nicas estudiadas presentaron resultados
comparables en cuanto a recuperacion
y dafho a los marcadores de superficie,
por lo cual, por tiempo y costo, se acon-
seja realizar una técnica mecanica con
Medimachine®.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Three disaggregation
techniques for the recovery of lymphocyte
and macrophage populations from tissues
with advanced chronic periodontitis were
analyzed. OBJECTIVE: Compare by flow
cytometry the recovery of lymphocyte
and macrophage populations from
biopsies of periodontal tissues with
periodontitis by using three processes of
cellular disaggregration (mechanical,
enzymatic with colagenase and
mechanical-enzymatic) to observe which
of these is more effective and produces
fewer alterations in the surface markers.
METHODS: A comparative descriptive
study was carried out with a sample of
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11 biopsies of tissues taken from sites
with advanced chronic periodontitis. The
procedure consisted of taking the
biopsies by means of internal bevels
and placing them in an Eppendorf for
transportation. In group 1, the
mechanical technique of disaggregation
(Medimachine®) was carried out. In
group 2, the enzymatic technique
(colagenase 2%) was used. In group 3,
the mechanical-enzymatic technique
(Medimachine® and colagenase 2%)
was perfomred. Later on, the samples
were analyzed with a FACS-Aria
cytometer (Becton Dickinson San José
California). RESULTS: There were not
statistically significant differences
among the three disaggregation
techniques for the recovery of
lymphocyte populations. However, there
was a bigger recovery of macrophages
with  the mechanical-enzymatic
technique when compared to the other
two techniques, being statistically
significant. CONCLU SIONS: The three
techniques studied produce similar
results in the recovery and damage to
the surface markers; hence, considering
time and cost constrains, it is advisable
to carry out the mechanical technique
with Medimachine®.

KEY WORDS

Mechanical disaggregation, enzymatic
disaggregation, T lymphocytes, B
lymphocytes, macrophages, cellular
isolation, periodontal disease,
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INTRODUCCION

La periodontitis se define como una
enfermedad inflamatoria que comprome-
te el aparato de soporte del diente. Tie-
ne como factor etiolégico primario la
placa bacteriana y se puede dividir se-
gun su patrén de progresion en dos gran-
des grupos, periodontitis cronica y
periodontitis agresiva. '

El mecanismo por el cual progresa
el dano tisular en la periodontitis tiene
dos componentes: el primero de ellos,
la accion directa de los microorganis-
mos mediante la produccion de
enzimas proteoliticas, y el segundo y
mas importante en la progresion de la
enfermedad periodontal es el efecto
indirecto de las bacterias al inducir la
activacion del sistema inmune del
huésped contra la infeccién, provocan-
do un aumento en el dafo tisular. Ello
puede deberse a la hiperactividad de
factores del huésped ante un reto
bacteriano aumentado en el area del
surco gingival. 23

Existen clasicos de la literatura
que discuten las poblaciones celula-
res presentes en la lesion periodontal
y se han tomado como base para la
creacién de modelos tedricos que in-
tentan explicar la progresién de ésta
como un fenédmeno de inmunopato-
génesis. Sin embargo, en la literatu-
ra los datos en cuanto a poblaciones
celulares que infiltran la lesién son
controversiales y hasta confusos. 24
Uno de los estudios que ha guiado el
desarrollo de modelos de progresion
del dafno en enfermedad periodontal
fue escrito por Page y Schroeder en
1976 en el cual se describe la lesion
periodontal histopatolégicamente en
cuatro etapas: inicial y temprana, que
se caracterizan por tener un infiltra-
do inflamatorio donde predominan los
neutréfilos y los macréfagos; y esta-
blecida y avanzada, en las cuales es-
tan involucrados los linfocitos T, B y
células plasmaticas. 2

La importancia de la inmunidad
humoral en la enfermedad periodontal
también ha sido discutida, ya que se
ha observado la presencia de un gran
numero de linfocitos B y células
plasmaticas en lesiones periodonta-
les en estados avanzados, por lo cual
las células de la inmunidad adquiri-
da responsables de la produccion de
anticuerpos siguen siendo parte im-

portante en todos los modelos de pro-
gresion del dafo. 25%Los reportes de
la literatura con respecto al nimero
de diferentes poblaciones celulares
que infiltran la lesién son muy varia-
dos, encontrandose que en pacien-
tes con periodontitis créonica hay
rangos de proporciones de linfocitos
T CD4 y CD8 entre 0.94 a 9.2 5 7'1;
porcentajes de macrofagos que van
de 9,3% a 6,7% '> ¥y de células B
que estan entre un 1y 35%. &9 1. 14
Estas diferencias en los reportes de
la literatura pueden deberse al tipo
de muestra analizada, a la toma de
dicha muestra y a la técnica median-
te la cual se realiz6 el analisis.

Las muestras para detectar pobla-
ciones celulares presentes en las le-
siones periodontales pueden ser
obtenidas de sangre periférica, flui-
do gingival o biopsias gingivales de
pacientes sanos y afectados. Las
técnicas para extraer y marcar las po-
blaciones celulares también son va-
riadas; existen diferentes técnicas de
marcacién directa de poblaciones
celulares sobre los tejidos que inclu-
yen la inmunohistoquimica y la
inmunofluorescencia.

También existen otras técnicas
como el analisis por citometria de flu-
jo que permite realizar multiples mar-
cajes, detectar y caracterizar
poblaciones celulares, y almacenar
la informacidon obtenida para poder
realizar un analisis de significancia
estadistica. Pero para poder llevarlo
a cabo es necesario un procesamien-
to previo de los tejidos mediante una
disgregacién mecéanica o enzimatica
para obtener las células que se van
a estudiar. '® Las técnicas de disgrega-
cion o extraccion celular separan gru-
pos celulares de la matriz extracelular
para ser estudiadas. Cuando el tejido
es solido, se emplean métodos meca-
nicos o enzimaticos con base en
tripsina, proteasas, colagenasas,
hialuronidasas, DNAasa o cocteles
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de ellas. Todos estos procedimien-
tos tienen limitaciones (alteracién de
las caracteristicas celulares, expre-
sion de antigenos de membrana y
marcadores de superficie) las cuales
podrian estar asociadas con errores en
los resultados.

Se ha demostrado que tanto la dis-
gregacion mecanica como la enzimatica
estan asociadas a un alto dafo tisular
y baja recuperacién de células. "7 En
un estudio realizado para detectar cé-
lulas NK en tejido pulpar, se encontrd
que no hubo una poblacién celular ho-
mogénea para establecer la presencia
de células NK en las muestras analiza-
das y se lleg6 a la conclusién de que la
colagenasa puede inducir alteraciones
en las moléculas de membrana como
fue el caso de los marcadores de las
células NK (CD16/CD56) y de los mar-
cadores de Linfocitos T CD4 (CD4 T
helper) observados en una biopsia de
tejido periodontal. La colagenasa tam-
bién puede dahar epitopes que son re-
conocidos por los anticuerpos
monoclonales. '® También se han ana-
lizado poblaciones celulares en tejido
gingival humano extrayendo células con
enzimas como la colagenasa, encon-
trandose que ésta no afecta la viabili-
dad de las células ni a sus marcadores
de superficie. ' Por otro lado, al com-
parar la efectividad de dos técnicas de
disgregacion celular una mecanica y
otra enzimatica en biopsias de muco-
sa gastrica y bazo en una poblacion de
roedores, se encontré que con la utili-
zacion de enzimas como la colagenasa
se obtenia una menor recuperacion
celular. " En otro estudio, en el cual se
llevé a cabo una extraccion de
linfocitos T de linfomas, utilizando dos
procesos de disgregacion mecanica por
medio del Medimachine® (BD), con pre-
via y sin previa digestion con
colagenasa, se encontrd que al utilizar
en conjunto las dos técnicas
(colagenasa y Medimachine) se recu-
peraban de 1.3 a 6.9 veces mas célu-
las viables. 7 Por otro lado, se

Lépez J, Quijano P, Sudrez L, Roa NS

analizaron poblaciones de linfocitos en
higado humano y se determiné cémo
afectaba el uso de las técnicas de
disgregacion mecanica y enzimatica a
los marcadores de superficie, encon-
trandose que enzimas proteoliticas
como colagenasa y DNAasa no afec-
taban de manera significativa a CD45,
CD3, CD19, CD4, CD8, CD5, CD7 y
CD45RA, pero si habia una reduccién
en la expresion del marcador CD56 en
un 29%.1°

Todas estas variaciones en la lite-
ratura con respecto a la recuperacion
celular por medio de diferentes técni-
cas de disgregacion crean controver-
sia, sobre cudl de éstas es la mas
efectiva para el estudio de poblaciones
celulares en tejidos periodontalmente
afectados. Por lo tanto, es importante
observar si ésta puede ser la causa de
la variabilidad de los reportes en rela-
cion con las células que infiltran la le-
sion en tejidos periodontalmente
afectados. El objetivo del presente es-
tudio fue comparar el recuento de po-
blaciones linfocitarias y de macrofagos,
por medio de un analisis de citometria
de flujo de biopsias de tejidos
periodontalmente afectados, con tres
procesos previos de disgregacion ce-
lular (mecanica, enzimatica con
colagenasa y mecano-enzimatica) para
observar cual de éstos, es el mas efec-
tivo en la recuperacion celular y produ-
ce menos alteraciones en los
marcadores de superficie.

MATERIALES Y METODOS

El tipo de disefo fue descriptivo com-
parativo. La poblacién estaba constitui-
da por pacientes de la clinica de
posgrado de periodoncia de la Facul-
tad de Odontologia de la Pontificia Uni-
versidad Javeriana, con diagndstico de
periodontitis crénica avanzada que re-
quirieran procedimientos quirurgicos
como raspaje y alisado radicular a cam-
po abierto y/o exodoncias indicadas. Se
excluyd a los pacientes que habian
estado bajo antibioticoterapia o

corticoesteroides y/o sistémicamente
comprometidos, mujeres embarazadas
y aquellos que hubieran recibido trata-
miento periodontal seis meses antes de
la toma de la muestra. Se eligié una
muestra de caracter intencional que
consistié de 11 biopsias de tejidos con
periodontitis cronica avanzada. La toma
de la biopsia se llevé a cabo realizando
biseles internos que incluyeran epitelio
surcular, de union y tejido conectivo.
Luego las muestras fueron transporta-
das en un Eppendorf de 1,5 ml con
medio transporte (RPMI 1640con 2Mm
de L-glutamina, 25mM, Suero fetal bo-
vino al 10%, penicilina 50 U/ml y
estreptomicina 50 tg/ml) y eran proce-
sadas dentro de las primeras 2 horas
para evitar alteraciones en la viabilidad
y expresion de los marcadores de su-
perficie.

Extraccion celular: Después de
retirar las muestras del medio de trans-
porte, eran lavadas con amortiguador
de separacion (PBS 1X2 mM EDTA,
pH 7.4 —Pharmacia— BSA al 0,5%) para
eliminar el exceso de sangre, con ayu-
da de una jeringa estéril. La biopsia era
pesada y dividida en tres porciones
iguales para la respectiva técnica. Se-
guido a este procedimiento se coloca-
ba cada porcion en un Eppendorf
previamente marcado con un conteni-
do de 500 pl de amortiguador de sepa-
raciéon y se prosiguié a realizar cada
técnica de disgregacion.

Grupo 1 disgregacion mecanica:
en donde la porcion de tejido era trans-
portada al Medicon® por medio de pin-
zas algodoneras con 1 ml de
amortiguador de separacion y se reali-
zaban dos ciclos de corte por un minu-
to en el Medimachine® (BD). Con
ayuda de una jeringa desechable esté-
ril, la suspension era aspirada y filtrada
en Filcons® de 70pum, para proceder a
un lavado con 6 ml de amortiguador de
separacion. La suspensioén se centrifugd
a 2000 rpm por diez minutos para lue-
go descartar el sobrenadante; por ulti-
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mo el botén fue resuspendido en 300 pl
de amortiguador de marcacion.

Grupo 2 disgregacion enzimatica:
la porcién de tejido era transportada a
tubos de poliestireno de 12 x 75 mm
que contenian un volumen de 10 ml de
medio completo. Luego era centrifugarla
a 2000 rpm por cinco minutos descar-
tando el sobrenadante. Al botén resul-
tante se le agregé la solucion stock de
colagenasa en una concentracion de 2,5
ml x 1 g é menos (Sigma Chemical Co).
Posteriormente, la muestra era incuba-
da a 37°C con agitacion por 45 minu-
tos. Pasado el tiempo se colocaron 5
ml de medio completo frio para detener
la accion de la colagenasa y se proce-
dié a macerar el tejido en una caja de
petri ayudandose con la base de un tubo
de vidrio. El material fue recogido con
medio completo por medio de una je-
ringa estéril y se pasé por un Filcon®
ubicado en un tubo de poliestireno (este
proceso se realizé por lo menos dos
veces). Una vez filtrada la muestra, se
centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos,
y la suspensién se filtré6 nuevamente
con el Filcon® ubicado en un tubo de
poliestireno con 6 ml de amortiguador
de separacion. Finalmente, se llevo a
centrifugar nuevamente a 2000 rpm por
diez minutos; se descarté el
sobrenadante y se resuspendié con 300
pl de amortiguador de marcacion.

Grupo 3 disgregacion mecano-
enzimatica: la porcion de tejido era
transportada a tubos de poliestireno de
12 x 75 mm que contenian un volumen
de 10 ml de medio completo. Luego se
centrifugé a 2000 rpm por cinco minu-
tos descartando el sobrenadante. Al
botén resultante se le agregd la solu-
cion stock de colagenasa en una con-
centracion de 2,5 ml x 1g o menos
(Sigma Chemical Co). Posteriormente,
la muestra se incub6 a 37°C con agita-
cion por 45 minutos. Pasado ese tiem-
po, se colocaron 5 ml de medio
completo frio para detener la accion de
la colagenasa y se procedi6 a

centrifugar a 2000 rpm por diez minu-
tos. El primer botén de células mas el
tejido disgregado fue transportado al
Medicon con 1 ml de amortiguador de
separacion y se realizaron dos ciclos
de corte por un minuto en el
Medimachine®. La suspension fue as-
pirada con una jeringa desechable es-
téril para filtrarla con Filcons® de 70
pm. Luego se realizd un lavado con 6
ml de amortiguador de separacién y se
centrifugd a 2000 rpm durante 10 minu-
tos. Por ultimo, se descarté el
sobrenadante y se agregaron 5 ml de
PBS, se centrifugd nuevamente a 2000
rpm por 5 minutos y se resuspendié el
botén en 300 pl de buffer de marcacion.

Marcacion de muestras con
anticuerpos monoclonales: Para cada
técnica de disgregacion se utilizaron los
siguientes tubos marcados con su res-
pectivo anticuerpo monoclonal:

e Tubo 1: células solas.

e Tubo 2 para LT: se utilizé 15 pL del
Multi-test que contenia CD3 FITC/
CD8 PE/CD45 PerCPe/CD4- APC.

e Tubo 03 para LB y macroéfagos: se
utilizé 10 pl de CD163 PE, 10 pl de
CD19 PercPe, 3 pl de CD45 -APC y
5 pl de CD3-FITC.

Los anticuerpos, una vez que esta-
ban fuera de la nevera, se conservaban
en hielo para realizar la marcacion. Pos-
teriormente, las muestras fueron incu-
badas durante treinta minutos en
oscuridad a 4°C. Pasado este tiempo,
se les adicionaron 2 ml de amortiguador
de marcacién (PBS con 0,09% de Azida
de Na y SFB 2%, pH.7.4). Se centrifugd
por 5 minutos a 1750 rpm y se descarto
el sobrenadante. Finalmente se fijaron
las células en 500 pl con amortiguador
de fijacion (paraformaldehido 2% en
PBS 1X pH 7.2). Las muestras se man-
tuvieron a 4°C hasta su lectura en el
citometro de flujo.

Anadlisis por citometria de flujo:
Las células fueron adquiridas en un
citometro de flujo FACS-Aria (Becton
Dickinson, San José California). Los
resultados eran analizados por el soft-
ware FACSDiva, en graficos de puntos
y contornos y fueron dados por porcen-
tajes. Los linfocitos B y T se obtenian
a partir de la poblacion CD45+ (P2), la
cual fue recuperada de la regidn
linfocitaria (P1) caracterizada por célu-
las pequefas y de baja granularidad
(Figuras 1y 2).
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Figura 1. Esquema de puntos y contornos de
poblaciones celulares de linfocitos T.

Las células CD163+/CD45+ (P2)
fueron obtenidas a partir de la region
comprendida por células de tamano y
granularidad intermedia (P1) (figura 3).
La recoleccion de la informacion se rea-
lizé por medio de una ficha en donde
eran registrados el nimero de la biop-
sia y de eventos, al igual que el por-
centaje de CD3, CD4, CD8, CD19 y
CD163. Para la presentacion de los re-
sultados de cada una de las variables
incluidas en el estudio se utilizé una
estadistica descriptiva para el calculo
de frecuencias (absolutas y relativas),
medidas de posicidon o de tendencia
central (moda, media y mediana) y
medidas de dispersion (desviacion
estandar). Y para el manejo cualitativo
de las variables (comparacién del re-
cuento de las tres técnicas de disgre-
gacion) se realizé la prueba T Wilcoxon.
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Figura 2. Esquema de puntos y contornos de
poblaciones celulares de linfocitos B.
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Figura 3. Esquema de puntos y contornos de
poblaciones celulares de macréfagos CD163+

RESULTADOS

La muestra final estuvo conformada por
9 biopsias, ya que se excluyeron dos
debido a problemas en el proceso téc-
nico, puesto que las poblaciones celu-
lares encontradas no estaban dentro de
los parametros de las demas muestras.
Al analizar los resultados con respecto
al recuento de linfocitos T CDS, la téc-
nica de disgregacion celular mecanica
presenté una media aritmética de
65,38% con un valor maximo de
86,9% y un valor minimo de 15,7%
(SD+24.94). La técnica de disgregacion
celular enzimatica presentdé una media
aritmética de 67,45% con un valor maxi-
mo de 93,9% y un valor minimo de
55,5% (SD+14.21). La técnica de dis-
gregacion celular mecano-enzimatica
presentd una media aritmética 75,5%

Lépez J, Quijano P, Sudrez L, Roa NS

con un valor méaximo de 92,5% y mini-
mo de 52.4.8% (SD+13.36) (figura 4).

00 -

Porcentaje de células
8
!

=

comac

CcD=sa cDas

Poblaciones celulares Linfocitos T CD3+,

Figura 4. Poblaciones celulares de linfocitos
T CD3+

Con respecto a los linfocitos T CD4,
la técnica de disgregacién celular me-
canica presentd una media aritmética
de 53,24% con un valor maximo de
86,3% y un valor minimo de 31,67%
(SD+16.60). La técnica de disgregacion
celular enzimatica presentd una media
aritmética de 55,34% con un valor maxi-
mo de 71,56% y un valor minimo de
21,88% (SD+14.76). La técnica de dis-
gregacioén celular mecano-enzimatica
presentd una media aritmética 55,14%
con un valor maximo de 71,89% y un
valor minimo de 31,62% (SD+11.46)
(figura 5).
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Figura 5. Poblaciones celulares de linfocitos
T CD4+

Con respecto al recuento de
linfocitos T CD8, la técnica de disgre-
gacion celular mecanica presenté una

media aritmética de 46,77% con un
valor maximo de 68,32% y un valor
minimo de 13,7% (SD+16.60). La téc-
nica de disgregacion celular enzimatica
presenté una media aritmética de
44,68% con un valor maximo de 78,11%
y un valor minimo de 28,57%
(SD+14.74). La técnica de disgregacion
celular mecano-enzimatica presentd
una media aritmética 44,85% con un
valor maximo de 68,37% y un valor
minimo de 28,16% (SD+11.45).

Con respecto al recuento de
linfocitos B, la técnica de disgregacion
celular mecanica presenté una media
aritmética de 30,04% con un valor maxi-
mo de 60,6% y un valor minimo de
2,36% (SD+18.96). La técnica de dis-
gregacion celular enzimatica presenté
una media aritmética de 27,51% con
un valor maximo de 55% y un valor
minimo de 8,5% (SD+16.83). La técni-
ca de disgregacion celular mecano-
enzimatica presentd una media
aritmética de 28,84% con un valor maxi-
mo de 52,6% y un valor minimo de
16,6% con una SD+14.71.

Con respecto al recuento de
macrofagos, la técnica de disgregacion
celular mecanica presenté una media
aritmética de 14,56% con un valor maxi-
mo de 24,9% y un valor minimo de
5,9% (SD+6.16). La técnica de disgre-
gacion celular enzimatica presenté una
media aritmética de 15,63% con un
valor méximo de 37% y un valor mini-
mo de 3,7% (SD+10.60). La técnica de
disgregacion  celular mecano-
enzimatica presenté una media aritmé-
tica 20,03% con un valor maximo de
32,5% y un valor minimo de 4,6%
(SD+8.67).

En el analisis de los resultados se
observo una alta variabilidad de los
datos con unos rangos bastante am-
plios y la recurrencia de valores exire-
mos en casi todos los grupos. La
distribucion de las poblaciones se man-
tiene al mismo nivel.
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Al comparar por pares utilizando la
prueba T Wilcoxon se encontré que en
los CD3+ no hay diferencias
estadisticamente significativas en re-
lacién con la cantidad de células obte-
nidas con los tres métodos de
disgregacién. Sin embargo, se obser-
vo que al parear las técnicas mecanica
y mecano-enzimatica hubo una tenden-
cia a recuperar mas células con la téc-
nica mecano-enzimatica. Las
subpoblaciones CD8+ y CD4+ no pre-
sentaron diferencias significativas, aun-
que se observdé una tendencia a
recuperar mas células CD8+ con la téc-
nica mecanica al ser comparada con la
técnica enzimatica; por el contrario, se
tiende a recuperar mas células CD4+
con la técnica enzimatica. Los linfocitos
B presentaron un comportamiento si-
milar para las tres técnicas sin diferen-
cias estadisticamente significativas.
Para los macrofagos sélo se hallaron
diferencias estadisticamente significa-
tivas al comparar la técnica mecanica
con la mecano-enzimatica, siendo ma-
yor la recuperacion celular con la técni-
ca mecano-enzimatica (p= 0.0488).

DISCUSION

En la etiopatogenia de la enfermedad
periodontal las células cumplen una fun-
cion vital, por ello han sido estudiadas
por medio de diferentes métodos como
microscopia, inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia y analisis por
citometria de flujo, el cual se llevo a cabo
en este estudio porque permite obser-
var la morfometria y enumerar varios ti-
pos de células con multiples conteos y
secciones para posteriormente realizar
un andlisis de significancia estadistica.
Las muestras que se analizan pueden
ser obtenidas de sangre periférica, flui-
do gingival o biopsias gingivales de pa-
cientes sanos y afectados. Estas
ultimas traen informacion mas represen-
tativa de las células que pueden estar
presentes en el sitio de la lesion, pero
para poder analizarlas es necesario que
se apliquen diferentes protocolos de
aislamiento mecanico, enzimatico o

mecano-enzimatico. En este estudio se
quiso identificar cual de las técnicas
aplicadas era la mas efectiva en la ob-
tencion de linfocitos T CD3+ y de CD3+
CD4+, linfocitos B CD19+ y macrofagos
CD163+ en tejidos de pacientes
periodontalmente afectados. No hay
estudios en ningun tipo de tejido en
donde se comparen las tres técnicas;
ademas en biopsias de tejido
periodontalmente afectado es muy es-
casa la literatura con este tipo de ana-
lisis.

La polémica que ha surgido alrede-
dor del aislamiento de células es que
en los reportes se mencionan que po-
dria ocasionar dafos a los marcadores
de superficie. En un estudio realizado
por Garcia et al. por medio de un anali-
sis de citometria de flujo no se encon-
tré6 expresiéon del marcador CD4+ de
tejido periodontal de un paciente al uti-
lizar una disgregaciéon enzimatica con
colagenasa en concentraciones de 1
mg por ml. '® Ello es contrario a lo que
se observo en el presente estudio don-
de las enzimas no afectaron de mane-
ra notable a los marcadores de
superficie para las diferentes poblacio-
nes celulares. Es importante tener en
cuenta que en ese estudio sélo se ana-
liz6 una biopsia de tejido periodontal,
mientras que en el presente trabajo se
analizaron 9 biopsias de las cuales se
pudo obtener una mayor informacion.

Garzoén et al. realizaron un analisis
por citometria de flujo llevando a cabo
una técnica de disgregacion mecanica
con Medimachine de células NK de 11
muestras de tejido pulpar sano (grupo
experimental), y 3 muestras de tejido
gingival inflamado (grupo control), utili-
zando marcadores de superficie CD4, /
CD8, CD3 para linfocitos Ty CD3/CD16/
CD56 para células NK. Encontraron una
poblacién celular homogénea para am-
bos grupos sin ninguna alteracion en
los marcadores de superficie utilizados.
El porcentaje de poblaciones celulares
en tejido pulpar sano de CD3 fue de 0,80

a 5,76%, CD4 de 0,00 a 1,31%, para
CD8 de 0,00 a 9,15% y para NK de 0,0
a 0,17%. En tejido periodontal el rango
de CD3 fue de 1,29 a 14,80%, CD4 fue
de 0,81 a 22,69%, CD8 0,28% a
14,62% Y NK de 0,00 a 0,11%. * En
ese estudio hubo una variabilidad mar-
cada entre el valor minimo y el valor
maximo de las poblaciones celulares
al igual que en el actual trabajo, utili-
zando las tres técnicas de aislamiento
celular, por lo cual se podria pensar que
las caracteristicas celulares de la le-
sién no reflejan el estado clinico sobre
el cual se basa el diagndstico.

Novelli propone una combinacién de
métodos de separacidn mecanico
(Medimachine) con enzimatico (cola-
genasa 2%) y lo compara con el méto-
do mecanico por si solo para hallar
linfocitos T de linfomas cutaneos vy los
analizé por medio de citometria de flujo,
utilizando los siguientes anticuerpos
conjugados: FITC, Pe-, PerCP, y APC.
Obtuvo una recuperaciéon 1.3-6.9 veces
mas elevada con el tratamiento previo
con colagenasa para todas las mues-
tras (rangos entre 34.216-452.100 con
pretratamiento vs. 20.110-195.875 con
un promedio de 166.574 vs. 58.080), en-
contrando que estas diferencias eran esta-
disticamente significativas (p>0.0001). El
numero total de linfocitos obtenidos fue
de 34.216 con el pretratamiento con
colagenasa y de 25.850 con el
Medimachine. Pero la deficiencia de ese
estudio es que no reporta la cantidad de
cada poblacion linfocitaria por separa-
do. Esos resultados difieren del presen-
te estudio ya que no se encontraron
diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las técnicas para las pobla-
ciones linfocitarias. Para los macréfagos
si se hallaron diferencias estadisti-
camente significativas al comparar la
técnica mecanica con la mecano-
enzimatica, teniendo una mayor recupe-
racion celular con la técnica
mecano-enzimatica. Esto se present6 con
los macréfagos y no con las poblaciones
linfocitarias posiblemente debido a que

DISGREGACION DE LINFOCITOS Y MAGROFAGOS
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estas células tienen un mayor tamano
y granularidad y con la técnica combi-
nada se permite un rompimiento par-
cial de la matriz extracelular con la
digestion previa con colagenasa, facili-
tando su recuperacion. 7

Zhong et al. realizaron un estudio
cuyo proposito era elegir cual método
de aislamiento entre la disgregacion
mecanica (malla de acero inoxidable con
un calibre de 200), y enzimatica
(colagenasa IV y DNAsa |) era la mas
apropiada para aislar linfocitos de murina
hepatica, llevando a cabo un conteo con
microscopia y también analizando
fenotipicamente las subpoblaciones
linfocitarias y citoquinas intracelulares
por medio de una citometria de flujo.
Ellos encontraron un total de células de
2.6 X 10%en la disgregacion mecanica y
de 2.9 X 10° en la disgregacion
enzimatica. Esa diferencia no fue
estadisticamente significativa. En cuan-
to a los marcadores de superficie (CDS,
CD4, CD8, CD25, CD69, NK.1, DX5, y
a 0 — TCR) predigestion y posdigestion
enzimatica, hallaron que CD3, CD4,
CD8, CD25, CD69 y a 6 — TCR no pre-
sentaban alteracién, sugiriendo que los
marcadores afectados fueron los de las
células NK. Los porcentajes de las
subpoblaciones para la técnica mecani-
ca fueron de (LT: 36.96+4.68, NK:
8.35+2.69, NKT 13.48+4.25 y células
T a 0: 12.6+2.74) y para la técnica
enzimatica fueron de (LT: 38.56+5.63,
NK: 13.35+4.61, NKT 20.42+4.65 y
células T a 0: 13.6+3.15). En este es-
tudio se concluyd que no hay diferen-
cias en cuanto a la poblacién y
viabilidad de linfocitos hepaticos aisla-
dos con los dos métodos. Resultados
comparables con el actual trabajo don-
de no se presentan diferencias signifi-
cativas entre las técnicas para las
poblaciones linfocitarias; sin embargo,
es importante aclarar que en el presen-
te estudio se dividia cada biopsia en
tres partes, para realizar las diferentes
técnicas de disgregacion lo cual pudo

Lépez J, Quijano P, Sudrez L, Roa NS

haber influido en la cantidad de células
recuperadas para cada técnica. 2!

CONCLUSIONES

Al analizar las poblaciones celulares
(linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+,
linfocitos B y macréfagos) por medio
de la citometria de flujo, se encontrd
que no hay diferencias en cuanto a re-
cuento de linfocitos B, linfocitos T CD3+
y de sus subpoblaciones CD4+ y CD8+,
al realizar las diferentes técnicas de
disgregacion celular (mecanica,
enzimatica y mecano-enzimatica).

Al analizar los macréfagos, se en-
contré que hay diferencias en cuanto a
las poblaciones recuperadas entre las
técnicas mecanicas y mecano-
enzimatica siendo mayor con la técni-
ca mecano-enzimatica. Esto se
presentd posiblemente por un rompi-
miento parcial de la matriz extracelular
con la colagenasa permitiendo una
mayor recuperacion debido a que es-
tas células tienen mayor tamafo y
granularidad que las poblaciones
linfocitarias.

La enzima colagenasa tipo IV en las
concentraciones utilizadas en este es-
tudio, no afecté los marcadores de su-
perficie CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ y
CD163+, después de un periodo de
incubacion de cuarenta y cinco minutos.

Se podria pensar que las caracte-
risticas celulares de la lesion no refle-
jan el estado clinico sobre el cual se
basa el diagndstico, ya que el porcen-
taje de células para las poblaciones
estudiadas presentaron una alta varia-
bilidad entre paciente y paciente.

RECOMENDACIONES

Se recomienda para posteriores inves-
tigaciones, procesar las muestras tan
pronto se recogen en el medio de trans-
porte para evitar cualquier alteracion de
las células obtenidas. No hay diferen-
cias en la recuperacion de células en-
tre las técnicas de disgregacion celular,

por lo cual se recomienda por
practicidad, disminucion del tiempo y
gastos, realizar una técnica de disgre-
gacion mecanica. Por ultimo, no es
importante no sobrepasar los 45 minu-
tos de incubacién con colagenasa ya
que diferentes autores han relacionado
el dafo a los marcadores de superficie
después de este tiempo y en el pre-
sente estudio no se presentaron altera-
ciones incubando las muestras con el
tiempo correspondiente.
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