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ABREVIATURAS

CPO. Namero de piezas cariadas y pérdidas.

ATCC. American Type Culture Collection

MSB. Mitis-salivarius-bacitracina (agar)

SDS. Dodecilsulfato de sodio

GTF. Glucosiltransferasa

DMFT. indice de dientes cariados, perdidos y obturados, CPO, por sus siglas en inglés
decayed, missing, filled, teeth index.

NK. Asesinas naturales, del inglés natural killer

APC. Células presentadoras de antigeno, del inglés antigen-presenting cells
APS. Persulfato de amonio

PAGE. Electrofaresis en geles de poliacrilamida.

CTL. Linfocitos T citotoxicos.

CD. Grupos de diferenciacién, del inglés cluster of differentiation.

MHC. Complejo mayor de histocompatibilidad.
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Fc. Fragmento gue cristaliza.

Ci. Regidn constante de la cadena pesada.

C.. Regioén constante de la cadena ligera.

V. Regidn variable de la cadena ligera.

Vy:. Regién variable de la cadena pesada.

§C. Componente secretor.

CDR. Regiones determinantes de la complementariedad, del inglés complementarity-
determining regions.

ELISA. Analisis por enzimas fijadas a inmunoadsorbentes, de! inglés Enzyme linked
immunosocrbent assay.

WHO. World Health Organization.

FCA. Adyuvante completo de Freund.

PBS. Solucion amortiguadera de fosfatos.

RM. Rojo de metilo.

VP. Vogues-Proskauer

PBST. Solucion amortiguadora de fosfatos con Tween

DBA. 3, 3'-diaminobencidina

UFC. Unidades formadoras de colonia.

cbp. Cuanto baste para.

TEMED. N-N-N-tetrametilendiamino.

Ig. Inmunoglobulina

IgAs. Inmunoglobulina A secretora

Ag Ifl. Antigeno 1Al de Streplococeus mulans



RESUMEN

La caries dental es una enfermedad causada principalmente por la infeccién con
Streptococcus mutans; el antigeno 11l es una proteina de 185 kDa, presente en la pared
celular de S. mutans, la cual se aisld y caracterizé mostrando su utilidad en la
inmunizacién de animales de experimentacion. El presente estudio, tuvo como finalidad
describir Ia influencia del titulo de IgA secrelora {lgAs) sobre el desarrollo de la caries
dental. Se planteé la posibilidad de que titulos de anticuerpos IgAs elevados disminuyen
la incidencia de caries dental.

Sin embargo, se observo que la IgAs presente en la saliva contra el Antigenc /Il de S.
mutans, no disminuye la presencia de caries dental, es decir, los resultados encontrados
no son suficientes para aseverar que la igAs protege contra la prevalencia e incidencia de
caries.

La inmunoelectrotransferencia muestra especificidad para el antigeno I/Il.  Por lo que

puede afirmarse que la IgA es especifica para el antigeno il




INTRODUCCION

Desde la antigledad la humanidad ha padecido los efectos de la caries dental, como la pérdida
parcial o total dei diente, disminuyendo la funcionalidad del aparato digestivo.

El desarrollo de caries dental en humanos y animales de expetimentacion se atribuye a la
presencia de Streplococcus mutans y Sheplococcus sobrinus, que forman parte de la placa
dentobacteriana. En 1924 Clark fue el primero en aislar Streptococcus mutans de un absceso
bucal de un paciente hospitalizado, asociandolo a la presencia de caries.

En 1975 se demostré en monos rhesus que la presencia de S. mutans serotipo ¢ en [a placa dental
y que una dieta rica en sacarosa, favorecian el desamrollo de caries, ademas, la inmunizacién con
célutas completas de S. mutans y adyuvante incompleto de Freund reduclan sustancialmente la
caries en la superficie lisa del diente. En 1978, se caracterizé un antigeno de S. mutans, ascciado
a la pared celular, denominado antigeno l/ll. En 19880, el antigeno se utiizé para inmunizar con
adyuvante completo de Freund, monos rhesus, resultando en la proteccion contra caries dental.
Estudios mas recientes, identificaron los epitopos del antigeno responsables de respuesta inmune
en las células B y T, ademas, se observo que el antigeno /i y péptidos pequefios derivados de
éste tienen un efecto protector contra la caries dental,

Por su elevado indice de merbilidad, que la coloca como una de las enfermedades con mayor
incidencia, siendo un problema de salud pablica, S. mufans se ha asociado a endocarditis en
humanos y a nefritis en conejos, lo que justifica su estudio. Actualmente, las tesiones cariosas se
evalian por observacidn clinica y se reportan como Indice CPQ (nUmero de piezas Cariadas,
Pérdidas y Obturadas), sin embargo, este método no proporciona informacion sobre el estado
inmunologico del paciente y por lo tanto, que exista proteccion a recolonizaciones posteriores al
examen evitando, asl nuevas lesiones. Se realizd un estudio en un grupo de adolescentes con
edades entre 12 y 15 afios de edad. Los anticuerpos implicados en esta respuesta inmune, son
lgAs salival cuantificados por ¢l método de ELISA, adem4s se buscéd la fraccién proteica del
Antigeno I/]l sobre la que esta dirigida ia respuesta, por la técnica de Inmunoelectrotransferencia,
De esta manera, se hizo una correlacion entre el indice CPO y el titulo de anticuerpos IgAs en
saliva contra el antigeno I/ll, se evaluaron otros parametros asociados a la determinacién de
caries, tales como, capacidad amortiguadora salival y grado de infeccion de S. mulans; este
estudio poblacional pretende establecer la posibilidad de detectar un efecto protector causado por
la infeccién natural en individuos expuestos esperando que los resultados proporcionen
informacién suficiente para proponer a este antigeno como una posible vacuna contra la caries

dental y por lo tanto evitar en adelante e! desarrcllo de procesos cariosos.




MARCO TEORICO

Anatomia dental "%?

El aparato dental realiza la funcion activa de la masticacién, contribuye al mecanismo del
habla y sirve para conservar un aspecto agradable,

La denticién humana comprende: incisivos, caninos, premolares y molares, los cuales
difieren en forma y se adaptan a las funciones masticatorias especializadas en incision,
prension y trituracidn.  El hombre estd dotado de dos dentaduras, la primera se conoce

como temporal o decidua; la segunda, se denomina permanente.

Hay 20 dientes temporales y 32 dientes permanentes, la mitad de dicho nimero se
encuentra colocada en el maxilar superior, dispuesta en forma de arco; la otra mitad,

dispuesta de manera semejante, se halla en la mandibula.

Comenzando con la linea media (plano sagital), los dientes de la dentadura temporal

reciben los siguientes nombres:

1. Incisive central 4. Primer molar
2. incisivo lateral 5. Segundo molar
3. Canino

En e! mismo orden, los dientes de la dentadura permanente reciben los siguientes

nombres:

1. Incisivo central 5. Segundo premolar

2. Incisivo lateral 6. Primer molar

3. Canino 7. Segundo molar

4. Primer premolar 8. Tercer molar (llamado comlnmente

“muela del juicio™)

Cada diente se divide anatémicamente en dos porciones: corona y raiz. La corona es la
parte del diente cubierla de esmaite; la raiz es la parte del diente cubierta de cemento

(Fig. 1).



Fig. 1. Esquema de dientes que muestra la divisién de la corona y ralz de los dientes anteriores y
posteriores.

Estructuralmente el diente se compone de cuatro tejidos: esmalte, cemento, dentina y

pulpa (Fig. 2}

E
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Fig. 2. Diagrama de un diente que muestra |a distribucién de E: esmalte; D: dentina; P: pulpa; y
C: cemento .

Esmalte

El esmalte es la sustancia dura que recubre |la corona del diente, protege los tejidos
subyacentes de las presiones. Es el tejido mas duro del organismo; pues contiene entre
94 y 98% de sustancias inorganicas, su componente mas abundante es la hidroxiapatita

(90%) presente en forma de cristales. Contiene de 2 a 6% de agua y sustancia organica.



Propiedades fisicas del esmalte

Propiedad

Valor/caracteristica

Dureza

Peso especifico
Densidad
Color

Paso de la luz a traves de
el

indice de refraccion
Permeabilidad
Exposicion a rayos X
Espesor

Elasticidad

Solubilidad

Entre 5 y 6 en la escala KHN (Koop Hardness Number). es
quebradizo, su estabilidad depende de |a dentina.

2.95
Entre 2.8y 3.0

Carece de color propio, el color que se observa estd ligado a la
dentina.

Traslicido, a mayor grado de mineralizacién, mas traslicido.

1.627
Escasa, se le considera una membrana semipermeahle.
Opaco, debido a su alto grado de mineraiizacion.

2-3 mm dependiendo de la localizacion en et diente, y funciones
que realiza.

Escasa, relacionada principalmente a fa canfidad de agua y
materia organica.

Se solubiliza en medio acido.

Tabla 1. Propiedades fisicas del esmalte.”

Estructura del esmalte, los prismas

Los prismas, altamente mineralizados por cristales de hidroxiapatita se alojan en una

matriz organica de naturaleza proteica, se presentan como columnas gue atraviesan el

esmalle, de aspecto cristalino y claro, permiten el paso de la luz; tienen forma de una

piramide truncada de base periférica, al corte pueden aparecer en forma de arcos,

escamas y ojo de cerradura {Fig. 3)

Fig. 3. Representacién esquematica de un prisma '




La forma de ojo de cerradura presente en un corte transversal indica que los prismas se
distribuyen de tal forma que su relacién constituye un solido engranaje interprismatico
(Fig. 4).

Los prismas se rodean de una zona delgada de sustancia organica, constituida por

queratina y mucopolisacaridos, participando en el crecimiento de los cristales.

Los cristales de hidroxiapatita son sélidos cristalinos pertenecientes al sistema hexagonal,
cuyas bases terminan en una pirdmide truncada (Fig. 5), su formula quimica es
Cayp(PO4)s(CH);. la acumulacion de esas unidades repetilivas en la direccion de sus tres
ejes forma un cristal completo, estos cristales contienen aproximadamente 40 000
unidades repetitivas con un tamafio de 2 000 a 10 000 A de longitud, 500 a 1 000 A de
ancho y 150 a 1 000 A de espesor.

Ei esmalte contiene ademds, material amorfo' constituido principalmente por carbonatos
de calcio ubicados en los espacios entre los cristales de hidroxiapatita; este material
aparentemente funciona como material cementante entre ios cristales de hidroxiapatita.

Histofisiclogia

El conocimiento de las caracteristicas del esmalte es indispensable para llegar a
establecer en qué forma se dan las condiciones para la iniciacion de caries, teniendo en
cuenta la estructura del esmalte y sus caracteristicas fisicoquimicas y biologicas, es
posible realizar una correcta reparacién de los tejidos perdidos y evitar que la caries repita
su mecanismo destructivo.

Es necesario conccer la estructura y constitucién del esmalte resistente al ataque de la
caries, para establecer si dichas estructuras tienen relacién con la poca susceptibilidad
cariosa que se presenta en los individuos con bajo indice de caries, y establecer si la
susceptibilidad corresponde a algun factor estructural o constitutivo.

La histologia y la fisiclogia del esmalte estan en intima relacién con una serie de factores
que lo condicionan para resistir a los agentes destructivos del medio bucal, entre dichos

factores se puede mencionar:




Fig. 4. Representacion esquematica de la seccion transversal de los prismas del esmalte en forma
de ojo d19 cerradura, donde la cabeza de un prisma se encuentra con las colas de los prismas
vecinos .

|
|
i

7

Fig. 5. Esquema de un cristal adamantino de hidroxiapatita '.



Factores inherentes al esmalte:
a) Grado de mineralizacion.
b) Presencia de ciertos elementos inorgénicos tales como el flGor.
¢) Forma y disposicidén de los prismas.
d) Estructura y disposicién de los cristales en el prisma.
e) Naturaleza y cantidad del material inorganico.
fy Caracteristicas de la superficie libre de esmalte.

Factores que dependen del medio bucal:
a) pH bajo de la saliva, provocando la disolucion de los cristales.
b) Presencia de microorganismos altamente cariogénicos.
c) Régimen alimenticio.
d) Tiempo durante el cual se mantienen los carbohidratos en la boca.

e) Tipo de oclusién. Ciertas anomalias por disposicién dentaria impiden
realizar ia limpieza adecuada de las superficies dentarias.

Ei esmalte no tiene capacidad para regenerar tejido perdido, sin embargo, es susceptible
de sufrir modificaciones a partir de su superficie libre, bajo las influencias del medio bucal,
cuando esté tiene un pH acido, puede provocar la disolucidn de los cristales del esmalte,
ademas, algunas sustancias disusltas en la saliva, pueden incorporarse a los cristales. La
incorporacion de minerales al esmalte de un diente ya erupcionado, se denomina
remineralizacion, la capacidad del esmalte para incorporar elementos es muy restringida,
en cantidad y selectividad; las sustancias susceptibles a incorporarse en el esmalte son
escasas, entre eilas se encuentra el flior que disminuye su solubilidad, aparentemente
formando fluoroapatita, la disminucién de |a solubilidad del esmalte no produce proteccion
absoluta frente a caries. El fldor no inhibe en forma absoluta la formacion de caries, pero
disminuye los sitios afectados, ejerciendo una funcién cariostatica.

Cemento

Ei cemento es una delgada capa de material mineralizado que recubre la raiz del diente,
es el unico tejido dentario mineralizado que tiene células incluidas, es blanco nacarado,

mas claro que la dentina, su dureza es similar a la del hueso laminar.
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Contiene 65% de sustancia inorganica, siendo la hidroxiapatita la mas importante,
ademas de carbonato de calcio y pequenas cantidades de otros elementos, tates como
sodio, potasio, hierro, fllior, azufre, entre otros y 35% de material organico, principalmente
colagena, inciuyendo en éste un 20% de agua.

Se distinguen dos tipos de cemento. El cemento acelular o primario y el cemento celular,
secundario o laminar.

Dentina

Es un tejido calcificado cuya formacion continda mientras la pulpa se mantenga viva; es la
porcién envuelta por el cemento y el esmalte, constituye la mayor parte del diente,
aproximadamente 70% es material inorganico, en su mayoria cristales de hidroxiapatita,
18% de materia organica y 12% de agua. Casi toda la fraccion organica es colagena,
posee una pequena porcién de albumina y lipidos (tales como colesterol y sus ésteres,
glicéridos, acidos grasos y fosfolipidos)

Cambia como consecuencia de la edad, en individuos jdvenes, cede a la presion, es
sensible al calor y a otros estimulos, con el tiempo aumenta la dureza de la dentina por la
calcificacién adicional, reduciendo la sensibilidad a los estimulos exteriores.

Pulpa

Se encuentra ocupando el canal delgado que corre a lo targo de la porcién central de toda
la extension de la raiz y se exiiende a la cavidad central, es un sistema de tejido
conjuntivo formado por células que fabrican la matriz fundamental que es la base y
precursor del complejo fibroso.

Los fibroblastos son células fundamentales de la pulpa sintetizan colagena vy
glucoproteinas, sulfato de condroitina, heparina y sulfatos de dermatan, ademas resorben
colagena extracelular. La funcién principal de los odontoblastos es la produccidn de
dentina.

Cerca de los vasos sanguineos se encuentran histiocitos capaces de convertirse en
macrofagos, cuando surge la necesidad. Las células mesenquimatosas, se convierten en
fibroblastos, odontoblastos u osteoclastos, no es comdn encontrar células grasas.

En la pulpa sin inflamacion, generalmente, no se encuentran linfocitos, células
plasmaticas ni eosindfilos, pero si después de lesiones en la pulpa.

La sustancia fundamental de la pulpa es similar a la de otros tejidos conjuntivos
corporales, ésta ataca la diseminacién infecciosa, cambios metabdlicos celulares,

estabilidad de cristales v efectos de hormonas, vitaminas y otras sustancias metabdlicas.
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Eticlogia de la caries dental

La caries (del latin cares podredumbre) dental es una enfermedad que causa
desmineralizacion y disolucidn de los tejidos dentales. Este proceso ccurre en la corona
del diente y sobre la superficie de ia raiz cuando es expuesta, al definir esta enfermedad
es necesario apoyarse en la descripcion clinica, se caracteriza por la formacion de
cavidades en los dientes. En nifios y adultos jovenes hasta la edad mediana, las
cavidades se localizan en las coronas de los dientes, comenzando por la superficie del
esmalte y penetrando el esmalte y la dentina, formando cavidades socavadas, las cuales,
sin tratamiento pueden llegar a afectar la pulpa, ocurren principalmente en las superficies
oclusales, donde comienzan en las fosetas y en las fisuras, en las superficies
interproximales de dientes que contactan, aparece sobre cualquier superficie dental que
estd sometida a estancamiento, como las fosetas bucales de los molares, las fosetas
linguales de los incisivos, en los margenes de empastes con escapes que sobresalen,
debajo de los ganchos de dentaduras superpuestas o férulas y en fosetas hipoplasicas.
Puede haber formacién de caries en cualguier parte donde hay estancamiento de
alimentos, la caries dental no ecurre sin la formacién de placa.

Los primeros estadios de la enfermedad son asintomdticos y los sintomas solamente
ocurien despues de la cavitacidn, el primer signo suele ser dolor al comer dulces, ¥y en
ocasiones alimentos salados (aunque esto es rare), en ocasiones, a esto sigue dolor at
ingerir alimentos y bebidas calientes o frias y diverses sintomas de pulpitis y periodontitis,
sin embargo, algunos pacientes con grandes cavidades, no tienen sintomas. Esto tal vez
se debe al progreso lento de fas lesiones daria tiempo para el establecimiento de
reacciones protectoras ‘.

La caries dental ha side una plaga desce la antigiledad y quizas es la infeccién bacteriana
mas comun en humanos, los organismos causales mas fuertemente asociados son los
llamados comunmente estreptococos del grupo mutans: Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus 5 Estos organismos poseen varios determinantes antigénicos de
pared celular, tales como péptidoglicancs antigénicos, polisacaridos y 4cido lipoteicoico &
Diversas investigaciones revelan que la caries, dental es un proceso patolégico que
puede desarrollarse sélo en presencia de bacterias, por lo tanto, es de arigen bacteriano,
de naturaleza infecciosa y transmisible, se presenta en dos etapas: descalcificacion o

reblandecimiento de los tejidos y disalucién del tejido reblandecido.

El establecimientc de Sireptococcus mutans en la boca de nifios depende de la

transmision intrafamiliar, principalmente !a materna, una madre que tiene numerosos
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estreptococos en la boca, puede introducirlos en la boca del bebé antes de la erupcion de
los dientes por diversas practicas, tales como, utilizar 1a misma cuchara de ella para
alimentar al bebé y humedecer el chupdn en su propia saliva antes de que lo use el hebé,
la baja acidez gastrica en los infantes, especiaimente durante la ingestion, permite a los
componentes celulares baclerianos el paso a través de! estémago sin daharse, debido a
ia exclusion de antigenos incompleta en el intestino neonatal, la ingestién de
Streptococcus mutans puede conducir a una respuesta de anticuerpos sistémica:
Algunos retrasos en la inmunizacion contra S. mutans pueden causar alta susceptibilidad
a la caries dental, especiaimente en las superficies proximales de los dientes, las caries
activas que usualmente contienen un alto nimero de S, mutans, pueden inducir a la

produccion de anticuerpos de este organismo .

La caries dental se presenta como un problema de salud pUblica, la cual tiene un elevado
indice de morbilidad en México ®. Varios autores coinciden en que Streptococcus mutans
serotipos ¢, e y f asi como Straptococcus sobrinus serotipos d, g y h que son dos de ios
principales agentes causales para el desarrollo de la placa dentobacteriana en humanos y
otros mamiferos %% La habilidad de Streptococcus mutans para adherirse firmemente a
la pelicula adquirida de la superficie dental en presencia de una dieta rica en sacarosa, y
para formar acidos por fermentacién de azlcares se asocia con el potencial cariogénico.
A estos factores, se une la produccién de glucanos insolubles por S. mutans y S. sobrinus

como determinantes muy importantes en la produccion de caries dental hd

Streptococcus mutans descrito primero por Clark, corresponde a la coleccion ATCC
(American Type Culture Collection) con nimero 25175, el cual tiene las siguientes
caracteristicas: cocos grampaositivos, presentes en pares y cadenas, las células miden 0.5
um de diametro, fermentadores de manitol, sorbitol y rafinosa, producen glucanos
adhesivos a partir de sacarosa, son aerobios, y su crecimiento se incrementa en
atmésferas reducidas en e! contenido de oxigeno (Fig. 5), no producen amoniaco de
arginina, las colonias de agar que contiene sacarosa al 5% tienen 1 mm de diametro,
rugosas y pegadas, posteriormente tienen gotas de liquido {conteniendo glucano soluble)
alrededor de éstas (de 3 a 5 dias de incubacién),&en agar sangre las colonias son o-
hemoliticas, puntiformes, adheridas al agar, no cret;.en a 22 °C, producen acido sin gas
de: glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina, salicina, dulcitol, mientras no fermentan

glicerol, almidon, arabinosa, mefibiosa ni xilosa ''.
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Streptococcus mutans ha side implicado como el erganismo causal primario de la caries
dental, su establecimiento primario, ocurre frecuentemente entre el primer y cuarto afio de
vida, la principal fuente de infeccién es usualmente la saliva materna y los altos niveles
salivales de S. mutans en la misma, mas de 10° unidades formadoras de colonia por mL
(UFC/mL) incrementan la posibilidad de la colonizacién, ademas se ha encontrado que la
colonizacién primaria por S. mufans s menor en nifios con caries dental ' la
colonizacién de las superficies dentales es una etapa impertante para la iniciacion de la
caries dental, este proceso es mediado por dos mecanismos principales, uno
independiente del consumo de sacarosa y el otro dependiente del consumo de sacarosa,
el primer mecanismo involucra la interaccion entre sustancias de la superficie celular de S.
mutans tales como el Ag I/li y las peliculas adquiridas formadas en el diente ' ™, el
siguiente mecanismo involucra ta sintesis de glucanos insolubles en agua a partir de
sacarosa catalizadas por glucosiltransferasas (GTF), adicionalmente los glucanos se unen
firmemente cubriendo la superficie de! diente, formando una barrera que impide la difusién
de acidos producidos por el organismo, la produccién de acidos (asociada principalimente
a S. mutans, S. sobrinus y a lactobacilos orales) es uno mas de los factores patogénicos,
es decir, la disminucion del pH hasta 4.5 se presenta en individuos que tienen mayor
susceptibilidad a caries dental, esta disminucién de pH es mas evidente alrededor de las
zonas blancas de las lesiones cariosas que en las superficies sanas ™.

S. mutans posee gran cantidad de sustancias antigénicas en su superficie celular, de los
cuales se ha caracterizado en particutar una proteina de 185 kiledaltons (kDa) que ha sido
designada por varios autores como Antigeno I/l **, B, IF, P1, SR, Pac > 7 y MSL-1 ",

El Antigenc Ifil posee dos determinantes antigénicos, de los cuales uno es resistente al
tratamiento con proteasas (Antigeno ), el Antigeno I/ll tiene un peso motecular estimado
por SDS-PAGE de 185 kDa, un punto isoeléctrico de 4.7-4.9, con un pico de absorcion de
270-280 nm y una absorcién elevada por debajo de 230 nm; la composicion quimica es la
siguiente: proteina 82%, carbohidratos 1.7%, aminocazicares 2.5%, fésforo 0.06%, el
analisis de aminoacidos por hidrélisis 4cida revel6 la presencia de los aminodcidos mas
comunes, sin embargo, éstos mostraron cantidades bajas o indetectables de metionina y
cisteina, respectivamente, el triptofano no se detectd pero es probable que no resistiera al
tratamiento; otros aminodcidos que se han reportado como constituyentes de
peptidoglucanos de S. mutans, no se encontraron en cantidades apreciablemente mas

grandes que otros aminoacidos '*. Dos secuencias de amino4cidos internas repetidas se
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presentan en el antigeno: una region repetida (la region A), localizada en la region N-
terminal (Thr-219 a Lys-464), es rico en alanina, y la otra region (la region P), localizada
en la regién central(Thr-851 a Glu-967) es rica en prolina. El Antigeno U1l {(Ag I/l)
pertenece a un grupo de proteinas fibrilares de la familia de las adhesinas 2 13 cual
participa en la union de los estreptococos a la pelicula adquirida en las superficies
dentales '°, esta proteina aparentemente se une a las aglutininas de la saliva, cubriendo
las superficies dentales favoreciendo ta colonizacién in vive de S, mutans, ademas esta
proteina presenta una reactividad cruzada con la proteina de Streptococcus sobrinus de
210 kDa llamada SpaA °. El grupo de las glucosiltransferasas (GTF) se encuentran
involucradas en la produccitn de glucanos insolubles en agua a partir de sacarosa con la

consecuente acumulacion de S. mutans *'.

Se ha observado que este antigeno incrementa la actividad de la funcion supresora y
cooperadora de los linfocitos T que actitan sobre las células formadoras de anticuerpos,
ademas de tener un efecto proliferativo en células T %, las diferencias en el incremento de
la actividad funcional es dependiente de la dosis ® %, estudios in vitro en linfocitos
humanos indican que a bajas y altas concentraciones del antigeno I/l se incrementa la
actividad supresora de los linfocitos T, mientras gque a dosis intermedias se incrementa la

actividad cooperadora de los linfocitos T 2.

La sensibilidad natural se presenta cuando el Antigeno I/l presente en la superficie de S.
mutans, que habita cominmente en la boca, entra en contacto con el sistema inmune del
huésped, este antigeno incrementa la respuesta inmune natural, para prevenir ta
colonizacién del diente por S. mutans y por lo tanto evita el desarrollo de caries ** %%, la
inmunizacion artificial en primates, mostré que el antigeno es fuertemente inmunogénico,

incrementando los anticuerpos séricos IgG, IgA, e IgM u
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= b
Fig. 6. Colonias de Streptococcus mutans en placas de agar mitis-salivarius-bacitracina (MSB).

Las colonias que se observan pueden ser descritas con apariencia de “vidrio glaseado”. Esto se
debe al polisacaride extracelutar, formado por la sacarosa en la placa de MSB (Bratthall).

Fig. 7. Las dos figuras anteriores, attamente magnificadas muestran la adherencia de colonias de
8. mutans a la superficie (Fotograflas por microscopia electronica del Dr Jérgen Jonsson, Malmo).
La habilidad para adherirse a las superficies es un factor patogénico de los microorganismos
{Bratthall).
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La cavidad oral, ¢aracteristicas

La cavidad oral sirve como puerta de entrada para una gran diversidad de sustancias
antigénicas exteriores, algunos son transitorios, como los alimentos, medicamentos y
antigenos de bacterias muertas contenidas en alimentos y bebidas, otra parte de los
antigenos es el resultado de la colonizacidén bacteriana, el reto es mas duradero y puede
causar dafo. La boca constituye un medio ambiente diverso y unico, la mucosa oral y la
lengua se colonizan con un grupo de microorganismos que reconocen receplores
especificos en el epitelio, la superficie del diente forma un medic ambiente con
microbiotas distintas, que van apareciendo de especificidad célula-célula o interacciones
célula-pelicula.  Un tercer grupo de medio ambiente existe bajo la gingiva y estd
colonizada por otro tipo de microorganismos gue tienen la capacidad de supervivencia en
condiciones microaerofilicas, agui, los productos bacterianos que se forman pueden
disolver el diente, estimulando la resorcion ¢ la necrosis del tejido. E! crecimiento
desenfrenado de ciertos microorganismos y la acumulacion de sus productos puede
conducir a la pérdida de la funcién oral, algunos organismos secretan enzimas que
pueden inactivar parcialmente componentes del sistema inmune del huésped, otros
organismos inmoviles tienen la capacidad de invadir tejido oral.

Los retos a la homedstasis se encuentran con una variedad de respuestas inmunes del
huésped debido a la presencia de microorganismos, a menudo distintos mecanismos
inmunes se encuentran en diferentes medios ambientes orales o en distintos estadios de
la enfermedad. La saliva representa la “primera linea de defensa”; confronta a los
microorganismos con una amplia variedad de anticuerpos y componentes inmunes
innatos cormo mucinas, lactoferrina, lisozima y lactoperoxidasa que median los efectos
protectores en varios caminos; los granulos que revisten la membrana del epitelio no
queratinizado, tipico de muchas superficies orales, constituyen otra barrera, estas
estructuras fosfolipidicas derivan del epitelio fundamental, retardando el movimiento de
materiales, la membrana del epitelic basal forma otra barrera contra la invasion,
finalmente, los linfocitos e inmunoglobulinas (inmunidad especifica), cbstruyen la
penetracidén de microorganismos o sus productos, las barreras de tejido duro y suave,
reflejan su origen y tienen caracleristicas diferentes en los sitios anatdmicamente distintos
en la cavidad oral. En 1975 Lehner describié por separado el dominio salival y gingival
dentro de los cuales funcionan diferentes mecanismos de defensa del huésped, el
dominio salival se caracteriza por la presencia de derivados de las glandulas salivales

tales como mucinas, lactoferrina, peroxidasa salival, lisozima (inmunidad innata) e lgAs
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secretora (inmunidad especifica), el dominio gingival se caracteriza por factores que
fluyen de hendiduras gingivales tales como IgG, complemento, y componentes celulares,
estos dominios se afinan, hacia las inmediaciones segin el tipo, localizacion y grado de

estimulacion del tejido linfoide 2.

Una de las funciones principales de la saliva humana es proteger la cavidad oral del
sobrecrecimiente microbiane y la produccién de sustancias nocivas microbianas que
pueden causar enfermedades orales, los mecanismos protectores incluyen el flujo salival,
el efecto amortiguador y factores antimicrobianos inmunes y no inmunes, estos factores
tienen su origen en las glandulas salivales mayores y menores, o a través de hendiduras
gingivales, los factores inmunes comprenden principalmente a la IgA secretora pero,
depende del estade de salud oral del individuo, otros isotipos de inmunoglobulinas (lg)
incluyen a lgG e IgM, la saliva completa contiene ademas proteinas det complemento y

polimorfonucleares .

Para la identificacién de caries en nifios se han implementado varias pruebas, entre ellas
se encuentran los conteos de Streptococcus mufans y lactobacilos, la velocidad de
secrecion de la saliva, el pH salival y la capacidad amortiguadora, sin embargo, estos
métodos no han probado ser confiables en la prediccion de la caries dental, entre todas
las pruebas de tamiz, la que ha mostrado mejor efectividad hasta ahora es el indice CPO
(en inglés DMFT, decayed, missing, filled, teeth index) para la prediccion del riesgo de

caries en nifios .
Inmunidad innata y especifica (adaptativa) Z.

Inmunidad (latin immunitas, libre, exento) es la reaccion frente a sustancias extranas,
dicha reaccion no tiene efectos patoldgicos. Las células y moléculas responsables de la
inmunidad constituyen el sistema inmune, la respuesta global y coordinada tras la
introduccién de sustancias extrafias es la respuesta inmunitaria, los individuos sanos se
protegen contra microorganismos por diferentes mecanismos de proteccién, tales comao la
inmunidad innata (natural o nativa), es la primera linea de defensa frente antigenos

extrafios, consta de:

1. Barreras fisicas y quimicas: epitelios y sustancias antimicrobianas

producidas por los epitelios.

2. Proteinas sanguineas: sistema del complemento y mediadores de la

inflamacion.
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3. Celulas fagociticas: neutrofilos y macrofagos y células asesinas naturales
(NK, del inglés, natural killer).

La capacidad los microorganismos para resistir esta barrera se relaciona, en parte, por su
patogenicidad.

Inmunidad especifica

Existen mecanismos de defensa que se estimulan tras la exposicion a agentes

infecciosos, aumentando su intensidad y capacidad ante nuevas exposicicnes al mismao
agente, se desarrolla como respuesta a la infeccién, y se denomina inmunidad adaptativa
o especifica, es especifica y especializada, para discriminar distintos microorganismos,
sus componentes son los linfocitos y sus productos entre ellos los anticuerpos, en
conjunto con la respuesta inmunitaria innata, forman un sistema integrado de defensa en

el huésped en el que existe una cooperacién funcicnal de numerosas células y moléculas.
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Fig. 8. Comparacion de la inmunidad innata y especifica en la defensa del huésped contra las
infecciones %,

Respuesta inmunitaria especifica

La generacién de respuestas inmunitarias especificas se producen normalmente tras la
exposicién de un individuo a un antigeno extrafo, se clasifican en dos tipos, segun el

componente del sistema inmunitario que participa en !a respuesta:
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1) Inmunidad humoral: participan moléculas, responsables de reconocer y eliminar a

los antigenos llamadas anticuerpos producidos por |0s linfocitos B.
2} En la inmunidad mediada por células o inmunidad celular, participan linfocitos T.
Caracteristicas principales de la respuesta inmunitana

Las respuestas inmunitarias hurmoral y mediada por células a todos los antigenos tiene

una serie de caracteristicas fundamentales.
< Especificidad
% Diversidad
< Memoria
“ Especializacion
< Autolimitacion
< Discriminacion entre lo propio y lo no propio
Las respuestas inmunitarias se dividen en {Fig. 9):
< Fase de reconocimiento
< Fase de activacion

Ly

% Fase efectora
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Cada antigeno selecciona un clon preexistente de

linfocitos especificos y estimula su proliferacién y diferenciacion *,
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Sistermna inmunitario

Las células del sistema inmunitario en condiciones normales circulan en la sangre y la
tinfa. El sistema inmunitario debe responder a un gran numero de antigenos extrafios que
se introducen en el organismo por cualquier sitio, sdlo un pequefio numero de linfocitos
reconoce y responde especificamente frente a cualquier antigeno.

Linfocitos

Los linfocitos reconocen y responden a los antigenos extrafios, median las respuestas
inmunitarias, pues son las dnicas células capaces de reconocer especificamente y

distinguir diferentes determinantes antigénicos o epitopos.

Los linfocitos constan de subgrupos que difieren en sus funciones y productos proteicos.
Una clase de linfocitos son los linfocitos B, sus primeras fases de maduracion se dan en la
medula 6sea, son los Unicos que producen anticuerpos protegen eliminando por unién
microorganismos extracelulares y antigenos solubles, los receptores para antigencs son
formas de anticuerpos unidos a membrana, la interaccion de los antigenos con estos
anticuerpas de membrana inicia la secuencia de activacién de la célula B (Fig. 11), que

termina con el desarrollo de células efectoras que secretan activamente anticuerpos.
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Fig. 11. Clases de linfocitos B que reconocen los antigenos solubles y evolucionan hacia células
secretoras de anticuerpos

El segundo grupo de linfocitos son las células T, regulan la respuesta inmunitaria frente a

antigenos proteicos y actdan como células efectoras en 1a eliminacion de
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microorganismos intracelulares; no producen anticuerpos, se subdividen en poblaciones
funcionalmente distintas, células T cooperadoras y células T citoliticas (o citotdxicas), los
receptores para antigenos son moléculas de membrana estructuralmente relacionados
con los anticuerpos.

Los linfocitos T cooperadores y citotoxicos reconocen sélo antigenos peptidicos unidos a
proteinas codificadas por genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y que
se expresan sobre la superficie de otras celulas; asi, estos reconocen y responden a
antigenos asociados a la superficie celular pero no a los antigenos solubles, Después de
la estimulacion antigénica, las células T cooperadoras secretan citocinas, cuya funcién es
promover la proliferacién y diferenciacion de las células T, células B y macréfagos,
ademas, atraen y activan leucocitos inflamatorios, proporcionando importantes
conexiones enire la inmunidad especifica de las células T y los mecanismos efectores de
la inmunidad natural. Los linfocitos T citotéxicos (CTL) lisan las células que producen
antigenos extrafios, como células infectadas por virus y ofros microorganismos
intracelulares. Ademas de realizar la funcién cooperadora y citotdxica, las células T
también inhiben las respuestas inmunitarias. No esta claro si la supresién de la respuesta
inmunitaria celular estd mediada por una subpoblacién diferente de linfocitos T, llamados
células T supresoras o por células que, en diferentes situaciones pueden funcionar
igualmente como células cooperadoras o citotoxicas.

Existen subpoblaciones de células T funcionaimente diferentes que expresan distintas
proteinas de membrana, estas proteinas sirven como marcadores fenotipicos de las
distintas poblaciones linfocitarias. Asi, la mayor parte de las células T cooperadoras
expresan una proteina de superficie llamada CD4, por lo que la mayoria de estos
linfocitos son CD3+, CD4+ y CD8- mientras que la mayoria de los CTL expresan un
marcador diferente llamado CD8, y el resto de los antigenos que presentan son CD3-,
CD4- y CD8+, CD significa "grupos de diferenciacién” (del inglés cluster of differentiation).

La tercera clase relevante de linfocitos no expresa marcadores de células B o T, son
linfocitos grandes con granulos citoplasmaticos capaces de lisar diferentes células
tumerales e infectadas por virus sin una estimulacion antigénica clara. Como resultado a
estos linfocitos se ies denomina linfocitos grandes granulares o células NK.

Linfocitos activados

Antes de la estimulacion antigénica o policlonal, los linfocitos pequefios se encuentran en

reposo. Como respuesta a la estimulacion antigénica o policlonal, los linfociios aumentan
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de tamafic (linfocitos grandes o linfoblastos) la progresidn continga y los linfocitos
activados se dividen (transformacion blastica), la proliferacion de los clones de linfocitos

se da por division mitdtica.

Algunos tinfocitos estimulados se diferencian a partir de células cognitivas, hacia célutas
efectoras que eliminan al antigeno. Los CTL diferenciados albergan gran numero de
granulos citoplasmaticos que contienen proteinas que lisan a las células diana o blanco.
Las células productoras de anticuerpos pueden diferenciarse hacia células plasmaticas,
éstas se encuentran solo en érganos linfoides y en los sitios donde se produce la
respuesta inmunitaria, normalmente no circulan por la sangre ni por la linfa. Son fabricas

para la sintesis y secrecién de anticuerpos.

Algunos de los linfocitos T y B estimulados por un antigeno no se diferencian hacia
células efectoras, en lugar de ello evolucionan a linfocitos de memoria, estas células son
funcionalmente inactivas, no se conocen bien las caracteristicas de las células de
memoria porque estas se definen por su supervivencia, y apenas existen marcadores
fenotipicos para distinguirlas definitivamente de los linfocitos estimulados y de los

linfocitos efectores o activados.
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Fig. 12. Clases de linfocitos. Los linfocitos reconocen y evolucionan hacia células secretoras de
anticuerpos. Los linfocitos T cooperadores reconocen antigenos en la superficie de fas células
accesorias y secretan citocinas, que estimulan a los distintos componentes de ia inmunidad y de la
inflamacion. Los linfocitos citatdxicos reconocen antigenos sobre las células diana y las lisan 8
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Fagocitos mononucleares

La segunda poblacion celular en importancia del sistema inmune involucra los monocitos
y macrofagos, su funcién principal es la fagocitosis, estas células se originan en la médula
osea, tras su maduracién y posterior activacion, adquieren diversos tipos morfolagicos, el
monocito entra en la sangre periférica después de dejar la médula 6sea antes de estar
completamente diferenciado; cuando colonizan los tejidos, maduran, convittiéndose en
macréfagos, o histiocitos, capaces de fusionarse para formar células gigantes
multinucleadas. Se encuentran en todes los érganos y tefidos conectivos y reciben
nombres especiales para designar localizaciones especificas (Tabla 2)

Nombre Ubicacién

Células de la microglia Sistema nervioso central
Células de Kupffer Capilares del higado
Macréfagos alveolares Vias pulmonares
Osteoclastos Hueso

Tabla 2. Algunas designaciones que reciben las macréfagos y su ubicacion =,
Las funciones principales de los fagocitos mononucleares en la inmunidad innata son los

siguientes:

1) Fagocitan particutas extrafias y particulas recubiertas por proteinas del
complemento, las sustancias fagocitadas se degradan dentro de los macrofagos
por las enzimas lisosomales y reaclivos de oxigeno, controlando la diseminacion

de infecciones.

2) Producen citocinas que reclutan a otras celulas inflamatorias, especialmente
neutréfilos, producen factores de crecimiento para fibroblastos y endotelio
vascular, promoviendo la reparacién de los tejidos dafados.

Los fagocitos mononucleares desempefan {as siguientes funciones en las fases de
reconocimiento, activacién y efectora de la inmunidad especifica:

1) Los macréfagos muestran en su superficie antigenos extrafios de forma que se
reconocen por los linfocitos T antigeno-especificos, participando como células
presentadoras de antigeno (APC; del inglés antigen-presenting cells), producen
citocinas que estimulan la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos T, los

macrofagos activados expresan proteinas de superficie que incrementan la
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respuesta de las células T en el sitio de infeccion, actuando como células

accesorias.

2) En la fase efectora algunos linfocitos T estimulados por el antigeno secretan
citocinas que activan a los macréfagos, que son mas eficientes en la eliminacion

de microorganismos fagocitados.

3) En la fase efectora de la respuesta inmune humoral, las particulas extranas se
recubren u opsonizan con anticuerpos y proteinas del complemento, entonces los
macréfagos fijan y fagocitan estas particulas opsonizadas mas avidamente que las

particulas no recubiertas.
Células dendriticas

Son células accesorias que participan en la induccién de la respuesta inmunitaria, se
identifican por sus proyecciones membranosas o espincsas; se dividen en dos tipos
celulares con propiedades y funciones diferentes, las células dendriticas interdigitantes
(célutas dendriticas), presentes en el intersticio de la mayoria de los organos, son
abundantes en las zonas ricas en células T de ganglios linfaticos y e! bazo, y en la
epidermis {células de Langerhans), se originan a partir de precursores de la médula osea
relacionadas con la estirpe de los fagocitos mononucleares, son muy eficientes
presentando antigenos proteicos a los linfocitos T cooperadores, las células de
Langerhans captan antigenos que entran a través de la piel y los transportan hacia los
ganglios linfaticos donde se pone en marcha la respuesta inmunitaria.

El segundo fipo se denomina células dendriticas foliculares presentes en los centros
germinales de los foliculos linfoides de ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a
mucosas, estas células en su mayoria no derivan de precursores de la médula ésea;
atrapan antigenos unidos a anticuerpos © productos del complemento, expresandolos en

su superficie para que sean reconocidos por los linfocitos B.
Granulocitos

Son otro grupo de células sanguineas, que participan en la fase efectora de la respuesta
inmunitaria especifica. Se estimulan por citocinas producidas por los linfocitos T,
fagocitan particulas opsonizadas participando en ia fase efectora de |a respuesta inmune

especifica. La sangre periférica posee tres grupos de granulocitos

Los neutréfilos o polimorfonucleares, son los mas numerosos. Responden a estimulos

quimiotacticos; fagocitan y destruyen particulas extrafias como Mmicroorganismos; se
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activan por cilocinas producidas por macréfagos y células endoteliales, son la poblacion
celular principal en la respuesta inflamatoria aguda, poseen receptores para 1gG vy
proteinas del complemento, migran y se establecen donde se activa el complemento,

fagocitan particulas opsonizadas.

Los eosinéfilos actian principalmente en la defensa contra determinados tipos de agentes
infecciosos, expresan receptores para anticuerpos IgE, fijdndose con avidez a particulas
recubiertas por éi, son eficaces destruyendo agentes infecciosos que estimulan la
produccidn de IgE (v.g. helmintos), son abundantes en los lugares donde se produce
hipersensibilidad o alergia inmediata; contribuyendo al dano tisular e inflamacion. La
activacion de los linfocitos T contribuye a la acumulacién de eosindfilos en iugares con

infestacion parasitaria y reacciones alérgicas.

Los baséfilos son células circulantes con una funcién muy similar a la de las células
cebadas tisulares. Tanto los basdfilos como las células cebadas expresan receptores de
alta afinidad por la IgE, uniéndose con avidez a los anticuerpos IgE libres, la interaccion
posterior de los antigenos con IgE unidas a las células, estimula los baséfilos y células
cebadas a secretar las sustancias contenidas en sus granulos, que son mediadores
quimicos de ia hipersensibilidad inmediata.

Anatomia funcional de los tejidos linfoides

La mayoria de los linfocitos, fagocitos y otras células accesorias se localizan y concentran
en organos linfoides anatomicamente definidos, son los lugares donde se transportan y
concentran antigenos extrafios, ésta compartimentacién anatémica no es fija, muchos de

los linfocitos recirculan y se intercambian constanlemente entre la circulacion y los tefidos.
Los tejidos linfoides se clasifican en dos grupos:

a. Organos generadores o tejidos finfoides primarios, son los tejidos en los que los
linfocitos expresan por primera vez los receptores antigénicos y alcanzan la

madurez fenotipica y funcional.

b. Organos periféricos, también llamados tejidos linfoides secundarios, son los
lugares donde se inicia y desarrolla la respuesta de los linfocitos a los antigenos

extranos.
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Médula osea

En la vida fetal la hematopoyesis tiene lugar en los islotes sanguineos, luego en el higado
y en el bazo, gradualmente se Hleva a cabo en la médula 6sea y posteriormente por la
médula de los huesos planos, ya en la pubertad la hematopoyesis ocurre principalmente
en el esternén, las vértebras, los huesos iliacos y las costilas. La medula reja que se
encuentra en estos huesos consta de un armazdn reticular esponjoso, lleno de células
adiposas y precursores de células sanguineas que maduran y salen a través de senos
vasculares, para formar parle del sistema circulatorio, todas fas células sanguineas se
originan de una célula madre comun, la proliferacién y maduracién en la médula 6sea de

las células precursoras se estimula por las citocinas.

La médula contiene linfocitos B maduros desarrollado a partir de células progenitoras, Hay
numerosas células plasmaticas secreloras de anticuerpos que se desarrollan en los
tejidos linfoides periféricos como consecuencia de fa estimulacién antigénica de las

células B y que luego migran a |a médula.

Recioulaciin
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Fig. 13. Maduracion de ios linfocitos. El desarrollo de los linfocitos maduros previo a la exposicion
del antfgeno ocurre en los érganos linfoides generadores y la respuesta inmunilaria & antigenos
extrafios tiene fugar en los tejidos linfoides periféricos ®

Timo
Es un 6rgano bilobulado situado en el mediastino anterior, cada |obulo se divide en

muitiples lobulillos mediante septos fibrosos, cada lobulillo consta de una corteza
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periférica rica en linfocitos T y una meédula central. A través del timo existen células
epiteliales no linfoides, células dendriticas y macréfagos, los vasos linfaticos drenan a los

ganglios mediastinicos.

Los timocitos, son linfocitos T en distintos estadios de maduracién no expresan los
receptores para antigenos o marcadores de superficie (CD4 y CD8), los precursores de
células T, provenientes de médula 6sea, entran en la corteza del limo a través de vasos
sanguineos, migran desde la corteza hacia la médula y se ponen en contacto con células
epiteliales, macréfagos y células dendriticas, en su camino hacia la médula, empezando a
expresar receptores para antigenos y marcadores de superficie, sélo salen del timo
células T maduras CD4 o CD8, comprometidas a funciones cooperadoras o citotéxicas,
entrando en la sangre y en los tejidos linfoides periféricos, sélo las células capaces de
reconocer y responder a antigenos exirafos se seleccionan para sobrevivir, proliferar y

maduyrar.
Ganglios linfaticos

Son pequefios agregados nodulares de tejida linfoide situados a Io largo de los canales
linfaticos repartidos por todo el cuerpo los epitelios como la piel, las mucosas de los
tractos respiratorio y gastrointestinal, al igual que los tejidos conectivos y la mayoria de los
drganos, tienen drenaje linfatico, los vasos linfaticos recogen fluidos y células de los
espacios intersticiales y devuelven éste fluido (linfa) a la sangre a través de los ganglios
linfaticos, los antigenos penetran a través de la piel y los tractos respiratorio y
gastrointestinal, terminan en los vasos linfatices, profusamente tapizados con células
accesorias y son transportados a los gangfios.

En la corteza externa del ganglio hay agregados celulares que constituyen los foliculos
que son &reas ricas en células B, algunos contienen centros germinales, los foliculos
primarios no poseen centros germinales, contienen principalmente linfocitos B maduros
virgenes que no han sido estimulados previamente por antigenos; los foliculos
secundarios si poseen centros germinales, las celulas dendriticas foliculares de los
centros germinales presentan los antigenos a las células B activadas, las células
plasmaticas totalmente diferenciadas se desarrollan fuera de los centros germinales y
migran de los ganglios linfaticos a otros tejidos.

La médula interna contiene linfocitos y fagocitos esparcidos entre sinusoides linfaticos y

capilares, donde los linfocitos pueden migrar y recircular entre la linfa, la sangre y los
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tejidos. Las diferentes clases de los linfocitos y de células accesorias no linfoides son

secuestradas en zonas especiales del ganglio.

Los linfocitos T se localizan predominantemente entre los folicuios y en la conteza
profunda, la mayoria son celulas CD4+ mezcladas con unas pocas células CD8+, los
linfocitos T virgenes que no han side estimulados por antigenos extrafios especificos,
llegan a los ganglios a través de |a linfa o0 a través las de vénulas endoteliales, donde se
encuentran con los antigenos extrafios, las células dendriticas, se localizan a fo largo del
tejido conectivo del ganglio y presentan los antigenos a las células T cooperadoras
inmaduras, por lo tanto los ganglios linfaticos son los lugares donde se inicia la respuesta

de las células T a antigenos proteicos procedentes de [a linfa.

La médula contiene linfocitos diseminados, macréfagos y células dendriticas y en los
ganglios que drenan a los lugares de inmunizacién numerosas células plasmaticas, todas
ellas intercaladas en los canales linfaticos.

Los linfocitos B que entran en los ganglios desde la sangre alraviesan las zonas ricas en
linfocitos T coaperadores hacia los foliculos y de esta manera se optimizan las
oportunidades de interacciones cooperativas entre células T y células B, por lo tanto, la
organizacion de las distintas poblaciones celulares en los ganglios finfaticos es critica para
la generacién de la respuesta inmunitatia, la estructura de los gangiios linfaticos no es fija,
y cambia con la exposicion al antigeno: los centros germinales se desarrollan alrededor
de una semana después de la inmunizacién y gradualmente regresan después de que se

elimina el estimulo antigenico.
Bazo

Se sitia en e! cuadrante superior izquierdo del abdomen, esta irrigado por la arteria
esplénica, las arteriolas se encuentran envueltas por un manguito de linfocitos
denominade vaina linfoide periarteriolar, donde se encuentran tejidos linfoides, algunos
con centros germinales, las vainas linfoides y fos foliculos se rodean por un borde de
linfocitos y macrofagos llamado zona marginal, estos tejidos linfoides densos constituyen
la pulpa blanca del bazo. Las arteriolas terminan en capilares sinusocidales entre los
cuales se hallan esparcidas grandes cantidades de eritrocitos, macrofagos, células
dendriticas, escasos linfocitos y células plasmaticas; que forman la pulpa roja. Los
sinusoidales terminan en vénulas que drenan en la vena esplénica que lleva ia sangre

desde el bazo hacia la circulacion portal.
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Las vainas periarteriolares contienen principalmente linfocitos T, de los cuales las dos
terceras partes son CD4+ y una tercera parte CD8+, los foliculos y centros germinales
contienen predominantemente linfocitos B y presentan las mismas caracteristicas
anatémicas y funcionales que los ganglios linfaticos. Las zonas marginales albergan
macréfagos, linfocitos B y células CD4+, los antigenos y linfocitos entran en el bazo a
través de sinusoides capilares, la activacion de las células B se inicia en las zonas
marginales adyacentes a los linfocitos T cooperadores de las vainas periarteriolares, las
células B activadas migran hacia los centros germinales o hacia la pulpa roja.

En principio la funcion del bazo y su respuesta a los antigenos es muy parecida a la de los
ganglios linfaticos; la diferencia esencial es que el bazo es el lugar principal de la
respuesta inmunitaria a los antigenos procedentes de la sangre, mientras que los ganglios
linfaticos estan implicados en la respuesta a antigenos procedentes de {a linfa, el bazo es
también un importante filtro para la sangre, los macréfagos de la putpa roja limpian la
sangre de sustancias extrafas indeseables y de eritrocitos viejos, incluso en ausencia de

inmunidad especifica.
Otros tejidos linfoides periféricos

Ademas de los ganglios linfaticos y el bazo, los linfocitos se encuentran en muchos
tejidos, bien diseminados o en forma de agregados, algunos de estos grupos estan
anatomicamente bien organizados y poseen propiedades singulares, se situan bajo la
mucosa de los tractos respiratoric y gastrointestinal, hay agregados de linfocitos y células
accesorias que se asemejan a los ganglios dinfaticos en cuanto a estructura y funcién,
entre estos agregados se incluyen las placas de Peyer en la lamina propia del intestino
delgado, las amigdalas de la faringe y los foliculos linfoides de la submucosa del apéndice
y en toda la extensidn de las vias aéreas superiores. El tejido linfoide de estas zonas
constituye el sistema inmunitario de las mucosas (Fig. 14). £l sistema inmunitario cutaneo

consta de linfocitos y células accesorias que se encuentran en la epidermis y la dermis 2
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Fig. 14. Sistema inmunitario coman de las mucosas y |a inmunidad salival. Las
células epiteliales especializadas (células M) cubren la mucosa asociada a fos tejidos
linfoides, en las criptas de las toncilas y adenoides (anillos de Waldeyer) y las placas de
Peyer en el intestino, toman los materiales antigénicos y los transportan hacia las células
presentadoras de antigeno (APC) subyacentes, las cuales presentan estos a las células T
cooperadoras. Estds en su momente estimulan células B para diferenciarse en
precursores de células plasmaticas IgA secretoras. Las células B y T migran por via del
drenaje local de los nodulos linfaticos, entrando en la circulacidn, y finalmente
estableciéndose en varios sitios efectores de la mucosa, incluyendo el estroma de las
glandulas salivales donde toma lugar la diferenciacion terminal de ios linfoblastos B hacia
células plasmaticas IgA secretoras bajo la regulacion de citocinas secretadas por las
células T y epiteliales. La IgA polimérica secretada es tomada por el receptor polimérico
Ig (componente secretor) en la superficie basolateral de las células epiteliales glandulares,
y transportadas hacia la superficie apical donde se libera unido al compaonente secretor
para formar IgA-s. Peguertas cantidades de IgM, IgG e IgA circulantes transudan a través
de la hendidura gingival hacia la cavidad oral, y ademds puede penetrar los tibulos
dentinales de la cavidad de la pulpa de los dientes. En enfermedad periodontal avanzada,
las células plasmaticas colocadas en la gingiva secretan IgM, IgG e IgA las cuales exudan
hacia las bolsas periodontales y la cavidad oral. *.
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INMUNIDAD HUMORAL

Los efectos protectores de la inmunidad humoral estan mediados por una familia de
glucoproteinas llamadas anticuerpos, los cuales siempre inician sus efectos biolégicos al
unirse a los antigenos, fa unién del antigeno con el anticuerpo, es especifica para un
antigeno dado y muy fuerte.

Los anticuerpos se producen por los linfocitos B unidos a la membrana, estas moleculas
actiian como receptores para antigeno de la célula B, la interaccion de los antigenos con
los anticuerpos de membrana de las células B constituye la fase de reconocimiento de la
inmunidad humoral, los anticuerpos que se producen se secretan por la progenie de
células B diferenciadas en respuesta a la estimulacion antigénica, los anticuerpos
secretados se unen al antigeno y desencadenan varias de las funciones efectoras del
sistema inmunitario, la especificidad de |a fase efectora se debe a la interaccion antigeno-
anticuerpo, las funciones efectoras estan mediadas por partes del anticuerpo que se
sitdan en lugares diferentes del sitio de union del antigeno.

Los anticuerpos se encuentran en el plasma sanguineo, ademds estan presentes sobre la
superficie de los linfocitos B, en su reticulo endoplasmico y complejo de Golgi, también se
les localiza, aunque en menor proporcion en el liquido intersticial de los tejidos donde se
acumulan los anticuerpos secretados, en la superficie de ciertas células que no producen
anticuerpos, pero poseen receptores para unir anticuerpos tales como fagocitos
mononucleares, células NK y mastocitos. También se les encuentra en ciertos fluidos
secretados en las mucosas v la leche, los cuales transportan especificamente ciertos tipos
de anticuerpos.

Inmunoglobulinas: estructura y funcién > *

Las inmunoglobulinas (lg) son fos miembros prototipo de la familia de las
inmunoglobulinas. Las proteinas de membrana CD4 y CDB8, los receptores antigeno
especificos de linfocitos T, y los antigenos de clase | y Il de complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), entre otros, forman parte de esta familia.

El analisis tridimensional de estas moléculas revela mas que una simple homologia en la
secuencia de aminoacidos; estructuraimente estas moléculas son similares, la variacion
es la esencia fundamental de los anticuerpos, por lo que de un isotipo de cadena a otro,
pueden alterarse significativamente las funciones naiurales de la respuesta inmune,

funciones tales como la fijacién de complemento, el cruce a través de la barrera
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placentaria y la habilidad para originar formas poiimericas son sélo unas cuantas
variaciones en la funcién de anticuerpos debida a las diferencias isotipicas. Cada una de

estas respuestas se debe a las diferencias discretas en la estructura del anticuerpo.

£l repertoric potencial de las especificidades de los distintos anticuerpos s de un millén a
diez millones de antigenos diferentes, esta funcion se atribuye a la region variable de las
cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras para cualquier anticuerpo dado, llamada region
“variable”, cualquiera de las dos regiones variables son de un 70 a un 99 % idénticas,
ocasionalmente, cambia sélo un aminoacido; las diferencias muestran especificidades

antigénicas distintas.
Caracteristicas generales de las inmunoglobulinas

Una melécula prototipo de inmunoglobulina se compone de cuatro cadenas polipeptidicas
las cuales se unen en un complejo macromolecular mediante varios enlaces disulfuro. El
polipéptide pequefic se denominan cadena ligera y el polipéptido grande cadena pesada.
Una molécula de anticuerpo se compone de dos cadenas ligeras identicas y dos cadenas
pesadas idénticas(Fig. 15).

El tratamiento con enzimas proteocliticas, como papaina o tripsina, escinden la molécula
de inmunoglobulina en puntos especificos, dividiéndola en dos dominios funcionales
basicos, dos fragmentos Fo, que consisten de una cadena ligera y un fragmento de la
cadena pesada, el nombre F, s debe a que esta porcion de la molécula se deriva del
sitic active de unidn al antigeno {antigen-binding [ab}), a porcidn restante, el fragmento
F., se denomina asi, debido a que cristaliza {c) faciimente, la porcion F. de la molécula es
responsable de las funciones biologicas efectoras de la inmunoglobulina, como la fijacién
del complemento, cada cadena pesada puede dividirse en regiones, cada regién tiene
aproximadamente 110 aminodcidos, las cadenas ligeras consisten en dos regiones
indicados como Vi y C.. V. es la regién variable de la cadena ligera que participa en la
unién con el antigeno, C, es la regién constante de la cadena ligera, que es invanable
para un tipo de cadena ligera dada, la cadena pesada posee una regién variable, Vy, la
cual al igual que la cadena ligera es la porcion de polipéptido que participa en la unién con
el antigeno, en contraste con la cadena ligera, el prototipo de la cadena pesada tiene tres
dominios constantes, Cy1, Cu2, ¥ Cy3, Las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
tienen una regién conocida como bisagra (localizada generalmente entre Cul y Cu2) ¥
proporciona a la porcién Fg la capacidad para moverse con respecto a la region Fg.
Alguna region Vy y V pueden combinarse con otra region Cy y C, respectivamente. Asi,
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la habilidad para reconocer un antigenc dado (una propiedad de 1a region V), puede estar

ligarse a varias funciones efectoras (una propiedad de la region C).
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Fig. 15. Diagrama esquematico de una inmunoglobulina (Ig) B

Una caracteristica importante en la estructura de este dominio es la presencia de dos
cisteinas que forman un enlace disulfuro intramolecular, el enlace disulfuro intradominio,
mantiene la estructura terciaria y cuaternaria de la inmunoglobulina, la cadena ligera se
une generalmente a la cadena pesada mediante un enlace disulfuro, ademas, la cadena
pesada se enlaza covalentemente a otra cadena por puentes disulfuro entre las unidades
de ia bisagra, cada par formado por cadena pesada y ligera, tiene la capacidad de
reconccer y unirse al mismo epitopo, de esta manera, una molécula de inmunoglobulina
intacta puede interactuar con dos epitopos simultdneamente, esta caracteristica en la
estructura de inmunoglobulinas da a un mondmero de inmuncglobulina una valencia de

dos.

Algunas inmunoglobulinas se presentan como polimeros (Fig. 16), uniéndose
covalentemente, la IgA usualmente forma una molécula dimérica, y la IgM forma una
molécula pentamérica, ambas macromoléculas utilizan una melécula accesoria lamada
cadena } para formar estos complejos, los polimeros tienen valencias altas para
enlazarse a antigenos proporcionalmente para el nimero adicional de sitios de unién en la

molécula. Ademas, las formas secretadas de IgA se asocian con una molécula llamada
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componente secretor (SC), el cual estd involucrade en el transporte de la inmunoglobulina

a través de las membranas epiteliales.

- :

[

Fig. 16. Diagramas esquematicos de varios isotipos de inmunoglobulina. La IgG y la IgE circulan
como monomeros, mientras que las formas secretadas de IgA e igM son diméros y pentameros
respectivamente, estabilizados por la cadena J.

Moléculas accesorias

Cadena J

La cadena J es un polipéptide de 137 aminoacidos, involucrado en la polimerizacion de
IgA a diméros y de IgM en pentameros, la cadena J tiene un alto contenido de
aminoacidos de carga negativa, asl como, ocho residuos de cisteina involucrados en los
enlaces disulfuro inter e intracatenarios, las células B no estimuladas contienen pequenas
cantidades o ninguna de la cadena J, donde la estimulacién por mitdgenos causa un
incremento dramatico en los niveles proteicos de la cadena J, una cadena J se asocia con

un diméro IgA y con un pentamero IgM.
Componente secretor/Receptor poli-Ig

El componente secretor (SC), es un miembro de la familia de las inmunoglobulinas, se
asocia con IgA de secreciones externas, se le encuentra en secfeciones mamarias y
salivales como cadena libre, el SC involucra también a un receptor transmembranal, este

complejo se llama el receptor poli-lg (poli-lg); se sintetiza en el epitelio glandular, donde
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se expresa en la membrana basal de las células epiteliales; e! poli-lg es un receptor
especifico para las moléculas poli-lg de la superficie basolateral de las células epiteliales,
transportdndose en vesiculas intracelulares y en las superficies apicales celulares, el
complejo es liberado de las células, durante el movimienlo a través de la céluta la
molécula receptor es dividida en dos subunidades SC.

Anticuerpos de membrana como receptores de antigeno en células B

La proliferacién de las células B y la secrecidn de anticuerpos se da por 1a unién entre el
antigeno a células B especificas, el antigeno es reconocido por los anticuerpos
expresados en la superficie de las células B, éstas expresan distintos isotipos de cadenas
pesadas segun la fase en que se encuentren, asl, los linfocitos B inmaduros expresan
IgM, los linfocitos B no estimulados pueden expresar IgM e IgD, y las células B de
meamoria que han sido estimuladas previamente pueden expresar cualquier isotipo o
subtipo, las g de membrana son estructuralmente diferentes a las Ig secretadas.

Neutralizacién del antigeno por anticuerpos secretados

Muchos agentes agresores como toxinas, farmacos, virus, bacterias y otros parasitos,
inician el dafio celular uniéndose a receplores de superficie especificos, los anticuerpos
secretados pueden dificultar estéricamente la interaccién, uniéndose a los determinantes
antigénicos del agente agresor, ¢ con menor frecuencia a receptores celulares,
neutralizando de esta forma el proceso tdxico o infeccioso, este proceso puede estar
mediado por anticuerpos de cualquier isotipo y experimentalmente por fragmentos Fab o
F(ab),.

Funciones de los anticuerpos, especificas de cada isotipo

Muchas de las funciones de los anticuerpos estan mediadas por sus porciones Fc y son
por lo tanto, especificas para cada isotipo o subtipo en particular. Las células B pueden
sufrir cambios de! isotipo en las cadenas pesadas, permitiendo asi, que la descendencia
de una Unica célula B pueda expresar diferentes isotipos de moléculas de Ig sin cambiar
las regiones de unién al antigeno. Como consecuencia, un antigeno utiliza una misma
especificidad y diversidad de la inmunidad humoral, la disponibilidad de multiples regiones
C en distintos isotipos de cadenas pesadas proporciona una medida adicional de
adaptabilidad. La produccion de varios 1ipos de isotipos de cadenas pesadas sirve para
dirigir la respuesta inmunitaria humoral a lo largo de diferentes vias anatémicas y

funcionales.
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Tipo de Funciones conocidas

inmunoglobulina

1gG < Anticuerpo responsable de la respuesta inmune secundaria.
& Activacion del complemento.

< Opsonizacion para aumentar la fagocitosis.

< Citotoxicidad mediada por anticuerpos.

& Esta involucrada en la citotoxicidad mediada por células.

& Inmunidad neonatal mediada por IgG materna.

% Inhibicidn por retroalimentacion de las respuestas inmunitarias.

IgA & Inmunidad de las mucosas y secreciones (saliva, lagrimas,
leche, etc.)

& Citotoxicidad mediada por anticuerpos.

Ight % Anticuerpo predominante en la respuesta inmune primaria.

4 Actia como senal en la activacién, proliferacidn y
diferenciacién de células B maduras.

< Activacion del complemento.

< Se observa frecuentemente en desordenes inmunoldgicos {i. e.
Factor reumatoide)

1gE = Citotoxicidad mediada por anticuerpos.
% Hipersensibilidad inmediata desencadenada por I1gE.

lgD % Esta presente como receptor de superficie de las células B
maduras

& El radio de expresion de p y & puede ser utilizado como
indicador de! estado de diferenciacion de las células B

Tabla 3. Resumen de algunas funciones, en 1as que se involucra 1a presencia de anticuerpos =)

La lgA sérica circula en el suero como un monodmero, la forma mas efectiva de IgA es un
dimero, llamada lgA secretora, consistente en dos monémeros conectados con una
cadena J, cada dimero entra a través de las mucosas, donde adquieren un polipéptido

llamado componente secretor, que le protege de la degradacion enzimatica.

La IgA es el anticuerpo mas abundante en las secreciones (tales como lagrimas, leche,
saliva, mucosa intestinal y nasal), comprende del 10 al 15% de las inmunoglobulinas
circulantes, es la primera linea de defensa contra organismos gque invaden por vias

mucosas y juega un rol importante en la respuesta inmune, la presencia de grandes
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cantidades de lgAs en el calostro permite la transferencia de la inmunidad materna al
neonato, el mecanismo exacto por el cual IgAs afecta el sistema inmune neonatal es
desconocido, al parecer ayuda a proteger a los infantes de infecciones gastrointestinales,
presumiblemente la IgA de secrecién puede sobrevivir al pH bajo del estémago, y pudiera

proporcionar al infante la inmunidad intestinal basada en el repertorio inmune de la madre.

Diversas investigaciones de actividad de IgA salival en nifios y en adultos, sugieren que
niveles elevados del anticuerpo IgA en saliva para Streptococcus mutans o sus antigenos
estan asociados con experiencia baja de caries o incluso ausencia de ella, la elevacién en
el titulo de anticuerpos también ocurre cuando se presentan lesiones cariosas activas

dentro de la cavidad oral 7.
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Caracteristicas IgG IgMm lgA gD IgE
Forma melecular | Monamero Pentadmerc Monomero, Mondmero Mondémero
usuat DGiméro,
Trimero,
Tetrdmero
Subclases g1, 19G2, { Ninguna IgA1, igh2 _ _
1gG3, 1gG4 estabilizada
Cadenas ¥i.v2,¥3, v4 al, a2 _ - -
pesadas de las
subclases
Porcentaje lotal 75-85 510 7-15" 0.3 0.003
de anticuerpo
sérico
Locaiizacion Sangre, linfa, | Sangre, linfa, | Secreciones Principal Unida a células
intestino superficies de | (lagrimas, molécula  de | cebadas y
células 8 saliva, moco, | superficie baséfilos
intestino, celular de
leche), sangre, | linfocitos.
linfa
Peso molecutar 150,000 950,000 160,000 175,000 190,000
Contenido de 3 10 7 9 13
carbohidratos (%)
Vida media {dias 23.0 5.1 58 238 25
€N suero)
Valencia del 2 5010 204 i? &?
anticuerpo
Fijacion del Sl Sl NO’ NO NO
complemento
Transferencia Sl NO NO NO NO
placental
Funciones Desarrollo de la | Espacialmente Proteccion No se conocen | Reacciones
conocidas fagocitosis, efectiva contra localizada en pero su alérgicas, posible
neutraliza microorganismos ¥ | superficies presencia en expulsion o lisis
toxinas y anligenos mucosas células B de protozoarios y
protege al feto | aglutinantes, pudiera indicar | parasitos.
y al recién primer anticuerpo funcién en la Anti
nacido producido en |a iniciacion de ta || 'c“?{ p°6 )
respuesta a la respuesta °mr?°‘ olrdpice
infeccion inicial inmune anairaxs,
alergia.
Uni6n a células | Macrofagos, _ i? Células cebadas
neutrdfilos

Tabla 4. Caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de fas inmunoglobulinas humanas ™.

! Porcentaje solo en suero; si se incluyen las membranas mucosas y secreciones séricas, el
Eorcenlaje es mucho mas alto
Tal vez “sI* por via alterna.
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Antigeno

Se define antigeno como cualquier sustancia capaz de unirse especificamente a un
anticuerpo o un receptor de célula T, estas sustancias pueden ser metabolitos
intermediarios, azdcares, lipidos y hormonas, macromoléculas de tipo de carbohidratos
complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas pueden servir de antigengs, sin
embarge, sdlo las macromoléculas pueden iniciar la activacion linfocitaria necesaria para
una respuesta de anticuerpos, las moléculas que originan respuestas inmunitarias se
aman inmunodgenos, las moléculas pequefas se llaman haptenos, que pueden unirse a
una macromolécula a la cual se le denomina transporiador, un comgplejo hapteno-
transportador, puede actuar como un inmundgeno, en general, las macromoléculas son
mas grandes que la regidén que se une al antigeno de una molécula de anticuerpo, por lo
tanto, un anticuerpo se une sélo a la parte especifica de la macromolécula, denominada
determinante o epitopo, se puede decir que un hapteno es un determinante exégeno
unido a una macromolécula.

Las macromoléculas contienen tipicamente determinantes multiples, cada uno de los
cuales puede unirse a un anticuerpo.

Interacciones antigeno-anticuerpo

La regi6n del anticuerpo que se une al antigeno es el fragmento F,,. La localizacion mas
precisa de esta funcién en las regiones hipervariables o regiones determinantes de la

complementariedad {CDR, del inglés complementarity-determining regions) Vi y Vu.

El reconocimiento del antigeno por el anticuerpo implica un enlace reversible y no

covalente.

Para 1gG e IgE, la interaccion implica como maximo dos lugares de unidn, ya que sélo
existen dos zonas de combinacion por cada molécula de anticuerpo, una en cada F,, sin
embargo, una molécula de igM puede unirse hasta 10 sitios diferentes.

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Analisis por enzimas fijadas a
inmunoadsorbentes) *

Los analisis con reactivos marcados han pasado a jugar un papel importante en el
diagnostico de laboratorio, entre estas técnicas se encuentran:

< |Inmunofluorescencia

+ Radioinmunoanalisis
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< Enzimoinmunoanalisis

Los enzimoinmunoanalisis son de dos tipos principales, homogéneos y heterogéneos, en
los analisis homogéneos la enzima se conjuga con un hapteno, cuando este conjugado
reacciona con anticuerpo se altera la actividad enzimatica, lo caracteristico de esle tipo de
ensayo es que no requiere la separacion de combinado libre, pero se halla restringido a
una sustancia de bajo peso molecular, en los enzimoinmunoanalisis heterogéneos, en los
que la separacién del reactivo combinado marcado con la enzima del reactivo marcado
libre, es una etapa esencial, estos ensayos, generalmente conocidos como analisis por
enzimas fijadas a inmunoadsorbentes (ELISA), dependen del hecho de que los
anticuerpos o anligenos se pueden ligar a una enzima, reteniendo el complejo tanto la

actividad inmunologica como la enzimatica.

En estos ensayos, el antigeno o anticuerpo se adosa usualmente a un soporte o una fase
sélida para facilitar la separacion de los reactivos libres y combinados, se ha hallado que
antigenos y anlicuerpos se pueden unir covalentemente al material particulado, tal como
ta celulosa y la poliacrilamida, y que también se puede obtener una adsorcién pasiva
satisfactoria para tubos, perlas, discos o microplacas, de nylon, poliestireno, polivinilo o
polipropileno, una parte esencial de ELISA es la conjugacién del anticuerpo (o antigeno)
fijado a enzima, es necesario que la enzima tenga actividad elevada, sea econdmica y
obtenible en una forma pura y que posea una reaccion con el sustrato faciimente medible,
las enzimas consideradas hasta ahora méas satisfactorias son la peroxidasa de rabano
picante, la glucosa oxidasa, la B-galactosidasa y la fosfatasa alcalina, las cuales son
fijladas usualmente a anticuerpos o anligenos por medio de glutaraldehido o peryodato,
los sustratos deben ser estables y solubles antes y después de la degradacién. Los
sustratos cromogénicos deben ser incoloros inicialmente y fuertemente coloreados tras la
degradacion, cuando se utiliza peroxidasa, la o-fenilendiamina es un sustrato idéneo,

también el acido 5-aminosalicilico y la o-toluidina han mostrado buenos resultados.

Los métodos para la deteccion de anticuerpo son los siguientes:

»
!

» Método indirecto

.O

- Método competitive

L

.,

»  Método sdndwich de doble anticuerpo

Método de inhibicién

2,
L3
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El método indirecto es ampliamente utilizado para la determinacion de anticuerpos.

Cansta de las siguientes etapas:
1. Adsorcion del anticuerpo a la placa de poliestireno.
2. Adicion del anticuerpo de estudio,
3. Adicién del conjugado de la antiinmunoglobulina marcado con enzima.
4. Adicion del sustrato enzimatico.

5. Lectura de las absorbancias.

LAVAR ” LAVAR

1 ANTIGENO ADSORBIDG A LA PLACA. 2. ANADIR SUERO.
ANTICUERPO ESPECIFICO
SE UNE A ANTIGEND

¥
n

3. ANADIR ANTIGLOBULINA 4, ARADIR SUSTRATO
MARCADA CON ENZIMA
QUE SE UNE AL ANTICUERPO CANTIDAD HIDROLIZADA =

CANTIDAD DE ANTICUERPO PRESENTE

Fig. 17. Representacion esqugmatica de la técnica de ELISA indirecto para la determinacion del
titulo de anticuerpos en saliva ™.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA *

La inmunoelectrotransferencia combina la resolucién de la electroforesis en gel y la
especificidad de la deteccién inmuncquimica y puede utilizarse para determinar las
caracteristicas de proteinas antigénicas, la presencia y cantidad de un antigeno, el peso
maolecular relativo de la cadena polipeptidica, y la eficiencia de la extraccién del antigeno,
puede combinarse con inmunoprecipitacién para detecciones sensibles de antigenos
menores y para estudiar interacciones especificas entre antigenos, es Util para ensayar la
presencia, cantidad y especificidad de los anticuerpos de diferentes muestras de sueros

policlonales, finaimente, puede utilizarse para la purificacién de anticuerpos especificos,
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debido a que el antigeno no esta marcado, no es posible determinar por analisis

posieriores, sus propiedades bioquimicas, modificaciones ni vida media.

El procedimiento de la inmunoelectrotransferencia puede ser dividido en seis etapas:

——— - Y S s o e

Fig. 18. Representacidn esquematica de una inmunoeleclrotransferencia, mostrando las etapas en
ias cuales se lleva acabo. 1) Preparacion de la muestra de antigeno. 2) Resolucion de la muestra
por electroforesis en gel, 3) Transferencia de polipéptidos separados a una membrana de soporte
4) Blogueode sitios inespecificos, 5) Adicion del anticuerpo, 6) Deteccitn *

El principal factor para determinar el éxito del procedimiento de la
inmunoelectrotransferencia es la naturaleza de los epitopos reconocidos por los
anticuerpos, una resolucién muy alta en la técnica de electroforesis en gel involucra la
desnaturalizacion de fa muestra de antigeno, asi que algunos anticuerpos solo
reconoceran a los epitopos resistentes a la desnaturalizacion, la
inmunoelectrotransferencia no requiere de anlicuerpos de alta afinidad, la alta
concentracion local de antigeno, proporciona una mejor oporlunidad para que el
anticuerpo se una a través de fas regiones F,, de los brazos, aumentando ampliamente la
avidez de las interacciones. La densidad del antigeno favorece ademés, la retencién de
anticuerpos de baja afinidad en 1a membrana incrementando la frecuencia con 1a cual los

anticuerpos dejan la membrana uniéndose a los sitios adyacentes.

t a sensibilidad de la inmunoelectrotransferencia se determina por deteccidn, su limite
es de 20 femtomolaes. Para una proteina de peso molecular de 50,000 Da, esto de
aproximadamente 1 ng, debido a que las capacidades de corrimiento de los geles son

limitadas, un antigeno usualmente no puede ser detectado cuando esta concentracién es
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menor a 1 ng/muestra, para un gel tipico de SDS-poliacrilamida la capacidad de una linea
es aproximadamente 150 ug, puede observarse distorsidn si se utiizan grandes
cantidades, por lo tanto, las proteinas antigénicas pueden presentarse en 1 parte en
150.000, cuando se analizan proteinas de células de mamiferos, este limite representa
aproximadamente 10,000 moleculas de proteinas de peso molecular de 50,000 por célula,
para detectar proteinas presentes en niveles bajos, se requiere la purificacién parcial del
antigeno, que puede hacerse convenientemente por fraccionamiento celular,
cromalografia, o inmunoprecipitacion. a menos que el peso molecular del antigeno sea
similar a una protelna abundante, la capacidad de la membrana de transferencia podria
no estar limitada.

Evaluacién de caries dental **

La evaluacién de ta caries dental se Ileva a cabo con un espejo pfano bucal, el empleo de
radiografias para {a deteccion de caries proximales no es recomendable per lo impractico
de utilizar el equipo en todas las situaciones.

Los examinadores han adoptado un método sistematico para evaluar el estado de ia
denticion y la necesidad de! tratamiento, el examen procede de una manera ordenada de
un diente o un espacio de diente a un diente adyacente o espacio de diente, se considera
gue un diente esta presente cuando alguna parte de éste es visible.

Status de la denticién
Se utilizan letras y nimeros para registrar el estado de la denticion (Tabla 5).

indice de dientes cariados, perdidos y obturados, CPO (en inglés decayed, missing,
filled teeth index: DMFT).

DMFT describe la prevalencia de caries dental en un individuo, es una medida para

expresar numeéricamente la prevalencia de caries y se obtiene calculando e! niimero de:

» Cariados (decayed D)

« Perdidos (missing M}

« Obturados {filled F}

¢ Dientes (teeth T)
Se emplea para ilustrar el status de la denticidn hasta el dia del examen y como se
afectado por la caries dental, se hace para 28 dientes, excluyendo los dientes 18, 28, 38 y
48 (las lamadas “muelas del juicio™) o para 32 dientes s,
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£l indice DMFT (o CPO} se calcula sumando los dientes cariados, perdidos por caries y
los obturados con o sin caries, el valor mas alto para este indice es 28, que indica que
todos los dientes se encuentran afectados, el registro y 1a codificacion se hacen en el
anexo de la pagina 91.

Cadigo Condicién/Status
Dientes primarios | Dientes permanentes
Corona Corona Raiz
A 0 Y Sano
B 1 1 Cariado
[ol 2 2 Obturado con caries
D 3 3 Obturado sin caries
E 4 4 Perdido como resultado de caries
- 5 5 Perdido por otras razones
F 6 6 Fisura sellada
G 7 7 Puente, corona especial o barniz/implante
- 8 8 Diente sin erupcionar {corona)/raiz no expuesta
T T T Trauma (fractura)
- - - No registrado (excluido}

Tabia 5. Cadigo empleado para ver el estado de denticion =,



Fig. 19. Fotografia con los estadics de un proceso de caries dental.

1.
2,

Superficie dental sin caries

Los primeros signos de desmineralizacién, como pequefias manchas blancas gue se han
formado (caries inicial o caries incipiente), no ha flegado a ser una cavidad, la superficie es
aun dura, no se calculado como "D" (Decayed) de acuerdo a los criterios del WHO. Con
las medidas apropiadas, el proceso de caries puede ser sanado y ademas reversible.

La superficie del esmalte se ha destruido en la parte inferior. Hay una “lesidn” con
reblandecimiento de! piso, ahora se calcula como una "D" de diente o superficie.

Se ha hecho un empaste, pero no puede observarse, la desmineralizacion no se ha
detenido, |a lesibn se encuentra alrededor del empaste, en algunas ocasiones es llamada
*caries secundaria” pero en efecto, ésta es usualmente la misma enfermedad en progreso.
El diente esta obturado F (filled) y cariado D {decayed), en los indices de caries esto es
calculado normalmente solo como diente cariado (D}

Continua la desmineralizacién y el diente es socavado,

El diente se ha fracturado, a causa de un proceso, que pudo ser detenido en su primera
etapa
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental es un problema de salud publica, su elevado indice de morbilidad. la
colocan dentro de las enfermedades con mayor incidencia, y por lo tanto como un
problema de salud. Esta enfermedad de naturaleza infecciosa, en la cual se asocia
principalmente la presencia de Streplococcus mutans y Strepfococcus sobrinus, se
desarrolla a partir del brote inicial de los dientes caducos, ademas se asocian habitos

alimenticios e higiénicos principalmente.

Actualmente, las lesiones cariosas, se evalian mediante la observacion clinica y
se indican como indice CPQ (piezas cariadas, obturadas y pérdidas), sin embargo, esle
método no proporciona informacion suficiente para considerar al individuo protegido o no
contra infecciones o recolonizaciones posteriores, La técnica de ELISA permite la
evaluacion de la presencia de anticuerpos de tipo IgA en saliva dirigidos contra
Streptococcus mutans. De las muestras que proporcionen resuitados positivos, se
pretende encontrar el o los epitopos del antigeno VIl de Streptococcus mutans
responsables del desarrollo de {a respuesta inmune humoral, haciendo uso de la técnica

de inmunoelectrotransferencia.

Ademas, de obtener informacion sobre 1a respuesta inmune humoral especifica del
huésped, se realizara una correlacion con el indice CPO y buscar asociacion si s que
existe. Lehner y Russell han propuesto al antigeno I/ll como una buena opcién de vacuna
utilizando un modelo en primates. Por lo que se intenta saber si a un mayor titulo de
anticuerpos contra los péptidos /Il hay una mejor proteccion, es decir se encuentra un
indice CPO bajo.



43

OBJETIVOS

Objetivo general

Correlacionar el indice CPO con los anticuerpos de tipo 1gAs contra el antigeno Wl
de Streptococcus mutans cuantificados por el método de ELISA

Objetivos particulares

Cbtener y purificar el antigenc Ifll de S. mutans ATCC 25175 a partir de cultivos
fluidos.

Caracterizar por métodos fisicos (electroforesis en geles de pofiacrilamida vy
tamices moleculares) e inmunolégicos {inmunodifusién, inmunoelectroforésis,
inmunoelectrotransferencia) el antigeno I/l

Levantar el indice CPO en 139 adolescentes entre 12-15 afios de edad.

Obtener el titulo de anticuerpos de tipo |gA secretora presente en la saliva de los
individuos del grupo de estudio por medio del método de ELISA indirecto.

Identificar el o los epitopos responsables de la respuesta humoral en la poblacién

de estudio por medio de inmunoelectrotransferencia.

Correlacionar los titulos de anticuerpos y el indice CPO.
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HIPOTES!S

El antigeno I/ll de Streptococcus mutans, ha sido reportado como una proteina altamente
antigénica e inmunogénica, asociada con la adherencia del microorganismo a la superficie
del diente; al levarse a cabo la infeccion por Streptococcus mutans, se espera la relacion
inversa entre el titulo de anticuerpos IgAs contra el antigeno I/l de S. mutans y el indice
CPO.
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JUSTIFICACION

La caries dental es evaluada por medio de la observacion clinica, que debe realizarse por
persona! especializado en el area estomatoldgica, ésta presenta el inconveniente de no
poder llevarse a cabo por cuaiquier individuo, por le cual la propuesta de un método de
laboratorio tal como el método de ELISA, permitird ademas de detectar el titulo de
anticuerpos de tipo IgA secretora en saliva especifica contra el antfgeno I/ll de
Streptococcus mutans, para prescindir de este método.

La caries dental es una enfermedad con un alto indice de morbilidad, lo que tiene como
consecuencia una alta prevalencia dentro de la poblacion en general; hay que tener en
cuenta que el problema principal de la caries dental no es meramente estético sino mas
bien funcional, ademas un gran numero de estreptococos viridans incluido entre ellos
Streptococcus mutans estan asociados a endocarditis bacteriana subaguda *, es decir
que al perder la continuidad en el tejido debido a inflamacién en ia gingiva o heridas por
limpieza o manipulacién mecanica, ponen en contacto al microorganismo con la via
hematégena.

La caracteristica de inmunogenicidad y antigenicidad del Antigeno I, ofrece la
posibilidad de crear una vacuna, es decir, si un titulo de anticuerpos alto tiene como
consecuencia la disminucién de infeccion, observable en la disminucion del indice CPO, lo
cual proporcionara las bases para considerar la posibilidad de elaboracion de una vacuna
y por lo tanto la disminucién o posibilidad de eliminacion de caries dental en la poblacion.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPQO DE ESTUDIO: Observacional y Transversal

POBLACION: 139 adolescentes entre 12 y 15 afios de edad, voluntarios perteneciente a
la Escuela Secundaria Diurna Librado Rivera Gédinez No 274,

CRITERIOS DE INCLUSION: Adolescentes entre 12 a 15 afios que donaron saliva se les

levanto el indice CPO.

CRITERIOS DE EXCLUSION: Aquellos sometidos a tratamiento por antibidticos que
pudieran disminuir el numero de estreptococos en saliva, y los que presentaron

infecciones bacterianas.

CRITERIOS DE ELIMINACION: Adolescentes cuyas muestras de saliva no estuvieron
completas.
E] indice CPO se levanto por la C. D. Patricia Meneses Huerta y C. D. Maria Teresa

Zaragoza Meneses.



MATERIAL Y EQUIPO

Reactivos.

% Metanol absoluto, T. J. Baker

Aceite de Inmersion, Sigma

Fosfato de sodio dibasico, T. J. Baker
Fosfato de potasio monobasico, T. J. Baker
Cloruro de sodio, Técnica Quimica
Formaldehido, Merck

Cloruro de potasio, Técnica Quimica
o-fenilendiamina, Sigma

Timerosal, Sigma

Sulfato de amonio, Baker

Acido acético glacial, T. J. Baker

Acrilamida, Sigma

N.N-bisacrilamida, Sigma
N-N-N-tetrametiletilendiamino (TEMED), Sigma
Tris(hidriximetiamino-metano (TRIS), Sigma
Glicina, Sigma

Dodecilsulfato de sodio (SDS), Sigma

Acido clorhidrico, T. J. Baker

Acido sulfarico, T. J. Baker

DEAE-celulosa, Sigma

Azul de bromofenol, Sigma

Azul brillante de Coomasste, Sigma

Carbédn activado, Sigma

Peréxido de hidrégeno, Sigma

3,3 -diaminobencidina, Sigma

Acetona, T. J. Baker

Etanol, T. J. Baker

Persulfato de amonio (APS), Sigma
Bicarbonato de sodio, Baker

Albumina sérica bovina fraccion V, Merck
Acido citrico monohidratado, Técnica Quimica
Buffer de barbituratos, Sigma

Kit de colorantes para tincion de Gram, Merck
Sephadex G-150, Sigma

Carbonato de sodio, J. T. Baker

Rojo de Ponceau al 2% en acido tricloroacético, Gelman Sciences
Fenol, Técnica Quimica

Tween 20, Sigma

Leche descremada, Svelty

Adyuvante completo de Freund, Sigma
Adyuvante incompleto de Freund, Sigma
Tubos Eppendorf para microcentrifuga de 500 y 1500 pub
2-mercaptoetanol

-
o

*
e

.
"o

.,
Dl

e

’,
.0

I Y
LN )

..

b

*,
Ex]

“,
x3

“,
o 8

*,
o

‘.

.I

)
°

e

-
..

.,
"e

e

.C

e

*

e

'l

.
o

,
o

*

.,
[

..

-

P
[

.,
D

y
D

e

»
.0

g

.,
!

*,
e

e

“

x3

.'

..

'

.,
o

)

’.

‘.

"

a
e

o
..

Medios de cultivo
< Caldo de Todd-Hewitt, Bioxon
< Infusién de cerebro-corazén, Bioxon
< Agar de soya tripticaseina, Bioxon
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Base caldo rojo de fenol, Bioxon

Carbohidratos:

s Almidén Sigma
e« Arabinosa J. T. Baker

e Glicerol Merck
s« Glucosa Sigma
s Inulina Sigma
» Lactosa Bioxon
+ Maltosa Sigma
+ Manosa Sigma
+ Rafinosa Sigma
» Sacarosa Merck
« Salicina Sigma
« Sorbitol Merck
+ Trehalosa Sigma
+ Xilosa Merck
Leche tornasol, Difco
RMVP, Bioxon

Caldo urea, Bioxon
Discos de Bacitracina de 0.04 U. |, Bigaux
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Camara de electroforesis ow! Scientific

Camara para electrotransferencias BioRad

Balanza analitica Mettler H80

Balanza granataria de un plato Ohaus

Centrifuga Sol-Bat modelo J-12

Micropipetas tipo Eppendorf

« Labnet Labpette 2-20 pL, 10-100 uk, 100 pl

+ Labsystem 5-40 pl, 40-200 pl

« Transferpette 200-1000 pl

Pipeta multicanales Costar Octapette 100 pl

Cuarto frio Temperatura de 4 °C

Lector de placas de ELISA Dynatech

Secador de geles de pofiacrilamida Slab Gel Dryer SGD 4050
Concentrador Speedvac modelo AES200

Congelador horizontal Revco a -20 °C

Ultracentrifuga con refrigeracién Damon IEC B-20A
Fuente de luz ultravicleta Model UVL-56 Black-Ray Lamp
Plataforma de agitacion Bellco Glass

Incubadora a 37 °C Riossa

Horno de microondas Sharp

Microcentrifuga Eppendorf 5414C

Fuente de poder BRL

Vortex Genie

Columna para cromatografia

Carrusel recolector de muestras 212 Redirac fraction collector LKB Bromma
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Material de vidrio de uso comin

Pipetas graduadas 0.1mL, 1 mL, 5mbL, 10 mL,

Vasos de precipitade 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL
Matraces Erlenmeyer de 500 mL, 1000 mL,

Probetas de 10, 50, 100, 500 y 1000 mL

Tubos de ensayo

Tubos de ensayo con tapén de baquelita

Embudos

Frascos de vidrio transparentes

Pipetas Pasteur
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Material biologico

< Streptococcus mutans ATCC 25175

2 conejos Nueva Zelanda blancos

Anticuerpos anti-lgA humana («-lgA) obtenida en cabra, SIGMA

Marcador de pesos moleculares pretefido con rango de 16.5 a 175 KDa, New
Eng!and Biolabs.

Sangre de carnero, estéril

Sangre de conejo, estéril
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Otros materiales

Gradillas

Jeringas

Papel filtro de poro abierto

Papel filtro Whatman # 40

Tijeras

Guantes de latex desechables

Placas de Poliestireno tipo Cooke.con 96 pozos Corning
Acetato de celulosa, SIGMA

Algodén

Gasa

Hisopos

Portaobjetos

Papel Parafilm

Puntas para micropipeta: 10 pb, 200 pl, 1000 pL
Tubos para microcentrifuga tipo eppendorf: 500 ul y 1500 pL
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Produccion del antigeno 1/
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METODOS
Aislamiento del Antigeno I/l

16,18

1. Propagacidén

1. En un matraz Erlenmeyer de 5 L conteniendo 2.5 L de caldo de Todd-Hewitt
precalentado; se inoculd con 100 mL de un cultivo de toda la noche de
Streptococcus mutans en caldo de Todd-Hewitt. Se incubo a 37 °C en periodos
de 16 a 65 horas.

2. Se separd por centrifugacion el sobrenadante a 22.000 r.p.m. por 1 a 2 horas, en
frio.

3. El cultive sobrenadante se concentrd al vacio a aproximadamente 200 mL,
seguido de una didlisis contra agua, se precipitd con sulfato de amonio al 75% de
saturacion.

4. En una columna de 30 por 1.5 cm para cromatografia que contenia DEAE-
celulosa a pH 7.4, se eluyd la muestra con una velocidad de flujo de 25 mL/hora
con 500 mL de NaCi con un gradiente de 0.1 a 0.3 M en el amortiguador inicial.
{as fracciones se colectan a intervalos de 15 minutos, los eluatos se monitorearon
a 280 nm,

5. Las fracciones colectadas se mezclaron, se dializaron contra agua y se
concentraron nuevamente.

2. Purificacién del antigeno /Il con DEAE-Celulosa %%
Activacién de la DEAE-Celulosa.

a) Se pesaron 50 g de DEAE-Celulosa, se resuspendieron en 500 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) de pH 8.0,

b) Se mezclo, se ajustd el pH a 8.0 con HCI 1.0 N, se agitdé bien, se permitié
sedimentar durante 30 minutos, se elmind el sobrenedante con la bomba de
vacio (para eliminar finos), se adiciond mas buffer, se mezcld bien y se repitid ei
ciclo de sedimentacidn, dos veces mas.

c) La DEAE-Celulosa se vacio en un embudo Buchner con 2 capas de papel filtro
Whatman #1.

d) Se dejo secar por 30 segundos con la bomba de vacio hasla que quedd una pasta
hameda o “cake”, se peso la pasta en un vaso de precipitados y se adiciond la
cantidad adecuada del antigeno diluido, la adicion se llevd a 4 °C, se agitd 10

minutos y reposo por 1 hora, a la misma temperatura.
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e) Transcurrido este tiempo, se vacio el contenido en el embudo Buchner, se

recuperd el sobrenadante, donde se encuentra el antigeno.

f) La muestra se concentrd a un volumen equivalente a 1/10 de! original, por medio

de centrifugacion y vacio a congelacién en un Speedvac.

g) Se dializé contra agua destilada a 4 °C por 4 dias.

3. Purificacién del antigeno en columna de Sephadex

a)

b)

c)

d)

Se pesaron 16 g de Sephadex G-150, se hidraté con agua destilada durante 24
horas.

Se llensd una columna de 2.5 por 50 cm con el Sephadex hidratado, se corrio
agua destilada en la columna, toda la noche.

Se obtuvo el volumen vacio con azul dextrang, en esta fraccidn se encuentran
las protelnas con pesos moleculares mayores de 130 kDa, entre ellas el
Antigeno /Il

Las muestras se concentraron a un volumen aproximadamente 1/10 del original.

Determinacion de proteina por el método de Lowry **

a)

b)

c)
d)

e)

9)

1. Preparacién de la curva estandar
Se prepard una solucion estandar de ovoalbimina en solucién salina con una
concentracién final de 270.0 pg / mbL.
Se colocd una serie de diez tubos con 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 05,06, 0.7, 0.8, 09y
1.0 mL y se completd el volumen a 1 mL (un tubo lleva solo 1 mL de solucién
salina y se le dic el mismo tratamiento que al resto de los tubos, esté corresponde
al blanco de reactivos).
Se agregd a cada tubo 3 mL del reactivo C. Se dejé reposar durante 10 minutos.
Se adiciond 0.1 mL del reactivo de Folin sin diluir. Se dejar reposar durante 30
minutos.
Se ajustd a cero con el blanco de reactivos el espectrofotémetro.
La absorbancia se leyd a 600 nm empezando por la de menor concentracién
hasta llegar a ia de mayor concentracion.

Se elaboré la curva de calibracion.



a)
b)
o)
d)

e)

f)
a)

Métodos inmunolégicos
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2. Determinacion de la concentracion de proteinas en el Antigeno I/
Se elaboraron diluciones en solucidén salina del antigenc de prueba de la
siguiente forma: 1:10, 1:100, 1:500 y 1:1000.
Se completd el volumen a 1 mL.
Se agreg6 a cada tubo 3 mL del reactivo C. Se dejé reposar durante 10 minutos.
Se adiciond 0.1 mL de! reactivo de Folin sin diluir. Se dejé reposar durante 30
minutos.
La absorbancia se leyé a 600 nm empezando por la de menor concentracion
hasta llegar a la de mayor concentracién.
Se interpolaron las absorbancias en la curva estandar.

Se calculd la concentracion de proteina para el Antigeno I/l1.

16,19

Preparacién del antisuero.

El antisuero poliespecifico se obtuvo de la inmunizacion conejos blancos Nueva Zelanda,

para prepararlo se utilizaron estos dos métodos.

1.

De células completas. S. mutans ATCC 25175 se cultivo en caldo de Todd-Hewitt,
los microorganismos se mataron con formaldehido al 1% se lavaron dos veces con
solucion salina. Se inocularon los conejos por via intravenosa en intervalos de 2 a
3 dias con 1 mL de suspensidn de 10° microorganismos en solucion salina;
incrementando a 5X10° organismos para la 9a, 10a y 11a inyeccion. El suero se
colectd una semana después de la Ultima inoculacion.

El antigeno del cultivo sobrenadante de S. mutans ATCC 25175, se precipité con
sulfato de amonio y se incorpord dentro de adyuvante completo de Freund (FCA),
se inyectd 1 mL intramuscularmente un segundo conejo. Ademas se administrd
inyecciones del antigeno en FIA (adyuvante incompleto de Freund), tres semanas

después el conejo se sangro.

Métodos inmunoldgicos para la identificacion del Antigeno I/l

Inmunodifusion:

Método:

1.

En un vaso de precipitados de 250 mL se colocaron 150 mL de agua destilada.
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Se agregaron 150 mg de ion agar {cxoid) y se hizo hervir hasta la disolucién total
del agar (aproximadamente 1 hora). El volumen del agua evaporada, se repuso
con agua destilada.

En la solucién de agar, aun caliente, se sumergieron pertaobjetos perfectamente
fimpios y desengrasadoes, los cuales posteriormente se colocaron en un horno
precalentado a 100 °C hasta que se secan.

En forma semejante a la que se indica en los pasos 1y 2, se prepararon 100 mL
de una solucién de ion agar al 1% en solucién salina pH 7.2

Los portaobjetos secos, se acomodaron sobre una superficie perfectamente
horizontal y con una pipeta de punta ancha se les colecan a cada uno, 4 ml de ion
agar caliente. Elagar se gelificd a temperatura ambiente.

Con ayuda de un molde apropiado, se perforé el gel, el gel residual se removid.
Los pozos asi formados se llenaron con el antigenc en el centro y los sueros
alrededor.

Se preparé una cdmara hiimeda, utifizando una caja de Petri cubriendo la base
con un disco de papel filtro himedo.

Se colocaron los portaobjetos en el interior de la camara sobre aplicadores de
madera.

Se incub6 a temperatura ambiente de 24 a 48 horas, posteriormente se localizaron

las bandas de precipitacion, con azul de Evans.

Se corrié en agar con amortiguador de barbituratos 0.05M a pH 8.6 en portaobjetos con

pozos de 3 mm de didmetro y 5 mm de separacién. Al pozo se agregaron 5 ul de

antigeno Ifll y de los anticuerpos. La difusién se continud por 16 a 40 horas a temperatura

ambiente, cuando los geles se secaron, se lavaron en NaCl al 5% y se lifieron con azul de

Coomassie.

Inmunoelectroforesis

Método:

1.

Se prepararon los portacbjetos barnizados con agar, en forma similar a la descrita
para inmunodifusién.

Se prepararon 100 mL de una solucién de ion agar al 1% en regulador de
barhituratos, después de la ebullicién el volumen perdido se repuso con agua
destilada. Finalmente se anadié 1 mL de merthiolate al 1% para obtener una

concentracion final de 1:10,000.
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Los portacbjetos secos se acomodaron sobre una superficie perfectamente
horizontal y con una pipeta de punta ancha, se colocarcn 4 mL de agar al 1% en
caliente. El agar se solidificé a temperatura ambiente. Hasta antes de su uso, los
portaobjetos con agar se conservaron sumergidos en regulador de barbituratos a
4°C.

Los portaobjetos con agar se perforaron segun el esquema seleccionade,
extrayendo cuidadosamente el cilindro de agar de 1a perforacion circular pero no
el del canal.

En e! recipiente de la cama del aparato de inmunoelectroforesis se afadié la
cantidad necesaria de regulador de barbituratos. Se acomodaron los
periaobjetos, estableciendo el contacto entre la placa de agar y el regulador.

En las perforaciones de las placas de agar se colocarcn las soluciones de
antigeno usando una pipeta 0 un capilar y cuidando que quedara completamente
llena la cavidad pero sin que se derramara el liquido sobre la superficie de la
placa.

Se conectd la camara de electroforesis a la fuente de poeder ajustando la corriente
a 8-10 vols/cm de gel.

Cuando se observd en el portacbietos que la muestra tefiida se habia desplazado
unos 3 o 4 cm {esto es al cabo de 2 a 3 horas), se suspendio la corriente.

Se retiraron los portaobjetos, se removid ef agar del canal y se llend con el
anticuerpo.

En el interior de una caja de Petri, se formod una camara himeda y se depositd el
portaobjetos, se dejd a temperatura ambiente entre 24 a 48 horas, se realizaron

las lecturas.

Se corrid del mismo modo en agar y amortiguador de barbituratos pH 8.6, utilizando 5ul
de antigeno en solucion con un gradiente de potencial de 4-5 volts/cm durante 1 hora
aproximadamente. Las cubetas contenlan 50 ulL de antisuero. La difusidn se muestra,

secando, lavando y tifiendo como se describe para iD.

Contrainmunoelectroforesis:
Método:

Las placas de agar del equipo con perforaciones necesarias que se identifican

mediante una plantilla hegra, los nimeros de la tarjeta, quedaron orientados junto
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a cada par de horadaciones. El exceso de humedad del agar se eliming con una
tira secante hasta que las cavidades de cada horadacion quedaron secas.

De cada par de horadaciones, la mas cercana al anodo se llend con el suero de
estudio, usando un capilar.

En la horadacidn mas proxima al catedo se llené con el antigeno.

En el aitimo par de pozos se colocd el suero testigo positivo y el mismo antigeno.
Se quitd la plantilla, la placa se invirtid y se colocd sobre el aparato ya listo.

Se corrid la electroforesis a 30 mA, durante 1 hera.

Se buscaron las bandas de precipitacion.

Cuantificacién de S. mutans

Para la cuantificacion de S. mutans en saliva se utilizé la téenica de Matsukubo y cols.
Modificada {39).

1.
2.

3.

Se prepararon 150 mL de caldo mitis-salivarius.
Con 24 horas de anticipacién se le agregaron telurito de potasio al 0.01% y 0.2
UI/mL de bacitracina, en condiciones de esterilidad.

Se distribuyeron 2 mL de medio en tubos de ensayo.

Recoleccion de datos y manejo de las muestras de saliva

1.

Se levantd el indice CPO a cada uno de los adolescentes participantes en el
proyecto, ademas, se solicitdé la donacion de 3 a S5 mL de saliva
aproximadamente, en tubos de ensayo estériles, los cuales se mantuvieron en
hielo hasta llegar al laboratorio con la finalidad de procesarse el mismo dia.

Se tomaron 100 pl de saliva por cada muestra para inocularse al caldo mitis-
salivarius. Una vez inoculado el medio se incubd a 37 °C durante 24 horas (los
tubos se inclinaron a 60° para permitir la adherencia de los microorganismos al
tubo).

Transcurridas las 24 horas, se vacio el contenido de {os tubos en un recipiente con
fenol al 5%, se realizé el recuento de S. mufans, en una fuente de luz adecuada,
de acuerdo al nimero de colontas que se adhirieron al tubo. El precedimiento de

lectura se realizé de acuerdo a:

Si no aparecen colonias en Ia pared del tubo

Si el numero de colonias es menor de 10

Si el numero de colonias es mayor de 10 pero menor a 100 ++

Si el nimero de colonias es mayor de 100 pero menor a 350 +++

Si es mayor de 350 dandole al tubo un aspecto de cristal nevado N
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La codificacion 0 corresponde a no infectado

La codificaciéon + corresponde a baja infeccion

La codificacion ++ corresponde a infeccién moderada
La codificacion +++ corresponde a alta infeccion

La codificacion ++++ corresponde a muy alta infeccion

Los resultados se vacian en las tablas de concentracion incluidas en el anexo (pagina 91)

4,

El resto de las muestras de saliva se clarificaron filtrando cada una con una jeringa
con filtros de algoddn estéril, se hizo pasar la muestra de saliva por la misma,
colectando en tubos perfectamente limpios, los tubos se rotularon con la
numeracién respectiva asignada a cada donante. Esta saliva se utilizé para fa
determinacion de la capacidad amortiguadora de la saliva, determinacion del titulo
de anticuerpos por el método de ELISA e inmunoelectrotransferencia. Las
muestras de saliva se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta el momento de

SuU uUso.

Estandarizacidn de la técnica de ELISA *°

1.

Para el ensayo de ELISA se utilizaron placas de microtitulacién con 98 pozos
irradiadas con luz U. V.

Se cubrieron con 100 ub del Antigeno I/il, de diluciones seriales al doble (de A a
G, H es testigo negativo para antigeno}) en amortiguador de carbonatos-
bicarbonatos 0.05 M (pH 9.6). Se incubd la placa cubierta a 37 °C durante 1 hora.
Se elimind el sobrenadante.

Se bloqued ia placa con 300 ul. de albamina sérica bovina Fraccion V al 2% (piv)
en solucidén amortiguadora de fosfatos (PBS). Se incubé la placa cubierta a 37 °C
durante 1 hora. Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween (PBST).

Se prepararon diluciones seriales dobles de 1a saliva (con dilucién inicial 1:5) y se
adicionaron 100 pL por pozo (de 1 a 11, la linea correspondiente a 12 es testigo
negativo de anticuerpo), entonces las placas se incubaron a 37 °C por una hora.
Transcurrido esté tiempo las placas son lavadas tres veces con PBST.

Los anticuerpos se detectaron con un conjugado de peroxidasa de rabano-anti-
IgA humana de cabra, de! cual se adicicnaron 100 uL a cada pozo, la placa se
incubd a 37 °C durante una hora. Al cabo de esté tiempo se tavaron las placas
tres veces con PBST.
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6. Se revelaron ias placas como sigue: se adiciond del sustrato de o-fenilendiamina
disueito en amortiguador de sustrato. Después se incubd a 37 °C por 15 minutos.
Transcurrido este tiempo se realizd la leclura de las placas, con un lector de
ELISA la absorbancia a 490 nm

El anticuerpo titulado por ELISA se expresa como el log, del reciproco de la dilucién mas
alta dada en Ase por encima de 0.1 del conjugado control (no se adiciona la muestra)
después de 1 hora de incubacidn con el sustrato. Para determinar la cantidad de IgA
especifica, se elabora una curva de calibracién, de la siguiente forma: Se cubren las
placas microtituladoras con 1 pg de anti-lgA humana de cabra, posteriormente se bloquea
con albUumina sérica bovina al 2% (p/v), se adicionan dos diluciones seriales de 1 pg/mL
de IgA humana purificada por afinidad. La unidén se detecta como se describe

anteriormente,

Determinacion del titulo de anticuerpos de tipc IgA secretora (IgAS) contra el
antigeno Il de S. mutans por el método de ELISA %

1. Seirradiaron placas de microfitulacion con 96 pozos con luz ultravioleta durante 30
minutos.

2. Se adiciond a cada poze 100 ul. de antigeno /1l (3.2 ug de antigeno) diluido en
buffer de carbonatos-bicarbonatos {50 mM, pH 8.6). Se incuba a 37 °C durante 1
hora. Se eliminé el sobrenadante.

3. Inmediatamente la placa se bloqued con 300 pL de solucion de albimina sérica
bovina al 2% en PBS. Se incuba a 37 °C durante 1 hora. Se lavé con PBST tres
veces.

4. A cada pozo se [e adicionaron 100 pl de saliva diluida 1:80 en PBS. Las placas
se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente se lavaron tres veces con
PBST.

5. La deteccion de anticuerpos que se unieron especificamente se hizo adicionando
un conjugado de peroxidasa de rabano unida a anti-anticuerpo 1gA humano (a-
lgA) preparado en cabra, con una dilucidn 1:500. Se incub6 a 37 °C durante una
hora. Transcurrido esté tiempo, las placas se lavaron tres veces con PBST.

6. Se colocaron en cada pozo 100 pl del sustrato o-fenilendiamina diluido en buffer
de sustrato, se incubd durante 15 minutos a 37 °C.

7. Se tomo la fectura de las absorbancias de las placas en un lector de ELISA a 490

nm. La concentracién de anticuerpos se detectd por interpolacion de los datos



Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

B4

para las muestras de saliva en la curva de calibracion como se describe

anteriormente.

34, 41,42

Preparacion del ge! separador.

1.

7.
8.
9.

Formacion del gel. Con dos cristales de 12x11 y 12x10 cm y con espaciadores de
teflon de 0.5 mm se armé el soporte donde se formé el gel de poliacrilamida. Se
sellaron los lados y la parte inferior con agarosa al 2% cuidando de que no
quedara algln espacio sin cubrir.

En un vaso de precipitados de 100 mL se mezclaron 10 mL de solucién A, 7.5 mL
de solucién B, 0.3 mL de solucién D y 12.05 mL de agua. Cuidando que no se
formaran burbujas.

Se mezclo perfectamente, evitando la formacion de burbujas ya que el aire evita la
polimerizacion del gel.

Se adicionaron 10 uL de TEMED y 150pL de solucidén E. Cuidando en todo
momento que no se formaran burbujas

La mezcla se vacid en el armazon hasta aproximadamente 4 cm del borde.

Se agregé agua cuidadosamente por los extremos, aproximadamente 0.5 mL. El
agua forma una capa cuya interfase se observa cuando el gel esta polimerizado.
Una vez polimerizado,' se inclind el armazdn para desalojar el agua.

Se lavé la superficie del gel con agua destilada.

Se adiciond 1 mL de solucion F.

10. Se dejd reposar el gel por unos minutas.

Preparacién del gel empacador.

1.
2.

Se vacio el liquido de la superficie del gel.

En un vaso de precipitados se agregaron 1.66 mL de la solucion A, 2.5 mL de la
solucion C, 0.1 mL de la solucién D, 6.1mL de agua destilada. Se mezcld
evitando |a formacion de burbujas.

Se agregaron 5uL de TEMED y 50uL de solucion E.  Se mezclo cuidando que no

se formaran burbujas.

4. Se liend el armazdn, hasta el tope, con la solucién del get empacador.

Se insertd el peine cuidandose de no generar burbujas bajo los dientes de éste.
Se dejé reposar el gel por 30 minutos, tiempo en el cual el gel empacador habra

solidificado.
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7. Se combinaron por partes iguales la muestra de proteina y regulador de
tratamiento 2X, solucién G, en un tubo de microcentrifuga.

8. Se coloco el tubo en un bafo de agua hirviendo por 90 segundos.

9. Los tubos de las muestras se mantuvieron en hielo hasta su uso.

Marcado y corrido de los geles.

1. Se retird el peine suavemente del gel cuidande no destruir los pozos.
Se llenaron los pozos con agua destilada y drend invirtiendo la camara.
Se colocd el armazén en su posicion dentro de la camara electroforetica.

Se llend cada pozo con el regulador de corrimiento (solucion H).

nokh W

En cada pozo se colocé una muestra, en el carril 1 se colocéd el marcador de pesos
moleculares.

Tratamiento de las muestras.

1. Se llené el comportamiento interior de la camara electroforetica con regulador de
carrimiento, solucion H. Se introdujo el armazén en el compartimiento, evitando
que quedaran burbujas atrapadas en la zona donde termina el gel.

Se conectd 1a fuente de poder.

3. Se corrid la electroforesis a 80 voits de corriente constante. Cuando entro al
segundo gel se subid a 120 volts.

4, Cuando el colorante estuvo a 1 cm del limite del gel aproximadamente, se eliminé
la corriente.

Tincidn y decoloracién de los geles.

1. Se desensambld el sandwich y el gel se colocd en la solucion J. Se dejé 6 horas,
con agitacion.

2. Se retird la solucién colorante del gel, y se transfirid a la solucién decolorante,
solucion K, se dejo reposar de 1 a 2 horas.

3. Se transfirié el gel a |z solucion decolorante, solucion L.

4. El gel tefiido se secd a 60 °C al vacio.

NOTA: Cuando el gel se empled para inmunoelectrotransferencia se omitieron los cuatro
pasos anteriores (correspondientes a tincién y decoloracién de los geles)
inmunoelectrotransferencia (westerblot) * ***?

IMPORTANTE: A partir de esté momento se trabaja todo el tiempo con guantes de latex
nuevos.
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Transferencia

1.

10.

Se cortd una hoja de papel de nitrocelulosa y cuatro hojas de papel filtro
absorbente (Whatman 3 MM o el equivalente} al tamafio del gel.

Se empapd la membrana de nitrocelulosa colocandola en suficiente agua
deslilada durante varios minutos permitiendo que se humedeciera por accion de
la capilaridad. Cuando esto sucedid, se sumergié la hoja 2 minutos mas.

La membrana se retird y se empapo en buffer de transferencia durante 5 minutos.

El papel absorbente se humedecié remojande en el buffer de transferencia por 5

minutos.

El gel, membrana, papel filtro y las aimohadillas de soporte se sumergieron en el
buffer de transferencia para asegurarse que estuvieran totalmente humedecidos.
Se eliminaron cuidadosamente las burbujas de aire de las almohadillas de

soporte.

Se ensambld el sandwich de transferencia (Fig. 21), cuidando que todos los

componentes estuvieran humedos y herméticamente ensamblados.

Se colocd el sdndwich completo en el recipiente de transferencia con la
membrana del lado del electrodo positivo.

Se transfirio a 15 volts durante toda la noche y se aumentd a 140 volts durante
una hora mas.

Después de la transferencia, se desconectd la fuente de poder. El séndwich se
desensambld y fa membrana de nitrocelulosa se marcé con un recorte en la

esquina inferior izquierda.

El gel de poliacritamida se tiid con azul de Coomassie para venficar la
transferencia (si esta se llevd a cabo, el gel No se teiiia)
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Membrana de transferencia . Gel
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Almohadillas de soporte l

Almohadillas de soporte

Electrodo positivo |
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Papel filtro

Fig. 20. Representaci6n esquemdlica del ensamblado para la inmunoelectrotransferancia *.
Tincidén de la membrana de nitrocelulosa

1. Para tefiir se preparé un stock concentrado de rojo de Ponceau (al 2%), la solucién
se diluyé 1:10 con agua y se preparé Ja solucidn de trabajo.

2. La hoja de nitrocelulosa se lavd enseguida en la solucién de rojo de Ponceau se
incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Se transfirio la hoja de nitrocelulosa a PBS y se 1avé por 1 a 2 minutos con varios
cambios de PBS.

4. Se marcd la posicidn de la transferencia y los marcadores de peso maolecular.

Blogueadoc de sitios inespecificos

1. Selavd la membrana varias veces con PBS.

2. Se adiciond la solucién de bloqueo (albimina sérica bovina fraccién V al 5% en
PBS)
3. Seincubd a temperatura ambiente con agitacion durante 2 horas.
Adicién del anticuerpo

1. Se removi6é el blot de la solucidén de bloqueo v se lavd dos veces durante 5
minutos cada vez a temperatura ambiente y agitacién con PBST.
Se cortd el blot en tiras.
Las muestras de saliva se diluyeron 1:4 en PBS.

4. En recipientes pequerios se colocd una tira del biot y 1a saliva diluida.
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5. Se incubaron las muestras de saliva durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion.
6. Cada blof se lavd con cuatro cambios de PBST durante 5 minutos cada uno {con
agitacion y a temperatura ambiente).
Adicién del conjugado
1. Se hizo una diluciéon 1:1000 de! conjugade de anti-IgA humana-peréxidasa de
rabano en PBS.
2. Se incubd cada blot por separado con el conjugado, a temperatura ambiente con
agitacion durante 1 hora.
3. Los blots se lavaron con 4 cambios de PBST durante 5 minutos cada uno.
Deteccion
1. Justo antes de desarrollar el inmunoblot, se disolvieron 6 mg de 3,3'-
diaminobencidina (DBA) en 10 mi. de PBS.
Se le adicionaron 10 pl de H,O; al 3¢ %.
Los inmunoblots lavados se colocaron en un recipiente adecvado. Se
adicionaron 10 mL de la solucién. El blot se reveld a temperatura ambiente con
agitacion hasta que las bandas fueron lo suficientemente oscuras.
4, La reaccién se detuvo, removiendo e! H;Q, por lavado con PBS.
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MODELO ESTADISTICO

La prueba H o prueba de Kruskal-Wallis es una prueba de suma de rangos que sirve
para probar la hipétesis nula de que k muestras aleatorias independientes provienen de
poblaciones idénticas contra la hipotesis alternativa de que no todas las medias de estas
poblaciones son iguales; esta prueba no implica la suposicion de que las poblaciones de
las que se efectia el muestreo lienen, por lo menos aproximadamente, distribuciones
normales .
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RESULTADOS
Purificacion del antigeno
La concentracion de proteinas se determind por el método de Lowry al concluir las

siguientes fases de la purificacién:

.,
L=

Precipitacidn de proteinas con (NH,)>S0, at 75 % y didlisis

.,

+  Purificacion con DEAE-celulosa

.

2,

% Concentracion a aproximadamente a 1/10 del volumen original

El unico resultado que se reporta es el obtenido en la dltima fase de purificacion.

Tubo Concentracion Absorbancia
de proteina
{ovoalburmina)
en pg/mb

Blanco 0.0 0.00
1 27.0 0.09

2 54.0 0.14

3 81.0 0.20

4 108.0 0.30

5 135.0 0.41

6 162.0 0.47

7 189.0 0.61

8 216.0 0.80

9 243.0 0.75
10 270.0 1.20
Problema &7 0.09

Tabla 6. fara la preparacion de la curva estandar de proteinas (ovoalbumina),

Absorbancia | Factor de dilucion | Concentracion
Problema 0.09 250 10.61211 mg/mL

Tabta 7. Resultados para la concentracion de proteina del Antigeno Ifil, determinado por et metodo

de Lowry.
Error
estandar de| Significancia
r ? @ ajustada |1a deF a b
estimacion
0.965 0.931 0.924 0.1002 0.000 -0.07590 [ 0.00039

Tabla 8. Resultados del andlisis estadistico por regresion lineal de la curva estandar de protelnas
{ovoalblimina)
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Grafica 1. Curva estandar de proteinas (ovoalbumina) de concentracion de proteina (ovoalbumina)

en pg/mL contra absorbancia.

El titulo de anticuerpos IgA en saliva se determinaron por el método de ELISA, el indice
CPQO {0 DMFT) se levanto por dos odontélogas.

Variable Promedio | Desviacién [ Casos
estandar

Edad 13.5362 0.7164 138

Dientes examinados | 27.4604 1.5523 139

Dientes cariados 4.2086 4.8267 139

CPO 4.8058 4.7638 139

IgA 0.09696 0.13332 139

Tabla 9. Pramedios y desviaciones estandar de edad, titulo de anticuerpos y para DMFT
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Gréfica 11. Promedio del titulo de IgA por edad (agrupando por grado de infeccién)

Prueba H o prueba de Kruskal-Wallis

Se determino el titulo de anticuerpos por el método de ELISA. Se realizé una correlacion
entre el indice CPO, para determinar si existian diferencias entre los grupos de edad,
sexo, capacidad amortiguadora, grado de infeccién y titulo de IgAs. La capacidad
amortiguadora y el grado de infeccion de la saliva se evallo por el personal que levanté el
indice CPQ.



Correlacion
Variable Grupo 1 G.L P
Capacidad Edad 3.0542 3 0.3833
amortiguadora Sexo 0.0858 1 0.7696
Grado de Edad 1.1137 3 0.7738
infeccidn Sexo 0.1439 1 0.7044
CPO Edad 3.9330 3 0.2688
Sexo 1.5938 1 0.2068
lgA Edad 06125 3 0.8936
Sexo 0.2189 1 0.6399
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Tabla 10. Correlacién entre variables asociadas con el desarrolio de caries dental (Capacidad
amortiguadora, grade de infeccion, titulo de anticuerpos) y la prevalencia de caries dental (CPO)

por edad y $&xo0.

Correlacion
Variable Grupo 5? G. L p
CPO Capacidad 4.0212 3 0.2592
amortiguadora
Grado de 3.0257 4 0.5535
infeccién
IgA Capacidad 8.6477 3 0.0344
amortiguadora
Grado de 3.2626 4 0.5149
infeceion
Tabla 11. Correlacion entre el indice CPO y el titulo de anticuerpos por la edad y la capacidad
amortiguadora.
Correlacion
Variable Grupo ¥ G.L p
Grado de|Capacidad 29639 3 0.3972
infeccion amortiguadora
IgA 63.748 69 0.656
CPO IgA 77.905 69 0.217

Tabla 12. Cormelacion entre el grado de infeccién por la capacidad amortiguadora y ef titulo de
anticuerpos, correfacidn entre el indice CPO y el titulo de anticuerpos.

Un valor de p mayor a 0.05 se considera como no significativo.
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infeccion con Streptococcus mutans.
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Fig. 23. Resultados de la inmunoelectrotransferencia para las muestras que presentaron titulos de
anticuerpos altos contra Streptococcus mutans determinados por la técnica ELISA indirecto.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El obijetivo principal de éste trabajo fue determinar el titulo de anticuerpos igA contra el

antigeno /I de S. mutans, y su influencia en el desarrollo y prevalencia de caries dental

expresada como indice CPO (o DMFT), para llevarlo a cabo, se desarrollo un método

efectivo para la purificacién de! antigeno I/l de S. mutans, estandarizacién del método de

ELISA y la inmunoelectrotransferencia, ademas de la cuantificacion IgA contra Ag Ifl, en

un grupo de adolescentes.

La estandarizacion de la técnica de ELISA y la inmunoelectrotransferencia se realizd con

el antigeno purificado en el protocolo establecido, pues no se contaba con un estandar

comercial, como testigos se utilizaron las salivas de dos adultos (un hombre y una mujer)

infectados con Streptococcus mutans.

Se registré el estado de denticion de 139 adolescentes con edades entre 12 y 15 afios, se

calculd el indice CPO, se determind la capacidad amorliguadora de la saliva y e! grado de

infeccion de S. mutans, ademds, se cuantificé el titulo de anticuerpos IgAs contra el

Antigeno Yl de S. mutans, por el método de ELISA.

Los resultados obtenidos en las determinaciones anteriores se correlacionaron con la

prueba de Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia de 0.05, un valor mayor al nivel de

significancia indica que no existe diferencia significativa debida a los grupos, contra la

hipotesis de que si existe diferencia significativa asociada a los grupos.

Para determinar como influyen las distintas variables en la prevalencia de caries dental,

se considerd dentro de la correlacién la edad, el sexo, la capacidad amortiguadora, el

grado de infeccion de S. mutans, el titulo de anticuerpos IgAs contra el Ag I/l y CPO. Los

resultados que se obtuvieron fueron:

< La correlacién entre la capacidad amortiguadora y la edad, mostré que no exisle
diferencia significativa entre los grupos.

4 La correlacion entre la capacidad amortiguadora y el sexo no muestra diferencia
significativa entre los grupos.

+ La correlacién entre el grado de infeccion de 8. mutans determinado por el método
de Matsubo y la edad no son estadisticamente diferentes.

4 E| titulo de anticuerpos IgAs determinados por el método de ELISA
carrelacionados con la edad, muestra que no es estadisticamente diferente en los

grupos de edad.
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< Eltitulo de IgA contra S. mutans no es estadisticamente diferente entre hombres y
mujeres.

+ La correlacién entre el CPO y la edad no muestran diferencia estadistica
significativa.

< La correlacién entre el CPO y el sexo no mostraron diferencia estadisticamente
significativa.

La siguiente fase del anlisis estadistico incluyd la correlacion entre la prevalencia de
caries dental y el titulo de IgAs contra el Ag I/l en funcién de la capacidad amortiguadora
y el grado de infeccion de 8. mutans, de aqui se observo:

< Ekgrado de infeccion de S. mutans no es estadisticamente diferente en funcién de
la capacidad amortiguadora.

Otras correlaciones de mucha importancia sen como influyen la capacidad amortiguadora
y el grado de infeccidn en el desarrollo de caries dental y el titulo de anticuerpos 1gAs
contra el Ag /Il

& El indice CPO no es influido por la capacidad amortiguadora y el grado de
infeccion de S. mutans.

& Cuando se correlaciond el titulo de anticuerpos IgAs con la capacidad
amartiguadora, se observé que si existe diferencia significativa en los grupos.

< De igual forma se observé que el titulo de anticuerpos IgAs contra el Antigeno I/11
de S. mutans es diferente estadisticamente en funcién al grado de infeccion de S,
mutans.

& La hipotesis que se planted al inicio del proyecto suponia que la incidencia de
caries, medida por el indice CPO, se modificaba en funcion del titulo de
anticuerpos IgAs, sin embargo, la correlacién no se encontré  diferencia
significativa entre la prevalencia de caries y el titulo de 1gAs contra el Ag 11l

% Ademas, podria suponerse que la presencia de anticuerpos |gAs contra el
antigeno /Il de S. mutans disminuirian de manera sustancial el grado de infeccién,
actuando como una especie de regulador, no obstante, la correlacién no indica
diferencia significativa entre el grado de infeccion de S. mutans y el titulo de
anticuerpos lgAs contra el Ag IfL.

La técnica de ELISA, es muy especifica en las reacciones -antigeno-anlicuerpo, sin
embargo, para determinar la especificidad, se utilizd la inmunoelectrotransferencia, sélo
para las muestras de saliva con titulos de anticuerpos de 0.2 en adelante determinados

por ELISA se someterian al andlisis (la eleccion fue arbitrara), resultando en el
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tratamiento de 9 blots, de los cuales, las muestras que mostraron especificidad a la
proteina de 185 kDa (Ag I/il} fueren: 3, 4, 5, 6, 8 y 9, mientras que la muestra 1 reacciono
a una proteina de aproximadamente 62 kDa, presentes en la purificacion; las muestras 2,
7 y 9 presentan reaccion a una proteina de aproximadamente 28.5 kDa.



CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, puede considerarse que:

La capacidad amortiguadora, el grado de infeccién de S. mutans, el titulo de anticuerpos
IgAs contra el Ag Wl y el indice CPO no son diferentes con respecto a la edad, tampoco
se encuentran variaciones significativas entre hombres y mujeres.

La capacidad amortiguadora no tiene influencia sobre el grado de infeccién de S. mutans,
ni el indice CPO, sin embargo, el titulo de anticuerpos IgAs si es funcién de la capacidad
amortiguadora, que puede atribuirse a la conservacién de la molécula de IgAs. El titulo de
anticuerpos IgAs es funcion del grado de infeccidn con S, mutans.

Los parametros como el grado de infeccién de S. mutans y la capacidad amortiguadora no
predicen efectivamente la prevalencia de caries.

El desamollo de caries dental y el grado de infeccién con S. mutans, no disminuyen
significativamente cuando el titulo de anticuerpos IgAs aumenta.

El titulo de anticuerpos IgA contra el antigeno Ifil de S. mutans, no predice efectivamente
el estado de la denticién, por lo tanto, no es posible indicar si después de un proceso
carioso, un individuo se encuentra protegido efectivamente contra recolonizaciones
posteriores,

Puede afirmarse que la IgAs dirigida contra el antigeno 11l de Streptococcus mutans no
tiene efecto protector por si misma, contra la prevalencia de caries dental.

Los resultados para la inmunocelectrotransferencia indicaron que la respuesta en la
mayoria de los casos es especifica para el Antigeno /Il de Sireptococcus mutans, sin
embargo, existe reaccidn a proteinas de menor peso molecular presentes en el antigeno,
aunque estas reacciones son menos frecuentes.

Es probable, que debido a los cambios fisioldgicos presentes en la adolescencia, no se
obtuvieran los resultados esperados; en esta etapa puede observarse que algunos
individuos no han concluido el proceso de denticién; existen ademas varios cambios en
aspectos higiénicos y alimenticios; que alteren notablemente el conteo de S. mutans y por
lo tanto el titulo de anticuerpos IgAs.

Con los resultados obtenidos no puede concluirse definitivamente, que la IgA proteja
contra los procesos cariosos.
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PROPUESTAS

Como se ha establecido previamente la caries dental es una enfermedad multifactorial,

asociada a la presencia de varios microorganismos, en particular, Strepfococcus mutans,

una dieta rica en sacarosa, e higiene dental deficiente.

Investigaciones relacionadas, proponen que los grupos de estudio deben ser nifios entre 5

a 7 afios y adultos de 20 anos en adelante, debido, a la dificultad en la interpretacion de

los resultados.

Ciertos im.res‘.tigac:iores30 proponen obtener el titulo de anticuerpos IgG contra el antigeno

I/l de Streptococcus mutans en suero, esto implica un problema extra, pues, pocos

voluntarios estarian dispuestos a ser sangrados.

Se ha reportado el efecto protector de IgAs contra el establecimiento de S. mutans y €l

desarrollo de caries denlal, por lo lanto, es necesario buscar las condiciones en que esta

proteccion se da.

Las propuestas que ayudarian a mejorar este proyecto son:

< Debe considerarse la dieta, habitos de higiene bucal y si se recibié tratamiento
previo con antibioticos, que tiempo tiene.

« Realizar investigaciones por separado en grupos de nifios y de adultos.

& Determinar cuando sea posible el titulo de 1gG sérica contra S, mutans.

%+ Es posible gue el verdadero efecto protector contra |a caries dental se deenla
infancia, por eso, es necesario contar con el estado de la denticion durante la

nifez.
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ANEXO

Caracteristicas bioquimicas y requerimientos nutricionales de Streptococcus

mutans ATCC 25175

Manitol

Sorbitol

Glucosa

Salicina

Lactosa

Sacarosa

Trehalosa

Rafinosa

Manosa

Inutina

[+ +] e |+ ]+ ]+]+]|+

Maltosa

Glicerol

Arabinosa

Xilosa

Almidon

Tabla 13. Fermentacion de carbohidratos por Streptococcus mutans ATCG 25175

PRUEBA RESULTADOS
Leche Tornasol Produccién de coagulo y acidificacion del medio
RM Negativo
VP Produccitn de acetoina Positiva
Hidralisis de arginina Negativa, solo hay acidificacion del medio
Hidrélisis de urea Negativa
Catalasa Negativa
Resistencia a la bacitracina Resistente
Sensibilidad a la optoquina Resistente

Produccién de glucano a partir de
caldo sacarosa al 5%

Se forman actmulos de bacterias alrededor del vidrio,
apariencia de vidric glaseado

Hemblisis a {Solo hemslisis parcial, “hemélisis verdosa™)
Hidrélisis de hipurato Negativa
Hidrélisis de esculina Negativa
Crecimiento en NaCl al 6.5% Negativo
Crecimiento a22y45°C Negativo

Tabla 14. Otras pruebas biogulmicas para Streptococcus mutans ATCC 251757




PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucidn salina 0.14 M fistologica

Pesar por litro de cloruro de sodio
NaCl 85g
Diluir a 1 L con agua destilada para obtener una concentracion 10X y diluir cuando se requiera.
Estérilizar en autoclave
Amortiquador de Tris-HCI [Tris {hidroximetillaminometano}

Tris 121g
HCI 1M cbp
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Disolver Tris en 100 mL de agua destilada para preparar una solucién stock 1.0 M. Titular al pH

deseado con HCI, entonces difuir a la molaridad requerida.

Amortiguador de barbituratos

Barbiturato de sodio 01 M 500.5 mL
HCI 01 M 149.5 mL
H;0 destilada 350.0 mL

Debera afiadirse merthiolate a una concentracién final de 1:10,000. { o azida de sodio al %)

SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

REACTIVO A: Disolver 2.0 g de carbonato de sodio, 0.02 g de tartrato de sodio y potasio, disclver

con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 N hasta 100 mL.

REACTIVO B; Pesar 0.5 g de sulfato clprico y disolverio a 100 mL con agua.
REACTIVO C; Mezclar 50 mL de Ay 1 mL de B.

REACTIVGC D: Reactivo de fenol Folin-Ciocalteu

SOLUCIONES PARA DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR EL METODQ DE ELISA
Amertiquador de recubrimignto (carbonato-bicarbonato pH 9.6}

Na;COs 1.88¢

NaHCO, 293g

Llevario a 1 litro de agua bidestilada. Puede almacenarse a 4 °C por no mas de dos semanas.
PBS {amortiquador de fosfatos pH 7.4)

NaCl 80¢g
KH,PO, 0.2g
Na,HPO,.12 H,0 299
KCl 0.2g

Disolver hasta completar a 1 litro con agua bidestilada, el pH es de 7.4, almacenar a 4 °C.
PBS-tween. Solucién_de lavado (amortiquador de fosfatos-tween pH 7.4)
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NaC! 80g
KH:PQ, 02g
Na;HPO,.12 H;0O 2949
KClI 02gq
Tween 20 0.5 mL

Disolver hasta completar a 1 litro con agua bidestitada, el pH es de 7.4, almacenar a 4 °C.
ANTIGENO: Para sensibilizar la placa (a una concentracion de 1.0 mg/ml. en solucion salina.
NOTA: Para cada sistema se debe probar la concentracion optima, haciendo diluciones)

Salugién de blogueo para ELISA (albumina sérica bovina al 3%)

Disolver 3.0 g de albumina sérica bovina en 100 mk de PBS, agitar suavemente evitando la

formacion de burbujas.
Buffer de sustrato para peroxidasa de rabano (pH 5.0)
Acido citrico 0.1 M 243 mL
NaHPO, 0.2 M 25,7 mL
Esté amortiguador se prepara justo antes de st uso.
Sustrato para peroxidasa de rdbang

Buffer de sustrate 100 mL
o-fenilendiamina 40.0 mg
H30, al 30% 40.0 pL

NOTA: Debido a que el sustrato es sensible a la luz se prepara justo antes de su uso.

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
Solucion A, Solucién de mondmeros {30%)
Acrilamida 290g
Bisacrilamida 1.0g
Disolver en 50 mL de agua bidestilada y aforar a 100 mL. Almacenar a 4 °C en la oscuridad en un
frasco ambar.
Solucion B. Regulador para el gel de corrimiento 4X (Tris-HCI1 1.5 M, pH 8.8)
Tris 36.3g
Disolver en un volumen pequefio ajustar el pH a 8.8 con HCl aforar a 200 mL con agua bidestilada.
Solucion C. Regulador para el ge! de empaguetamiento 4X (Tris-HCi 0.5 pH 6.8)
Tris 309
Disolver en un volumen pequefo ajustar el pH a 6.8 con HCI aforar a 200 mL con agua bidestilada.
Solucién D. SDS (dodecilsulfato de sodio) al 10%
sDSs 50.0g
Disoiver con agua bidestilada hasta completar un volumen de 500 mL
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Solucion £. Iniciador Persulfato de amonio (APS)
Persulfato de amonio 054
Diluir en 5 mL de agua bidestilada.
NOTA: Se recomienda preparar en el momento de uso, es ideal pesar 100 mg y diluir en 1 mL de
agua bidestilada.
Solucion F. Sobrecapa para el gel de corrimiento {Tris-HCI 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%)
Tns 25 mL de fa solucion B8
SDS 1 mL de la solucién D
Diluir con agua bidestilada hasta completar 100 mL.
Solucidn G. Regulador para tratamiento (Tris-HCI 0.125 M, pH 6.8, SDS al 4%, glicerol 20%, 2-
mercaptoetanol al 10%)

Tris © 2.5mL de la solucién C
SDS 4.0 mL de la solucién D
Glicerol 2.0mL
2-mercaptoetanol 1.0mL

Diluir con agua bidestilada hasta completar un volumen de 10 mL.
Solucién H. Regulador de desarrofio (Tris-HC10.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.1%)

Tris 120g
Glicina 5769
SDS 40 mL de la solucion D

Completar el volumen hasta 4 L con agua bidestilada,
Solucién |. Colorante {Azul de Coomassie R-250 al 1%)
Azul de Coomassie R-250
Disolver con agua bidestilada hasta completar 200 mL.
Solucion J. Colorante (Azul de Coomassie R-250, 0.125%, metanal 50%, &cido acético 10%)

Azul de Coomassie R-250 62.5 mlL de la solucidn |
Metanol 250 mL
Acido acético 50 mL

Disolver hasta completar un volumen de 500 mi, con agua bidestilada.
Solucion K. Solucion decolorante 1 {metanol 50%, acido acético 10%)
Metano! 500 mL
Acido acético 100 mL
Completar el volumen con agua bidestitada hasta completar 1000 mL.
Solucion L. Solucion decolorante 2 (metanol 5%, cido acético 7%)
Metanoi 700 mL
Acido acético 500 mL
Disolver con agua bidestilada hasta completar 10 L.



90

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
Buffer de transferencia (para proteinas de peso molecular entre 20,000-400,000 kDa)

Concentracion para 1000 mL
Tris 50 mM 58¢g
Glicina 380 mM 2904
SDS 0.1% (ph) 10g
Metanol 200 % 200 mL

Se fleva hasta 1000 mL (o 1 L) con agua bidestilada.
Solucién colorante. Solucion concentrada &l 2% de Rojo de Pongceau {Solucion stock)

Rojo de Ponceau 20g
Acido tricloroacético 30.0mL
Acido sulfosaticilico 30049

Completar el volumen hasta completar 100 mL con agua bidestilada.
NOTA: Para preparar la solucitn de trabajo reatizar una dilucién 1:10 hasta el momento de su uso.
Buffer de deteccidn: 3,3-diaminobencidina (DBA)

3,3’ «diaminobencidina 6.0mg
PBS 10.0 mL
H,O, al 30 % 10.0 ub

NOTA: Esta solucién se prepara hasta el momento de su uso. Eliminar lo que no se utilizd.
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CARRERA DE CIRUJANOQ DENTISTA

HOJA DE REGISTRO PARA INDICES CPQ, CPOS, Ceo y Ceos
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