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RESUMEN

La caries dental es wuna enfermedad de etiologia
multifactorial, que involucra factores complejos, tales como:
La susceptibilidad genética del individuo donde los alelos
ubicados en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
modulan la inmunocompetencia del sistema inmunolégico; el
cual determina la cantidad y calidad de anticuerpos, asi como
la cantidad y produccion de células efectoras y la cantidad de
las proteinas del complemento. La virulencia producida por los
microorganismos de la placa dental marca la capacidad
infectiva de los mismos, al igual que la infectividad de estos y
su capacidad replicativa. Los habitos de higiene vy
alimentacion del hospedero esta relacionada con la
susceptibilidad del mismo, ya que una dieta pobre en

nutrientes aumenta la predisposicion a contraer infecciones.

xii
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.- INTRODUCCION

La caries dental se considera una lesion localizada en los
tejidos mineralizados del diente, de caréacter infeccioso y de
naturaleza inespecifica causada por una gran cantidad de
factores que la hace de etiologia multifactorial. Se inicia con
la formacién de la pelicula adquirida donde se encuentran
involucrados microorganismos que hacen posible su
formacién, tales como los del género Streptococcus, los
cuales representan las primeras colonias bacterianas en
agregarse a la superficie de la pelicula adquirida, produciendo
acidos responsables del ataque carioso®. En segundo lugar se
suman los Lactobacillus, una vez que el proceso de

descalcificacion ha sido instaurado?:.

Hasta la actualidad, esta enfermedad ha sido mas tratada
que prevenida; es por ello que el odontdlogo debe tener

conocimiento de su formacion desde todos los puntos de vista.

Han sido numerosas las teorias que tratan de definir su
produccion, éstas abarcan desde las teorias primitivas, como
la teoria vermicular, la humoral y la de Van Leeuwenhoek (S.

XVIl); pasando por la teoria vital de Jourdain (S. XVIII), la



teoria Quimica de Parmly (1819), la teoria Quimico parasitaria
de Miller (1882), la proteolitica de Gotlieb, la de protedlisis-
gquelacion, la teoria de las sulfatasas y de las fosfatasas
endogenas, llegando por altimo a la teoria enddbgena trofo-
microbiana y a la enddgena simpatica; donde en éstas ultimas
no solo se incluyen los microorganismos implicados, sino la
alteracion del equilibrio i6nico incluyendo una falla del
Sistema Nervioso Vegetativo, produciendo desajuste en la
secrecion de saliva que genera la descalcificacion del
tejido® 4.

Una vez que el tejido del diente ha sido descalcificado, la
caries avanza hasta llegar a la pulpa. Sin embargo, existen
mecanismos complejos en el individuo que poseen la
capacidad de detener la invasién microbiana a partir de ciertos

componentes internos®*.

Desde el punto de vista inmunoldgico, es valido decir que la
caries dental representa una lesion donde no soélo tienen
relevancia el numero y la virulencia de los microorganismos
que intervienen, sino que también el individuo es capaz de
crear una barrera, generada por la actividad de la saliva. Este
fluido ademéas de actuar como medio amortiguador que ayuda

a neutralizar la acidez del medio; contiene moléculas del



sistema de defensa como las inmunoglobulinas A y G (IgA,
IgG), principales componentes de la inmunidad humoral, que
tienden a contrarrestar la invasion microbiana. También es
importante destacar el papel que ejercen los linfocitos T como

generadores de la inmunidad celular®??>.

El propdsito de este trabajo es suministrar informacion
acerca de los aspectos inmunolégicos de caréacter local que
se producen durante la formacién de la caries dental, asi
como determinar los agentes involucrados en este proceso y

los posibles sistemas de proteccion para evitar la caries.



Il.- REVISION DE LA LITERATURA

1.- INMUNOLOGIA GENERAL

La Inmunologia es la ciencia que estudia el sistema
inmunoldgico, al igual que los 6rganos, tejidos, células y los
factores que tienen como fundamento, la defensa del
individuo. Los organismos estan expuestos a los
microorganismos tales como virus, bacterias, protozoos,

hongos o] las moléculas producidas por ellos™*.

La respuesta inmunitaria abarca una serie de mecanismos
gue participan en la defensa contra las infecciones y en otros
procesos patolégicos no infecciosos como los fendmenos
alérgicos, autoinmunes o de rechazo de injertos. EI sistema
inmunolégico dispone de los mecanismos innatos y los
mecanismos adaptativos, para reconocer a los
microorganismos causantes de las infecciones y desarrollar

respuestas que consigan su eliminacion®".

La respuesta innata se define como un estado de

respuesta no modificada por el contacto repetido con una



sustancia, de acciéon inmediata y carece de memoria
inmunoldgica; a diferencia de la inmunidad adaptativa, que
es un estado de respuesta frente a una sustancia modificada
por la exposicion previa a esta, de accion lenta, su mecanismo
de reconocimiento es especifico y tiene memoria

inmunolégica®®°®.

El sistema inmunoldgico estd constituido por células
distribuidas en los 6érganos centrales y periféricos; presenta un
mecanismo de activacion y regulacion, basado en Ila
produccion de marcadores de membrana, factores solubles
denominado citocinas (linfocinas, monocinas, interleucinas).
Los marcadores de membrana (clusters de diferenciacion o
CD) son proteinas de membrana de los leucocitos que
participan en la diferenciaciéon y maduracion celular, linaje
celular, estado de activacién celular, receptores (antigeno,
complemento, inmunoglobulinas, citocinas) o como moléculas

de adhesién?3%7,

El sistema inmunoldégico estd formado por un grupo de
células distribuidas por los 6rganos centrales y periféricos de
todo el organismo. Su activacion da origen a la aparicion de

dos tipos de respuesta: La respuesta inmunitaria humoral y la



respuesta inmunitaria celular. La respuesta inmunitaria
humoral se caracteriza por la produccion de inmunoglobulinas
0 anticuerpos, capaces de reconocer y reaccionar frente a la
sustancia que provocoO la activacién del sistema inmunitario
(antigenos o Ags); los anticuerpos son producidos por las
células plasmaticas, que derivan de los linfocitos B"®°. En la
respuesta inmunitaria celular participan los linfocitos T o
timodependientes, los cuales al ser sensibilizados por el
contacto previo con el antigeno, son capaces de reconocerlo o
de producir citocinas con actividad reguladora de la respuesta

inmunolégica® 8.

Existen unos oOrganos Yy tejidos linfoides primarios o
centrales que se encargan de la linfopoyesis: médula 6sea y
timo. La médula 6sea produce las células precursoras de las
células del sistema inmunolégico y es el lugar donde maduran
los linfocitos B. En el timo se produce la seleccion vy
maduracién de las células precursoras de los linfocitos T®. Los
organos y tejidos linfoides secundarios o periféricos (meédula
O0sea, bazo, ganglios linfaticos y agrupaciones asociadas a las
mucosas) permiten la coexistencia de linfocitos T y B junto
con otros leucocitos y el reconocimiento de antigenos. Cada

uno de estos oOrganos esta especializado en responder a



determinados antigenos o patdégenos segun su forma de

acceso al organismo’8,

Los linfocitos T y B son las células centrales de la respuesta
inmunitaria especifica y expresan en su membrana receptores
(TCR y BCR, respectivamente) que permiten que reconozcan a

los antigenos de forma especifica®>".

Los linfocitos Th
(helper o cooperadores) tienen la funciébn de ayudar vy
coordinar la accion de los linfocitos B (respuesta humoral o de
anticuerpos) Actualmente se conocen dos receptores
antigénicos de las <células T que se diferencian
predominantemente por el tipo de linfocinas que producen:
Thl, presente en 5% de las células sintetiza interleucina 2 (IL-

2) y Th2 gue se encuentran en el 95% restante, productor de

IL-4%7,

Los linfocitos Tc/s (citotoxicos o respuesta celular),
constituyen el 35% de los linfocitos circulantes. Dentro de esta
poblacién se distinguen dos grupos celulares con diferentes
funciones: Las células T supresoras, que intervienen en los
fendmenos de regulacion de la respuesta inmunitaria y las
células T citotdéxicas, responsables de Ilos fendmenos
citotoxicos restringidos por el complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH) de clase |. Tienen la capacidad de



reconocer a los antigenos presentes en la superficie de

algunas células (tumores, células infectadas por virus)*>®?°.

El Complejo mayor de Histocompatibilidad (CMH), por
participar en los procesos antes mencionados, Sse conhoce
como sistema HLA (human leucocyte antigen). En el hombre
el CMH esta codificado por genes presentes en el brazo corto
del cromosoma 6 y se hereda de forma autosémica dominante.
En esa region cromosdémica se encuentran los genes que
codifican tres grupos de moléculas del CMH (genes de clase |,
clase Il y clase Ill). La funcién bioldgica de las moléculas de
histocompatibilidad es la de presentar péptidos antigénicos
para la activacion de los linfocitos T y la capacidad de

diferenciar lo propio y lo no propio” %1%,

Las células presentadoras de antigeno (APC) incluyen a
un grupo celular heterogéneo caracterizado por la expresién
de moléculas de clase Il del CMH, que intervienen en la
presentacion del antigeno a los linfocitos T colaboradores.
Dentro de este grupo de células tenemos las células
dendriticas foliculares de las formaciones linfaticas
periféricas, los macrofagos, las células de Langerhans de la
piel, las células interdigitadas del timo y los linfocitos B.

Tienen la capacidad innata de capturar y procesar antigenos



gque posteriormente presentan de forma adecuada (pequefias

cadenas de péptidos) a los linfocitos T® 910,

Los linfocitos NK (Natural killer) poseen una actividad
citolitica innata y no necesitan una activacion previa para

destruir células tumorales o infectadas por virus> "8,

Las células del linaje mieloide incluyen a los monocito-
macréfagos (fagocitos mononucleares) y a los granulocitos
polimorfonucleares (PMN), encargadas de destruir a los
patégenos, bien por fagocitosis o mediante una respuesta
inflamatoria. Los monocitos contienen lisosomas cargados de
enzimas con capacidad citotéxica. Entre las funciones mas
importantes de los macréfagos se encuentran la destruccion
de antigenos, capaces de adherir, opsonizar, fagocitar,
destruir microorganismos y células, asi como la presentacidn

del antigeno procesado a los linfocitos T cooperadores®®:1°,

El complejo balance entre los elementos que constituyen el
sistema de defensa, dirigido por las caracteristicas genéticas
del individuo, predisponen a la adquisicion de infecciones

aumentando la susceptibilidad a desarrollar enfermedades.



2.- MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN LA CARIES

Debido a que el desarrollo de la caries estad fuertemente
determinado por un delicado equilibrio entre las condiciones
genéticas del individuo y las caracteristicas de virulencia de
los microorganismos involucrados, es importante revisar el
microambiente y las bacterias comprometidas en el desarrollo

de la enfermedad.

2.1. Colonizacién primaria

La mayor parte de las bacterias derivan de los ecosistemas
orales bafiados por la saliva, que una vez establecida la
pelicula adquirida y en ausencia de una higiene oral
adecuada, comienzan a depositarse las primeras poblaciones
bacterianas en forma especifica; tomando en cuenta la
adsorcion selectiva de las bacterias, en este caso sobre la
pelicula, sobre otras bacterias o sobre la placa formada con
anterioridad. Los iones calcio presentes en la saliva pueden
neutralizar las cargas negativas entre las bacterias y las

glucoproteinas y actuar como puentes entre la pelicula y las



bacterias®1°.

Streptococcus sanguis, es el primer microorganismo que se
adhiere a la superficie de la pelicula adquirida y como tal,
inicia la colonizacién microbiana en la formacion de la placa
dental supragingival e inmediatamente se adhiere a
Actinomices viscosus. Algunos autores sefalan que S.
sanguis y A. viscosus son los microorganismos pioneros en la
colonizacién de la placa dental, y que la asociacion de estas
bacterias con la superficie del diente es considerada como un
prerrequisito para la colonizacion posterior de especies,
preferentemente de los géneros Veillonella y Fusobacterium .
Otras bacterias que inician el proceso de colonizacion son
Streptococcus del grupo oralis (S. oralis, S. mitis),

Actinomices sp., Neisserias sp., y Haemophilus sp*°.

Inicialmente la colonizacibn por los Streptococcus,
especialmente el sanguis; se efectia mediante uniones tipo
lectina-carbohidratos; inmediatamente se agrega el
Actinomices viscosus con el mecanismo de unién proteina-
proteina y los otros Streptococcus, mediante mecanismos no

10,11,12

muy bien conocidos Dichas bacterias estan unidas a la



pelicula adquirida por enlaces débiles y reversibles, aunque
cierto numero de ellas quedan firmemente adheridas vy
empiezan a proliferar, iniciando fendmenos de agregacion y
coagregacion bacteriana, e incorporando Streptococcus
peroxidogenos como el S. mitis, S. gordinii, S. crista y otras
bacterias como Rothia dentocariosa, Neisseria sp. vy

Corynebacterium matruchotii*®**.

La placa fina goza de un
metabolismo basico aerobio, formada por microorganismos
con esta caracteristica respiratoria, junto a anaerobias
facultativas que se adaptan perfectamente a estas
circunstancias como son los Streptococcus®?%%1% g
excepcidn la constituiria Veillonella spp. que sobrevive a partir
del lactato, producto metabdlico de otros microorganismos de
la placa y ademas posee sistemas especiales de resistencia al

oxigeno, como la enzima superéxido dismutasa®?*°.

En los estudios de placa realizados mediante el
microscopio electrénico, se ha observado en dicha etapa,
imagenes en forma de granos de maiz, por el predominio de
los cocos y posteriormente se ven las tipicas mazorcas con

formas filamentosas recubiertas de cocos''®*°,

El papel del S. mutans en esta fase es variable, dado que



hay placas no cariogénicas, en las que se reportan en bajo
namero o ausente, sin embargo en las dos ultimas décadas,
los reportes sobre los mecanismos de adherencia del S
mutans y el S. sobrinus a la superficie dura dental son

confusos y controvertidos®?*’.

Actualmente se sabe que los
componentes salivares absorbidos sirven como receptores
para las proteinas de union de S. Mutans, mientras que las
GTF y los glucanos adsorbidos refuerzan esta adherencia®®.
Debido a la especificidad de las interacciones bacterianas en
la pelicula adquirida, se cree que debe transcurrir un cierto
tiempo hasta que la presencia de sacarosa induzca su
aparicién. Otro tanto parece que ocurre con los Lactobacillus,
cuyo numero de microorganismos en esta fase parece
insignificante, salvo en placas cariogénicas; en este caso es
debido a fendmenos de unién fisica por atrapamiento de los

mismos en la red que se esta formando®®*®.

2.1.1- Streptococcus

Los microorganismos pertenecientes al género
Streptococcus, basicamente las especies mutans (con sus
serotipos ¢, e y f), sanguis, sobrinus y cricetus, han sido
asociados a la caries, tanto en animales de experimentacion

como en humanos. Los Streptococcus son bacterias que



presentan forma de coco, crecen en cadenas o en parejas, no
tienen movimiento, no forman esporas Yy generalmente
reaccionan positivamente a la coloracion de Gram. EI S.
mutans, que ha sido el més aislado en lesiones cariosas en
humanos, es el primero en colonizar la superficie del diente
después de la erupcion. Su nombre lo recibe de su tendencia
a cambiar de forma pudiéndose encontrar como coco o, de

forma mas alargada, como bacilo*?'*®.

2.1.1.- Factores de virulencia de Streptococcus

Cuando se habla de virulencia de un microorganismo, se
esta haciendo referencia a su capacidad de generar una
enfermedad. Los factores de virulencia son aquellas
condiciones o caracteristicas especificas de cada microbio
gue lo hacen patégeno. En el caso de S. mutans, los mas

involucrados en la producciéon de caries son*?1%17

a) Acidogenicidad: A partir de la fermentacion de la
sacarosa, el S. mutans produce principalmente acido lactico,
fundamental en la virulencia debido a que es el acido mas
potente que interviene en la desmineralizacién del diente. La

sintesis de polisacaridos proporcionan a la célula un sustrato



de donde obtener energia y mantener la produccion de acidos

durante largos periodos de tiempo.

b) Aciduricidad: Consiste en la capacidad de producir

acido en un medio con pH bajo.

c) Acidofilicidad: EI S. mutans puede resistir la acidez
del medio bombeando protones (H") fuera de la célula. Esta
propiedad le confiere la tolerancia necesaria para sobrevivir y

desarrollarse en un medio con pH bajo.

d) Sintesis de glucanos y fructanos: Por medio de
enzimas como glucosil y fructosiltransferasas (GTF y FTF), se
producen los polimeros glucano y fructano, a partir de la
sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a

adherirse al diente y ser usados como reserva de nutrientes.

e) Sintesis de polisacéaridos intracelulares: Como el
glucdégeno: sirven como reserva alimenticia y mantienen la
produccion de acido durante largos periodos aun en ausencia

de consumo de azucar.



f) Produccién de dextranasa: Ademas de movilizar
reservas de energia, esta enzima puede regular la actividad
de las glucosiltranferasas removiendo productos finales de

glucano.

2.2.- Colonizaciéon secundaria

El desarrollo de las poblaciones bacterianas en la placa es
un proceso de transformacion progresivo durante el cual la
placa aumenta en grosor y en complejidad, comienza entre los
3 a 5 dias de la formacién de la pelicula adquirida®’.
Contintan los fendmenos de agregacion y coagregacion
bacteriana y también aunque en menos grado, la adhesion de
microorganismos a la pelicula. Las bacterias comienzan a
aumentar en namero, y se da inicio a un proceso de sucesion
ecoldégica autogénica (los microorganismos residentes
modifican el ambiente de tal forma que ellos mismos pueden
ser sustituidos por otros mas adaptados al habitat modificado).
En estas condiciones la placa es un conglomerado bacteriano
proliferante y enzimaticamente activo adherida fuertemente a
la superficie dentaria®*?. Los cambios microbianos que se van

produciendo estan ligados a diversas causas.



Se presentan antagonismos por competencias de sustratos,
produccion de H,0O, y bacteriocinas y especialmente por
consumo de oxigeno, con lo que las bacterias mas aerdbicas
van siendo sustituidas por anaerobias facultativas. Entran en
juego los suministros nutricionales, a partir de fuentes
interbacterianas excretoras de elementos energéticos
fundamentales. Se observan cambios morfoestructurales con
un aumento de formas bacilares, especialmente de
Actinomices spp. , los anaerobios mas estrictos invaden las
zonas mas profundas de la placa, los aerobios se disponen en
la superficie, y los Streptococcus que siguen siendo los mas
abundantes y altamente facultativos se localizan en cualquier
lugar de la placa. Como toda estructura viviente para persistir
necesita energia, la que toma de carbohidratos fermentables y
provenientes de la dieta, los cuales son desdoblados por la
via glucolitica, obteniendo ATP con produccion de CO, y acido
lactico y en menor proporcion otros acidos organicos como
butirico, acético etc.; los cuales van a producir la
desmineralizacién de los cristales de hidroxiapatita iniciando

el proceso carioso*12:17:20.

Después de siete dias de formada la placa dental, las



especies de Streptococcus contindan siendo el grupo
predominante, pero a las dos semanas hay un predominio de
bacilos anaerobios y las formas filamentosas. Estos cambios
microbianos que se van produciendo van ligados a diversas
causas, tales como: antagonismo por competencia de
sustratos; produccion de H,O,; y especialmente por el
consumo de oxigeno en el ambiente, por lo que ocurre una
sustitucién de especies bacterianas Gram + facultativas por
especies bacterianas anaerobias facultativos y estrictas Gram

-, proceso llamado Sucesién Autogénica®®.

La coagregaciéon es un factor primordial que interviene en
el crecimiento y posterior maduracion de la placa dental, en la
cual la adherencia de nuevos microorganismos se realiza
sobre la primera capa de estos ya unidos a la superficie del
diente. Estas interacciones suceden especificamente a través
de proteinas de tipo lectinas y menos especificas resultantes
de las fuerzas hidrofobas, electrostaticas y de Van der

Wa||812,16,17

2.2.1.- Lactobacillus

El predominio del Lactobacillus parece ser alto en la



mayoria de las poblaciones estudiadas. Sin embargo la
cantidad de bacterias (segun lo medido en saliva) parece
variar considerablemente, entre distintos individuos y a veces
en los mismos individuos a diversas horas. El Lactobacillus es
dependiente en sitios retentivos, y las caries profundas son
los sitios mas importantes y preferidos de éste
microorganismo. El contaje de Lactobacillus también fluctiua
con el producto y la frecuencia de la disponibilidad de los
carbohidratos. En muchos casos hay una relacion entre la
cantidad de Streptococcus mutans y de numeros del
Lactobacillus presentes, pero existen casos donde tal relacién

se pierde!®??,

En un estudio realizado en individuos adultos suecos, el
50% tenfa un contaje = a 10° unidades formadoras de colonia
(ufc) por mL de saliva de Streptococcus mutans y el 40%
presentaban = 10° ufc de Lactobacillus por mL de saliva. En
otro estudio, se evalué un grupo de niflos en edades
comprendidas entre 9-12 afios, obteniéndose que el 50 %
tenian un contaje < de Lactobacillus 10° ufc/mL en saliva y el
22% 10° ufc/mL saliva o mas. Una conexién entre el
predominio del S. sobrinus vy del alto nivel de Lactobacillus

salivales se puso en evidencia; en un estudio realizado en



Reykiavik en nifios de 4 afos, casi todos portaban el
microorganismo S. mutans pero solamente el 58% de ellos

presentaban Lactobacillus 2324,

En un trabajo realizado en los afios de 1987-1998 en un
grupo escolar perteneciente al Instituto integrado de Kumla,
Suecia el predominio y el numero de Lactobacillus salivales
fueron determinados en todos los alumnos que comenzaban el
7° grado (1578 estudiantes), en edades comprendidas entre 12
y 13 afos. Las muestras de saliva fueron tomadas en cada
alumno y sometidas a examenes clinicos. El numero de
Lactobacillus relacionado al predominio de la caries y de
restauraciones exhibieron una tendencia perceptiblemente
mas baja en 1998 que en 1987. El predominio de caries (DFS)
decliné de 5,2 a 1,8. En 1987, el 45% de los nifios reportaron
contaje alto de Lactobacillus (210> ufc/mL) en saliva,
comparando con los resultados obtenidos en 1998. La
proporcion de nifios sin caries varié entre 4-29% durante el
periodo del estudio, mientras que los nifilos con contajes bajos
de Lactobacillus en saliva (10%-10* ufc/mL) constituyeron la

mayoria en las muestras?®.



En Escocia en el afio 2000 se comparo la frecuencia del
aislamiento de Streptococcus mutans, (Streptococcus mutans,
Steptococcus sobrinus), de Lactobacillus y de levaduras
(microorganismos asociados a la caries), en la saliva de nifios
de 1 afio con y sin caries; y se determind si el estrato
socioeconomico influencio la frecuencia de bacterias
presentes y el estado de la caries. El grupo a estudiar
consisti6 en una muestra de 1393 nifios de 1 afo. Se
determind que 39 infantes eran portadores de caries y las
frecuencias del aislamiento de microorganismos cariogénicos
asociados fueron comparadas con los infantes que no
presentaban caries. Ademas, los microorganismos
Streptococcus mutans (29,7%), Lactobacillus (15,4%) y las
levaduras (23,7%) fueron aislados con mas frecuencia de los
ninos con caries. No se aislo en los nifios con caries el S.
Sobrinus; sin embargo, los nifios de estrato socioecondémico
bajo presentaron las mas altas frecuencias de caries al

compararse con nifios de condicién socioeconémica alta®®.

Actualmente los Lactobacillus se consideran como un factor
determinante a la predisposicion del desarrollo de la caries.
Durante el primer paso en la colonizacion, Ilos

microorganismos se adhieren a los tejidos del diente. EI



proposito del citado trabajo fue determinar si hay una relacion
estadistica o alguna diferencia relacionada a la condicion
bucal con la superficie del Lactobacillus. Estudios
preliminares de Lactobacillus aislados, al igual que las
condiciones de higiene y nutricionales de los pacientes. El
contaje de Lactobacillus fue estadisticamente mas bajo en
saliva en sujetos con buena higiene bucal. Los Lactobacillus
en sujetos con caries activas demostraron una gran capacidad
de adherirse a las sustancias hidrofébicas, la mas grande
propiedad de aglutinarse a las sales y muestran la mas baja

produccién de sustancias inhibidoras?®?’.

2.2.2-Veillonella

Aunque las evidencias epidemiolégicas apuntan a
Streptococcus mutans como causante de las caries, estas
pueden envolver comunidades mas complejas. Mediante
clonacion y secuenciacion de los ADNs ribosomicos 16S,
Becker MR et al encuentran diferencias entre los
microorganismos encontrados en sujetos sanos (Streptococcus
sanguis) y los encontrados en individuos con caries:
Actinomices gerencseriae (iniciador), Bifidobacterium (caries
profundas), S. mutans, Veillonella, Streptococcus salivarius,

Streptococcus constellatus, Streptococcus parasanguis Yy



Lactobacillus fermentum. Se calcula actualmente que hay unas
260 especies bacterianas orales cultivadas y la diversidad

actual se piensa que es de 500 especies'’.

Los organismos anaerobios respecto a los aerobios estan
presentes en una relacion de 10:1. Ademas estos organismos
poseen preferencia al area que colonizan de la cavidad bucal,
los tejidos finos bucales. Por ejemplo, S. salivarius vy
Veillonella se encuentran mas comunmente en saliva, en la
lengua y en las superficies bucales, mientras que el S. mitis y
el S. mutans se encuentran ma&s comunmente en las

superficies del diente?®2428

En el nifio también se produce colonizacion en la cavidad
bucal, por parte de las bacterias anteriormente mencionadas,
reportdandose que Lactobacillus y Veillonella, constituyen los
primeros habitantes de la microbiota bucal; donde la respuesta
inmunoldgica frente al ataque carioso depende del estado de

maduracion del sistema inmunoldgico.



3.- RESPUESTA INMUNOLOGICA EN EL NINO

En el embrion el sistema inmunolégico se desarrolla
paralelamente a las células hematopoyéticas, comenzando en
los primeros dias de la vida embrionaria. Los esbozos
linfoides mas precoces surgen en forma de yemas situadas en
el saco vitelino y en una zona proxima al mesonefros, aorta y
gonadas. Luego se trasladara  al higado, donde
fundamentalmente radicara la actividad linfocitaria durante la
vida fetal. Los linfocitos T necesitan completar su maduracién
en el timo, por el contrario, los linfocitos B la finalizan en los
propios 6rganos hematopoyéticos. Posteriormente se planted
la hipo6tesis afirmando que estos pasos de maduracion del
sistema linfoide no ocurren de una forma rigida y que hay
migraciones celulares mas directas y precoces hacia el higado

y médula ésea fetal®.

En el recién nacido, la hematopoyesis ya se realiza
eminentemente en la médula O0sea, aunque el lactante
mantendra durante semanas una capacidad funcional

extramedular de reserva, que en ciertas situaciones le resulta



muy atil”3°.

La colonizaciébn materna conlleva a la adquisicion de
anticuerpos maternos por parte del feto. La respuesta
inmunolégica puede estar relacionada con la colonizacion
materna y los factores genéticos. Una alta colonizacién
materna puede facilitar el desarrollo de una respuesta
protectora en el hijo. Se ha demostrado la existencia de
diferencias en la respuesta a antigenos que pueden tener

base genética®.

3.1.- Limitaciones inmunolégicas del recién nacido

El recién nacido no posee un sistema inmunolégico maduro
y esta inmadurez es aun mas afectada en caso de parto
prematuro. Las limitaciones de la inmunidad neonatal afectan
en mayor medida a todos los mecanismos inmunologicos y ello
repercute de forma relevante ante la administracion de

vacunas®%3t,

Entre las caracteristicas inmunolégicas del recién nacido se

ha evidenciado que debido a que ningun factor del



complemento atraviesa la placenta, y el feto empieza a
sintetizarlos entre las 4-19 semanas de gestacion, segun cual
sea el factor, todos estan disminuidos al nacimiento. La
actividad funcional total del complemento de un recién nacido,
sb6lo alcanza un 50% de la presentada por su madre. Al
evaluar la funcionalidad de los linfocitos T in vitro se ha
observado que responden a los mitégenos de forma inferior a
lo normal, ademas estas células liberan bajas cantidades de
citoquinas ante cualquier estimulo. La citotoxicidad mediada
por linfocitos T CD8 es deficiente, y también lo es la
colaboracién de las células T CD4 con los linfocitos B para
sintetizar anticuerpos. Los linfocitos virgenes (CD45RA)
predominan, sobre los linfocitos de memoria (CD45R0). Los
linfocitos B presentan fenotipos inmaduros en el recién nacido,
con dos inmunoglobulinas (IgD, IgM) en la superficie celular,
lo que sefiala la falta de contacto antigénico previo. La
sintesis de anticuerpos estd disminuida, especialmente
aquella que se produce contra polisacaridos y que es
independiente de los linfocitos T, pero también la que tiene
lugar contra antigenos proteicos, reaccion que si es

dependiente de los linfocitos T3*.

En el feto, la respuesta inmunoldgica parece orientarse



globalmente en direccién supresora, como corresponde a su
situacién de injerto en el organismo materno. El recién nacido
heredara esta condicion, y en parte la mantendra el lactante
hasta que vaya ocurriendo wuna maduracién funcional
inmunoldgica, que en algunos aspectos se retrasara durante

meses, incluso afios?!30:31,

3.2.- Desarrollo de la respuesta celular. Poblacién de

células B1 (CD5+)

Existe una poblacion de linfocitos B, denominada B1, que
sélo representa un 5% de los linfocitos B del adulto, pero que
merece una especial atencion por sus peculiaridades vy
diferencias con la poblacion normal (B2). Ademas estan muy
aumentados en la sangre del corddén umbilical y en los
primeros meses de vida, participando en reacciones
inmunoldégicas independientes de los linfocitos T dirigidas

contra polisacaridos®?.

La primera peculiaridad es que los linfocitos B1 presentan
de forma universal y constitutiva el antigeno de superficie
CD5, que es propio de los linfocitos T, ignorandose qué papel

juega en esta subpoblacién B, aunque quizas participe en



episodios de maduracion. Otra caracteristica es que los
linfocitos B1 sé6lo se generan durante la vida fetal,
sobreviviendo en cantidad decreciente hasta la edad adulta,
sb6lo por autorregeneracion. En experimentos realizados en
ratas, se localizan con preferencia en el peritoneo, sugiriendo
gque cumplen alli prioritariamente sus funciones, pero en el
hombre tienen una distribucion mas amplia, por tejidos

linfoides y circulacién sanguinea3®:3%.

Las células B1 funcionan con independencia de los
linfocitos T. Responden preferentemente contra antigenos
hidrocarbonados y sintetizan anticuerpos IgM de forma casi
exclusiva. Los anticuerpos que liberan tienen muy escasa
afinidad y especificidad, y con frecuencia se desconoce cual
fue el antigeno concreto que desencadend la respuesta. Por
ello, estos anticuerpos reciben a veces la consideracion de
"anticuerpos naturales”. Las isohemaglutininas anti-A o anti-B
son un ejemplo de anticuerpos producidos por los linfocitos
B1. Aunque en la vida adulta maduran, mejorando su eficacia,
en el recién nacido y en el lactante pequefio muestran
importantes limitaciones funcionales; sin embargo, pudieran
tener cierto protagonismo en la respuesta infecciosa y vacunal

contra lipopolisacaridos (LPS) y contra polisacaridos



capsulares. Se puede especular si los linfocitos Bl en el
hombre son un residuo del desarrollo filogenético o si tienen

algin papel en la respuesta natural anti-bacteriana3®.

En los dltimos afios, la poblacion B1 ha adquirido un interés
renovado al observarse que la mayoria de las leucemias
linfoides crénicas derivan de células Bl y que estan
implicados en la autoinmunidad ya que estas células sintetizan
autoanticuerpos, como IgG anti-ADN, frecuentes de forma
asintomatica en edades avanzadas, pero otras veces

relacionados con procesos patolégicos®C.

3.3.- El sistema Th1/Th2 en el feto y en el recién nacido

La unidad fetoplacentaria muestra un predominio de la
funcion Th2, que en cierto grado también ocurre en las células
maternas. Este predominio Th2 es necesario para la normal
evolucién del embarazo y experimentalmente se ha observado
que la activacion Thl por infecciones, parasitos o

inmunizaciones pone en peligro su continuidad®®:3%.

Los linfocitos fetales son capaces de sensibilizarse
intrauterinamente si entran en contacto con antigenos y esta

sensibilizacién intrauterina sigue un patrén tipo Th2. Por el



contrario, tienen mayor dificultad para establecer una
respuesta de tipo celular retardada (Thl), lo que explica su
dificultad para aislar localmente una infeccién y evitar que se
disemine. De todos modos, es importante sefialar que el
recién nacido tiene limitaciones para producir respuestas
inmunoldgicas de cualquier orden. Esta situacién que se
describe en el feto también la presenta el recién nacido
durante los primeros meses de la vida y quizas por mas
tiempo en algunas situaciones andmalas. Esto tiene
repercusién en temas como infecciones, atopia y por supuesto
en la reaccidén a las vacunas. Una cuestion interesante es que
la reacciéon inmunolégica ocurrida en este periodo de
inmadurez genera células de memoria de tipo Th2 que
posiblemente condicione la forma de responder en la vida

futu ra29'3°'31

Se debate la hipo6tesis de que algunos factores externos
puedan modificar transitoria o permanentemente el equilibrio
Th1/Th2. Los virus y las infecciones intracelulares activan
especialmente a los linfocitos Thl, pero otras inmunizaciones
actuan selectivamente sobre las Th2. Con respecto a las
vacunas, se trata de estimulaciones enfocadas hacia la

sintesis de anticuerpos, y la activacion de las células de



memoria. A pesar de todas las especulaciones, hasta la fecha
no se ha comprobado que las vacunaciones infantiles
administradas en edades precoces puedan estar modificando

de forma relevante el normal equilibrio Th1/Th22%:39:31,

3.4.- Desarrollo prenatal de los mecanismos de la

inmunidad secretora

El desarrollo del sistema inmunitario secretor en esta etapa
ha sido explorado en muchos estudios usando técnicas de
inmunofluorescencia. Las ceélulas epiteliales incluyen el
componente secretor (CS), los cuales son detectados en
etapas tan tempranas, como a los ocho meses de gestacion,
en la zona de los bronquios; produciendo posterior proceso de
expansion de dicho CS hacia el intestino delgado, a las veinte
semanas de gestacion. Las células que tienen CS se
encuentran en el tejido glandular salival, en primer término en
la decimonovena semana de gestacion, y se hacen mas
numerosas alrededor de la semana veinticinco. Es en este
momento donde encontramos infiltrados celulares que
contienen IgM, los cuales son identificados en el intestino

delgado, asociados con las Placas de Peyer (GALT)*®3%°,



Hacia la vigésima octava semana de gestacion, se
encuentra un gran numero de células secretoras de IgM se
incrementa en todo el tejido linfoide, pero no en las zonas
secretoras; consecuentemente hay muy pocas células que
contienen IgA, como tejido conectivo y epitelio ductal; hacia la
vigésima quinta semana de gestacion. Se ha reportado que la

presencia de 1gG es muy breve en esta etapa?°°.

Todo lo indicado anteriormente indica que los componentes
del sistema inmunitario secretor estan organizados
favorablemente en sistemas funcionales (Tabla N° 1), donde la

sintesis de anticuerpos IgA secretor es minima antes del

nacimiento.

EDAD CS IgM IgA IgD lgG HLA-
GESTACIONAL

DR

16 SEMANAS + - - nr* nr -
26 SEMANAS ++ +(20w) | £(25w) - +(26w)t -
NACIMIENTO ++ ++ + - + -

1° ANO +4+++ ++ +4+++ + + ++

+nr: No reportado

t1gG2: 26 semanas de geastacidn.




1gG3, 1gG1l: 28 semanas

Tabla N° 1.- Ig en tejido glandular salival durante el desarrollo prenatal y
postnatal. Smith, D.J, 1993.

3.5.- Desarrollo del sistema inmunoldégico bucal durante

la infancia

Durante este periodo, se pueden realizar la identificacién
sistémica de los niveles séricos de IgG, IgM e IgA, desde el
nacimiento hasta la edad adulta; revelando que la IgG es el

Unico anticuerpo detectado en el suero del recién nacido®®.

En la circulacion neonatal, la IgG es proveniente de la
madre, via transplacentaria. Después del nacimiento, los
niveles de 1gG diminuyen considerablemente al principio, pero
aumentan consecuentemente, a medida que el nifilo comienza
a adquirir una respuesta inmunol6égica activa contra los
antigenos del ambiente. Los niveles de IgM también empiezan
a aumentar, una vez manifiesta la respuesta inmunoldgica

activa'®. (Grafico N° 1)
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Grafico N° 1. Cambios asociados a la edad en los niveles de IgG sérica (IgG; IgA;
IgM). Smith DJ, 1993.

Una particularidad de la respuesta frente a inmunizaciones
orales, si se compara a la sistémica, es que su maduracion es
mucho mas precoz y por ello es mas eficaz en nifios. Se
observé que la vacunacion parenteral con H. influenzae tipo b
produce mas anticuerpos séricos en los adultos que en los
nifios, mientras que la tasa de anticuerpos que aparece en las
secreciones es similar, sin diferencia en funcion de Ila

edad?®32,



3.6.- Desarrollo en la respuesta inmunolégica contra la

caries en el nifo

El sistema inmunitario secretor es fundamental en recién
nacidos, quienes dependen de la produccion de los
anticuerpos IgA para defenderse de la colonizacién por

microorganismos de la cavidad bucal.

La efectividad de la respuesta inmunoldgica frente a los
componentes de la caries dental también depende del estado
de maduracion del sistema inmunolégico del individuo; el cual
va madurando durante el desarrollo fetal y a los 4 meses ya
se detecta el factor C3 del complemento y la actividad de los
linfocitos T. Al nacer se detectan los niveles séricos de IgG
en el recién nacido, que han sido transferidos por la madre, y
gque son importantes en la proteccion frente a los primeros

colonizadores bucales como Lactobacillus y Veillonella!®¢11,

Los anticuerpos maternos desaparecen a los 5 meses del

nacimiento. Para cuando S. mutans comienza a colonizar la



cavidad bucal (al aparecer la primera denticiobn) ya se
encuentran niveles similares a los del adulto de IgM y de
IgAs'!. Los niveles de adulto en la IgG se alcanzan a los 4

afios y los de la IgA a los 13 afios®'%.

4.- EL SISTEMA INMUNITARIO SECRETOR

El sistema inmunitario secretor es unico y exclusivo de las
diferentes membranas mucosas del organismo y sus
membranas asociadas®’. Constituye un importante
componente de caracter local, que protege a las superficies
mucosas, capaz de producir una respuesta inmunoldgica en el
individuo, independientemente de la repuesta sistémica, ante
agresiones de orden local. Los dérganos involucrados incluyen
el ojo, oido externo, glandulas salivales, pulmones, tubo
digestivo, aparato genitourinario y glandulas mamarias (Figura

No 1)878,

Las mucosas constituyen la puerta de entrada para muchos
agentes patdégenos y el lugar de contacto con diferentes
antigenos (ambientales, alimentos). Asi como Ila piel
constituye una barrera fisicamente dificil de atravesar por los

microorganismos, las mucosas son desde este punto de vista,



mas fragiles. Sin embargo, estan dotadas de un sistema de
proteccion local, ya que en ellas tiene lugar una respuesta
inmunolégica con caracteristicas especiales: Respuesta
inmunoldgica asociada a las mucosas, la cual se desarrolla a
partir del tejido linfoide asociado a las mucosas (Mucosa

Associated Lymphoid Tissue: MALT)®.
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Figura N° 1. Regiones del sistema inmunitario secretor. Lehner, 1992.



4.1.- Tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT)

Se encuentran agrupaciones de tejido linfoide no
encapsulado, situadas en la lamina propia y en las areas
submucosas de los aparatos digestivo, respiratorio vy
genitourinario. Las células linfoides se hallan presentes, ya
sea como cumulos difusos; u organizados en nédulos,
solitarios o agrupados, que contienen centros germinales
(foliculos secundarios). En el ser humano, las amigdalas y las
placas de Peyer (ileon) son particularmente prominentes. El
epitelio intestinal, que cubre dichas placas esta especializado
en el transporte de los antigenos hacia el tejido linfoide. Esta
funcién particular es realizada por unas células epiteliales
denominadas células M (micropliegues). Dichas células son
capaces de absorber, procesar y transportar los antigenos,
para que sean presentados a las ceélulas Ilinfoides
subepiteliales por las células procesadoras de antigenos

(APCs)® (figura N° 2).

Ademés del sistema MALT, se encuentran un gran numero

de linfocitos en el tejido conjuntivo de la lamina propia y en de



la capa epitelial, dentro de éstos tenemos: Los linfocitos de
la lamina propia (LPL), predominantemente células T
activadas, aunque también pueden detectarse numerosas
células B activas y células plasmaticas, las cuales secretan
anticuerpos. Las respuestas inmunoldgicas humorales a nivel
de la mucosa son principalmente del isotipo IgA. La IgA
secretora (IgAs) es un anticuerpo que puede atravesar las
membranas mucosas y ayuda a impedir la entrada de los
microorganismos infecciosos que se transporta a través de
las células epiteliales y se libera en el interior de la luz. Los
linfocitos intraepiteliales (IEL), son células T que exhiben
caracteristicas fenotipicas distintas de las que presentan los
LPL. Aunque el fenotipo de los LPL es similar al de las células
que circulan por sangre periférica que tienen el receptor TCR
alfa-beta, un porcentaje elevado de IEL son células TCR
gamma-delta, la mayoria de los cuales expresan CD8. La
mayoria de las células T, LPL e IEL son células de

memoria®’.
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de las mucosas

Figura N° 2 Funci6n de las APCs. Jones, 1999.

4.1.1.- Tejido linfoide asociado al sistema secretor en el

intestino (GALT)

La respuesta inmunolégica especifica ante el ataque de
los microorganismos en cavidad bucal, como Streptococcus
mutans es generada en su mayor parte por la IgAs, la cual es

producida por el sistema inmunitario secretor®?®.



Dichos anticuerpos pueden ser inducidos en las secreciones
locales por estimulacion local o por estimulacion del GALT,;
esta Ultima es el resultado tanto de la ingesta como del
depdsito de antigeno en el intestino delgado; que conlleva a la
liberacion de células precursoras de IgA en las Placas de
Peyer. Dichas células migran a los tejidos mucosos;
produciéndose la liberacién en los linfaticos regionales, para
una posterior migraciéon a los ganglios linfaticos mesentéricos,
conducto toracico y torrente sanguineo, antes de migrar a la
lamina propia del intestino y otros tejidos secretores,

9.10,11 Las células

incluyendo las glandulas mamarias
plasmaticas de la lamina propia secretan IgA dimérica , que
contiene una unidad de cadena J, la cual se une al receptor
poli-lg, producido por las células epiteliales . El complejo es
captado por las células y secretado en la luz de la glandula
como IgAs mediante el funcionamiento del receptor, dejando el

10,11

componente secretor adherido a la IgA secretada (Figura

N° 3)



Figura N°3. Transporte de la IgA secretora. Barros, 1991.

Se produce la inmunizacién local, generada por la
proliferacion de las células plasméaticas, reclutamiento de

otras y el aumento de la repuesta secretora IgA local'®*!,

5.- LA RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA CARIES

DENTAL

La Inmunologia Oral es la especialidad que se dedica al
estudio de la respuesta inmunoldogica a nivel de la cavidad
bucal. Los mecanismos inmunolégicos desarrollados en la

misma y en otras superficies mucosas son muy importantes en



la proteccién antimicrobiana, ya que las mucosas estan
colonizadas por un gran numero de agentes microbianos y
constituyen una de las principales puertas de entrada de los

microorganismos en el humano.

La caries dental es una enfermedad multifactorial en la que
influyen fundamentalmente tres factores principales: Los
microorganismos de la placa, la dieta y las caracteristicas
genéticas del hospedero. Actualmente se sabe que este ultimo
factor, puede jugar un papel muy importante en la respuesta
inmunolégica que se desarrolla frente a los microorganismos
causantes de la caries dental®. La pared celular del
microorganismo mas involucrado en la caries, el
Streptococcus mutans, estd formada por componentes tales
como: Glucanos, acidos lipoteicoicos, glucosiltransferasas
(GTF), polisacarido C, capaces de estimular esa respuesta

inmunolégica en el hospedero™?.

Los factores de los agentes agresores mas importantes
para producir una respuesta inmunoldgica protectora contra la
caries, son los antigenos proteicos y la glucosiltransferasa

(GTF)®3.



Para que la respuesta inmunolégica pueda efectuar su
accion protectora, sus componentes tienen que acceder al
lugar donde se produce la caries dental y estos seran
diferente segun la localizacion de la lesién. Asi, la proteccion
frente a la caries que se desarrolle en el dominio salival
dependera de la accion de la IgAs, que puede impedir la
adhesién de los microorganismos a la superficie dental e
inhibir la accion de la GTF; mientras que la proteccién frente
a las caries que se desarrollen en el dominio gingival
dependera de la accién de la IgM e IgG que ademas de
detener la adhesion de los microorganismos a la superficie
dental e inhibir la accién de la GTF, pueden aglutinar y
opsonizar los microorganismos que seran atacados por los

fagocitos presentes en el liquido gingival®32,

La respuesta inmunoldgica local de la cavidad bucal en el
individuo puede potenciarse a través de las vias naturales de

inmunizacién®?: (Figura N° 4)

5.1.- Pulpar: Pequefias cantidades de I1gG, IgM e IgA
circulantes pasan a través de la cresta gingival hacia la

cavidad bucal y pueden atravesar los tubulos dentinarios



hasta llegar a la camara pulpar del diente.

5.2- Sistémica a través de la encia: En casos de
enfermedad periodontal avanzada, en la encia se encuentran
focos de células plasmaticas que segregan IgM, IgG e IgA, los
cuales estan presentes en los sacos periodontales y dentro de

la cavidad bucal.

5.3.- A través del GALT: EI sistema inmunitario mucoso
comun consiste en células M, presentes en la mucosa de los
tejidos linfaticos de las amigdalas y adenoides (Anillo de
Waldeyer) y de las placas de Peyer del intestino; toman los
antigenos y lo presentan a las APC; las cuales lo presentan a

las células T cooperadoras.

5.4.- En las glandulas salivales: La IgA polimérica
secretada se desempefia como componente secretor en la
superficie basal lateral de las células epiteliales glandulares,
la cual es transportada hacia la superficie apical, donde es

liberada del componente secretor en forma de IgAs.
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Figura N° 4. El sistema inmunolégico comun de la mucosa. Rusell et al, 1999.

6.- PREDISPOSICION GENETICA A CONTRAER LA

CARIES DENTAL

Con respecto a la higiene bucal y su aspecto de prevencion
a la presencia de caries, ocurren eventos contradictorios

donde individuos con mala higiene y una dieta cariogénica,



presentan resistencia a la caries; y otros que siguen una
adecuada higiene 'y buenos habitos alimenticios, la

susceptibilidad al ataque carioso esta incrementada®®.

Se ha encontrado que los individuos con indice de caries
bajo, tienen niveles elevados de los titulos séricos de IgG
contra células de S. mutans y su antigeno I/ll, cuando se

comparan con sujetos con indice de caries alto®3%3%,

En experimentos donde se utilizé el antigeno estreptocdécico
(SA) I/ll, se encontré que los linfocitos T liberaban cantidades
Optimas de factor cooperador especifico cuando se empleaba
una dosis de 1-10 nanogramos (ng) de SA I/ll en sujetos con
bajo padecimiento de caries; mientras que las cantidades
Optimas de factor para los linfocitos de los sujetos propensos
a la caries se lograban con 1000 ng. Esta diferencia en la
respuesta sustenta la creencia de que los sujetos resistentes
a la caries difieren en su capacidad para elaborar y mantener

la respuesta de anticuerpos séricos frente a S. mutans?°.

Ademas mediante el uso de SA I/ll, se evidencié que los
individuos HLA-DRW6 positivos alcanzaban wuna respuesta
optima al emplear dosis bajas, por el contrario sujetos HLA-

DRW®6 negativos mostraron respuesta adecuada soélo frente a



altas dosis de antigeno. Estos hallazgos apuntan hacia las
caracteristicas genéticas de los individuos que poseen la
capacidad para responder a cantidades muy pequefias de
antigenos estreptocécicos lo que puede explicar la presencia
de los altos niveles de anticuerpos frente a S. mutans en

sujetos con pocas caries?®3°.

Investigaciones realizadas refuerzan el sefialamiento que la
inmunidad natural frente a la caries puede tener relacion con
el locus HLA DR ubicado en el cromosoma 6; donde el alelo
HLA DR W6 podria ser el responsable del aumento de los
niveles de linfocitos T colaboradores ante un atagque minimo
de antigenos de Streptococcus; lo que implica una inmunidad
mas activa, es decir habria una mayor resistencia a la

caries®36:37,

Una condicién inmunolégica contraria incluye en las
caracteristicas genéticas de los individuos la presencia del
alelo HLA DR 4, el cual parece ser el responsable del aumento
de los niveles de linfocitos T supresores, por lo que repercute

en una mayor susceptibilidad a la caries®®3’.

Otros estudios, han demostrado que la IgG sérica contribuye

a la proteccion contra la caries en el hombre, y que la



infeccion con S. mutans y el desarrollo de lesiones de caries
se asocia a la disminucién de titulo de anticuerpos?®?°.

(Grafico N° 2)
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Grafico N° 2. Anticuerpos séricos frente al S. mutans. Slots, 1992.



7.- INMUNIDAD CELULAR

La respuesta inmunologica de tipo celular es el resultado de
un complejo sistema de interacciones entre si a través de
receptores ubicados en las superficies celulares y de
diferentes factores humorales de origen celular y de caracter
polipeptidico denominadas citocinas. Las principales células
productoras son los linfocitos (linfocinas) y los macréfagos

(monocinas)®*3°,

En ella participan esencialmente los linfocitos Th (CD4+),
los cuales constituyen la principal fuente productoras de
citocinas en el transcurso de la respuesta inmunolégica. Los
linfocitos Thl sintetizan interleucina 2 (IL-2) y actdan
preferiblemente sobre los macréfagos y en la respuesta
celular. Los linfocitos Th2 producen IL-4 y actuan
fundamentalmente sobre los linfocitos B y la respuesta

inmunolégica humoral®°4°.

Los linfocitos T citotoxicos (CD8) reconocen el antigeno
mediante el receptor T (TcR) y lo hacen sélo cuando el
antigeno es degradado y procesado en el interior de las

células presentadoras de antigeno (APC) y sus determinantes



antigénicos son expuestos en la superficie de estas células en
el seno de wuna molécula del complejo principal de
; kil 10,38,39

histocompatibilidad . En el transcurso de la respuesta
inmunoldgica se pueden distinguir tres fases: La primera

corresponde a la captacion, procesamiento y presentacién; la

segunda corresponde a la cooperaciéon celular y la altima a la

respuesta efectora.

La placa dental es una comunidad microbiana compleja
formada por diferentes microorganismos, entre los que
destacan los cariogénicos y los relacionados con la
enfermedad periodontal®?*%1°  En la placa dental se
encuentran también componentes microbianos como los
lipopolisacaridos, dextranos y acidos lipoteicoicos que pueden
tener efectos inmunopotenciadores o inmunosupresores sobre

la respuesta inmunologica®% 112,

Para que se induzca una respuesta inmunolégica contra los
componentes de la placa dental, éstos deben ser absorbidos
por la encia. Tras la absorcion, los antigenos de la placa
dental estimulardn wuna gran variedad de mecanismos

inmunoldgicos que incluyen: La sintesis de anticuerpos, la



activacion del complemento, la fagocitosis y la activacién de
los linfocitos T y B; de la funcion adecuada de esta respuesta
inmunoldgica dependerd que se desarrollen o no la caries

dental y la enfermedad periodontal®*®3°. (Figura N° 5)

Artigeno de histocompatibilidad

[wirus ,‘E‘QJFQFE,E Iﬂ% @ @Efﬁfﬂ fjo

Macrifago exhibiendo
el artigena en su

. Y superficie

IL-1 Ol
Duhle\g
0

%. re.c:unu[:imient
¢ 0

; L2
Antigeno
W [’

Linfocito T
auxiliar

Linfocito B

f;,fim‘ Linfocito T )~
) . citotdxico %

Celula plasmatica

-

o7 Yo

Anticuerpos

Figura N° 5. Desarrollo de la respuesta celular. Munson, 2004



8.- SALIVA Y RESPUESTA INMUNOLOGICA

El complejo de inmunidad frente a la caries depende de la
demostracion de que la enfermedad es una infeccién. Los
dientes estdn situados en una posicion Uunica entre los
sistemas inmunitarios secretor y sistémico. La mayoria de la
superficie dental es accesible a la saliva, aunque los sitios
mas susceptibles a la caries, alrededor del borde gingival y
entre los dientes, estan bafiados por el liquido gingival del

espacio crevicular que proviene del suero®’ 32,

Los anticuerpos del liquido crevicular tienen su origen en el
suero, aunque existe una contribucion local, particularmente
de 1gG. Es por ello, tanto los anticuerpos séricos como los
salivales podrian desempefiar un papel en la protecciéon contra
la caries, y se han examinado ambos mecanismos en la
inmunidad natural en el hombre y en lo que respecta a los
efectos protectores de la vacunacion en modelos

experimentales®?4°,

Se desconocen exactamente cuéales funciones de la saliva
son mas importantes en la proteccion contra la caries dental.

Es probable que los efectos de buffer de la saliva basados



principalmente en los sistemas amortiguadores de fosfato y
bicarbonato acido carbdénico, sean de mayor importancia en
relacion a la caries. Asi mismo, la velocidad del flujo varia en
diferentes individuos, en glandulas distintas y en la respuesta
a estimulos diferentes y la composicion gquimica de la saliva

puede ser alterada por estas variaciones’ 32,

Sin embargo, la
relacion entre los niveles de los factores antibacterianos no
especificos de la saliva y la susceptibilidad a la caries dental

no ha sido claramente demostrada.

8.1.- Respuesta humoral frente a la caries
Las propiedades de la saliva, la higiene bucal vy la dieta,
son algunos de los factores conocidos que afectan Ila

colonizacién de Streptococcus mutans.

La respuesta inmunolbégica humoral especifica en contra de
Streptococcus mutans cariogénicos es promovida
principalmente por los anticuerpos secretores de la saliva, Ig
As, los cuales son generados por el sistema inmune secretor
de la mucosa; que es mas funcional en recién

nacid0816,37,38,41.

Los anticuerpos IgAs son capaces de reaccionar con los

microorganismos en la cavidad bucal y, por lo tanto son



considerados como un importante factor de defensa®®3"

Dichos anticuerpos pueden interferir en la adhesidén bacteriana

al diente, sin embargo esta funcién no se ha determinado.

8.1.1.- Anticuerpos salivales

La IgA secretora es un anticuerpo que puede atravesar las
membranas mucosas y ayuda a impedir la entrada de los
microorganismos. Un motivo para considerar el MALT como un
sistema distinto, es que las células linfoides asociadas a la
mucosa recirculan principalmente dentro del sistema linfoide
mucoso. Asi, las células linfoides estimuladas en las placas de
Peyer por un antigeno, viajan por la linfa hacia los érganos
linfaticos regionales y luego por el conducto toracico a la
circulacién, para asentarse de nuevo en las mucosas, donde
van a secretar IgA. La recirculacién especifica (tropismo por
las mucosas) se basa en las moléculas de adhesién que éstas
células expresan. Basandose en este mecanismo, la
estimulacion antigénica en un area de la mucosa provoca una

respuesta de anticuerpos (IgA) en otras zonas mucosas®®*!,



8.1.1.1.- Estructura, sintesis y funciones.

La IgA secretora es dimérica (cadena J) y va asociada a un
polipéptido Ilamado componente secretor, derivado del
receptor presente en las células del endotelio, necesario para
el transporte de la IgA hacia la luz (Figura N° 6). Su poder
opsonizante no es muy grande. Solamente los PMN neutréfilos
presentan un receptor para la IgA (Tabla N° 2). Existen dos
subclases de IgA: IgA1 e IgA2, con diferente distribucién en
nuestros tejidos corporales. En los fluidos internos la IgAl
constituye el 90 % de los anticuerpos de la clase IgA. En las
secreciones mucosas, la IgA1l supone un 40-60 % y la IgA2
hasta el 60 %, quizas en respuesta a las proteasas producidas
por algunos microorganismos que son capaces de hidrolizar la

IgA139,41
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Figura N° 6 Estructura de la IgA secretora. de Farias, 2003.

PRINCIPALES FUNCIONES DE LA IgA SECRETORA

Inhibicion de la adherencia microbiana

Exclusion de antigenos

Neutralizacion de virus

Modulacién de la actividad enziméatica

Neutralizacion de toxinas

Tabla N° 2. Funciones de la IgA secretora. Fudenibag, et al. 1982.




La IgA secretora difiere de la IgA sérica en que las
moléculas son practicamente todas diméricas e
independientes de la IgA sérica o monomérica. La IgAs se
encuentra en las secreciones que recubren las superficies
mucosas, incluyendo las secreciones gastrica, bronquial y
nasal, calostro, leche, lagrimas y saliva (parcialmente unidos a

mucinas de alto peso molecular)*®4*42,

La concentracién de IgAs siempre es mayor que la de la
IgG. En la saliva entera, las concentraciones de IgAs, IgA e
IgM son, aproximadamente, de 20, 0.1 y 0.1 mg/mL,
respectivamente. En el suero, la relacién entre IgAl e IgA2
es aproximadamente de 75:25, pero en las secreciones hay

menos IgA1l y mas IgA2 (40:60)%142

La IgAs es un anticuerpo predominante en las
secreciones mucosas, con concentraciones relativamente
bajas en el suero. En las glandulas salivales, las moléculas de
IgAs son secretadas por las células plasmaticas, en tanto que
otra proteina conocida como el componente secretor es
producida en las células epiteliales del recubrimiento de los

conductos, que le da la propiedad a IgA secretora de no ser



degradada por las enzimas proteoliticas de las secreciones

exocrinas!t?®:30

La IgAs es predominante en la saliva humana, los
anticuerpos de esta clase son los que mé&s probablemente
proporcionan proteccion contra los microorganismos
cariogénicos. Tiene funciones en el medio interno (sangre y
compartimento intersticial) y en el medio externo (secreciones
exocrinas), entre ellas : Atrapamiento y aglutinacién de
microorganismos, bloqueo de alergenos, inhibicién de la
colonizacibn de las mucosas por Candida albicans,
neutralizacién del virus de la parotiditis y el herpes simple
recurrente; otras de sus funciones es activar el complemento
no de la forma convencional sino por la via de la properdina;
convirtiéndose en la primera linea de defensa de mucosas y

de los dientes?®36:37,

El sistema IgAs tiene considerable importancia como factor
potencialmente util contra la caries. La estimulacién de este
sistema puede evitar posibles reacciones inmunolébgicas
adversas resultantes de los altos niveles de anticuerpos del

suero, hipersensibilidad inmediata o inmunidad celular. Sin



embargo, no se sabe de modo definitivo que los anticuerpos
salivales IgA ejerzan una funcion decisiva en la inmunidad de
la caries, pero probablemente si lo hacen, y se ha de destacar
la importancia de los estudios sobre su influencia y en los
experimentos dedicados a la obtencion de una vacuna contra
la caries®. Los anticuerpos derivados del surco gingival
también pueden contribuir a dicha inmunidad, pero su
aparicion en la saliva parece depender en gran medida de la

inflamacién de la encia®®t"18,

Ademéas de la presencia de la IgA también podemos
encontrar de los de tipo 1gG, que provienen del fluido gingival,
estos estan en baja cantidad y ademas son méas sensibles la
accion de las proteasas que los anticuerpos IgA, por lo tanto,
no son muy Utiles en saliva, sin embargo cuando estan en baja
cantidad la 1gG son capaces de opsonizar y por lo tanto

potenciar la fagocitosis, mediante la unién al antigeno I/11*%.



8.1.2.- Anticuerpos séricos

Los posibles mecanismos, mediante los cuales los
anticuerpos séricos pueden operar para inhibir la caries,

incluyen?®44:

a) Prevencion de la adherencia bacteriana a la superficie

dental y/o a la placa.

b) Inhibicion de enzimas especificas como la GTF,
responsables de la sintesis de polisacaridos extracelulares a

partir de la sacarosa.

c) Inactivacion del metabolismo de las bacterias como la

fermentacién de los carbohidratos.

d) Inhibicion del crecimiento o muerte de las bacterias.

e) Opsonizacion de las bacterias.



A pesar de los mecanismos anteriormente mencionados es
poco probable que ocurra un efecto bactericida directo
mediado inmunolégicamente, puesto que éste requiere la
disponibilidad de las moléculas del complemento que esta
ausente en la saliva, aunque se ha encontrado en el liquido
subgingival. Ademas hay escasas evidencias que indique que
la presencia de anticuerpos afecte notablemente la capacidad

de las bacterias bucales para producir 4cidos® 2443,

Se ha sugerido que las caries de las superficies lisas
pueden ser afectadas principalmente por los anticuerpos
séricos, que existen en el liquido crevicular, en tanto que los
anticuerpos  salivales pueden ejercer su influencia

primordialmente en las caries de fosas y fisuras*!4344.

En la actualidad la Unica contribucion méas efectiva que se
ha utilizado en la prevencién de la caries dental ha sido la
introducciéon de fluoruros. Sin embargo, se estan evaluando
un numero de métodos dirigidos a reducir el ataque
bacteriano sobre la superficie del diente. Entre ellos se
encuentran la eliminacibn mecanica de microorganismos

adhesivos, técnicas quimioterapéuticas, como el uso de



antimicrobianos sistémicos o tépicos; la implantacion de
bacterias no cariogénicas en la cavidad bucal que tiene
capacidad de antagonizar o reemplazar los microorganismos
cariogénicos, y la produccion de vacunas contra las bacterias

cariogénicast?*°.

9.- METODOS UTILIZADOS PARA LA EVALUACION DE LA

RESPUESTA INMUNOLOGICA A LA CARIES

Para los profesionales de la salud es importante el
conocimiento de los métodos utilizados para evaluar vy
cuantificar la respuesta inmunoldégica en los pacientes, asi
como familiarizarse en la interpretaciéon de los resultados que

se obtienen para la aplicacién de las pruebas.

En la deteccién de los niveles y la especificidad de los
anticuerpos se utilizan diversos tipos de pruebas que se
agrupan segun la necesidad o no de aplicar un sistema

indicador de la unién del antigeno al anticuerpo3®.

En las pruebas que no necesitan un sistema indicador de
gue se haya producido la unién antigeno-anticuerpo, el propio

fendmeno de union antigeno-anticuerpo produce una serie de



cambios fisicos que ponen de manifiesto que tal interaccion ha
ocurrido. Las pruebas mas utilizadas dentro de este grupo son

la inmunoprecipitacion y la aglutinacién.

9.1 Inmunoprecipitacion.
Permite detectar anticuerpos especificos contra un antigeno
0 para comparar los antigenos presentes en unas mezclas

antigénicas complejas. (Figura N°7)

Esta técnica se puede dividir en 5 etapas principales: a)
radiomarcaje de una proteina celular, b) extraccion de la
proteina del tejido; c¢) incubacion de la proteina radiomarcada
con los autoanticuerpos del paciente (suero en estudio) d)
precipitacién del complejo antigeno- anticuerpo
(inmunoprecipitacién) con la ayuda de proteina IgA o IgG y e)
andlisis de las proteinas precipitadas mediante gel de

poliacrilamida y autoradiografia®’.

La inmunoprecipitacion es un técnica que no desnaturaliza
las proteinas antes de que se produzca la union del antigeno
con el autoanticuerpo, y permite asi detectar autoanticuerpos

dirigidos contra epitopos conformacionales®**“®.
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Figura N° 7 Koga, et al. 2003

9.2.- Aglutinacién

La prueba de aglutinacién es una de las mas clasicas.

S.Analick mediante
eleciroforesis ¥ auto-
radingrafia

En

ella, los antigenos son grandes particulas, inclusive células,

la cual sigue un principio similar al de

inmunoprecipitacion®’*8.

la técnica de

la

Se utiliza para detectar anticuerpos contra antigenos



localizados en la superficie de células o de particulas de latex.
Los anticuerpos al unirse al antigeno producen una unién de
las células o particulas denominada aglutinacion (Figura N°

8)°.

La reaccion de aglutinacion se diferencia segun el modo de
realizarla, en directa, en la que el antigeno natural es
enfrentado al anticuerpo en un portaobjetos o en tubo,
observandose la presencia o no de aglutinacion; y la
aglutinacion pasiva, en la que un antigeno soluble se fija
artificialmente a particulas artificiales, naturales o células

enteras®*%.

REACCION DE AGLUTINACION

Figura N° 8. Gahnberg, 1985



Existe un grupo de pruebas en las que la unién antigeno-
anticuerpo no produce una serie de cambios fisicos que
pongan de manifiesto que ha ocurrido la interaccion, por lo
que debe utilizarse un sistema indicador de que tal interaccion
ha ocurrido. Las pruebas mas utilizadas dentro de este grupo
son la fijacion del complemento, inmunofluorescencia, ELISA e

inmunoblotting®?+4°.

9.3 Fijacion del complemento

El sistema del complemento es el mediador humoral
primario de las reacciones antigeno-anticuerpo. Consiste de
por lo menos veinte proteinas plasméaticas quimica e
inmunolégicamente distintas capaces de actuar de manera
reciproca una con otra, con el anticuerpo y con las membranas

celulares'®.

La fijacibn del complemento por lo general se mide
determinando la dilucién Ilimite del suero, que lisa los
eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos
anticarnero de conejo (hemolisina), se forma el complejo
antigeno-anticuerpo y fijan moléculas del complemento. Una
vez producida la reaccion anfigeno-anticuerpo, se afiade el

complemento y el sistema indicador. En la muestra clinica que



existan anticuerpos se fijara el complemento y no se producira

la lisis del sistema indicador®? 44,

Después de coagularse la muestra, preferiblemente a
temperatura ambiente, debe separarse el suero del coagulo lo
mas pronto posible y congelarlo, preferiblemente a -70° C,
para prevenir la pérdida de la actividad del complemento

(Figura N°9)*4,

Figura N° 9. Técnica de la fijacion del complemento. Liébana, 2000.

9.4 Inmunofluorescencia
Estas técnicas permiten localizar antigenos celulares o
tisulares y detectar anticuerpos especificos. Se fundamenta

en el marcaje de inmunoglobulinas especificas con moléculas



fluorescentes, como el isotiocianato de fluoresceina
(fluorescencia verdosa) o la rodamina (Fluorescencia rojiza).

Suelen emplearse dos tipos de inmunofluorescencia®.

En la mayor parte de los casos se utiliza la
inmunofluorescencia indirecta, en la que la reaccion
antigeno-anticuerpo se revela con un segundo anticuerpo
marcado con una molécula fluorescente. (Figura N° 10). Si
el anticuerpo marcado con la molécula fluorescente es el que
reacciona directamente con el antigeno se denomina

Inmunofluorescencia directa (Figura N° 11)%12:46,

Y o\

Figura N° 10. Técnica de inmunofluorescencia indirecta Suero policlonal o
monoclonal (a) marcado con isocianato de fluoresceina (b) reacciona con las

inmunoglobulinas. Ketterl, 1994.
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Figura N° 11. Inmunofluorescencia directa Lehner, 1992.

Se ha realizado estudios que revelan la positividad de las
cepas de R. dentocariosa mediante la reaccion por
inmunofluorescencia de anticuerpos, utilizando antisueros de
conejo, asi como la existencia de por lo menos dos antigenos
comunes en esta especie, identificados por medio de estudios

de inmunodifusion®®3’

9.5.- Ensayo Inmunoenziméatico (ELISA).

El nombre de esta técnica proviene de la abreviacion del
inglés enzyme-linked immunosorbent assay. Consiste en
"emparedar” la molécula que haya de analizarse entre otras

dos macromoléculas, una de las cuales se halla conjugada a



una enzima, lo cual permite su deteccién mediante un
cromdgeno o sustancia luminiscente. Esta técnica es sensible,
rapida, permite analizar muchas muestras de suero al mismo

tiempo ya que no utiliza radioactividad! 33",

El antigeno esta fijado sobre un soporte sdélido y la reaccién
antigeno anticuerpo se revela con un segundo anticuerpo
marcado con un enzima que produce una reaccidén coloreada
al afiadir un sustrato cromogénico'?. En la actualidad se
utiliza la técnica de ELISA para el estudio de enfermedades

1,41,42

autoinmunes Segun el disefio de la reaccidén existen

varios tipos de ELISA, »4142

9.5.1.- Sandwich o directa: Emplea anticuerpos fijados a
la base sélida y permite investigar antigenos cuando se
afladen anticuerpos marcados con enzima (Ag-Ac-Anti Ac-

enzima. (Figura N° 12)
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Figura N° 12 Roitt, 1998.

9.5.2.- Indirecta: Permite investigar la presencia de
anticuerpos mediante el empleo de antigenos fijados a la fase
sélida, y la adicibn de antiinmunoglobulina marcada con

enzima'®°. (Figura N° 13)
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Figura N° 13. Jones, 1999.

9.5.3.- ELISA Competitivo

Este sistema es muy utilizado para la deteccion de
anticuerpos especificos®®>. Se parte de un anticuerpo
(monoclonal o policlonal), frente a un antigeno conocido, que
previamente ha sido inmovilizado en la placa. Se denomina de
competicion ya que el suero problema es incubado
previamente con el antigeno, antes de incubarlo con el
antisuero fijado en la placa, y por tanto compite con él*?

(Figura N° 14).
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Figura N° 14. Roitt, 1998.

9.6.- Inmunoblotting (Inmunotransferencia).

El Inmunoblot o Western blot es una técnica mediante la
cual se separan proteinas por electroforesis en gel de
poliacrilamida y después se transfieren electroforéticamente a
un papel de nitrocelulosa o una membrana similar, donde son
detectadas con anticuerpos que reconocen los antigenos que

hay en ellas®®1°.



Consta de tres fases: En la primera fase se separan las
proteinas (extractos dérmicos o epidermicos) mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, asi los antigenos
proteicos que se quieren utilizar para detectar los anticuerpos
son separados electroforéticamente en un gel seglin su peso
molecular. En la segunda fase - denominada immunobloting o
immunotransferencia- se transfieren las proteinas que han
guedado separadas en el gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa mediante otro proceso de
electroforesis. En la tercera fase se utiliza el papel de
nitrocelulosa para identificar los anticuerpos dirigidos contra
las proteinas transferidas. El papel se corta a tiras y se incuba
con los sueros en estudio, posteriormente se incuban las tiras
con un reactivo o anticuerpo secundario que permitird detectar
los anticuerpos que se han unido a las proteinas presentes en

las tiras.*?*3. (Figura N° 15)
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9.7. Detecci6n de la respuesta celular
Para estudiar la funcionalidad de las diferentes poblaciones
celulares que participan en la respuesta inmune se necesita
un primer paso en el que se consiga la purificacion de las
poblaciones celulares; generalmente se efectia mediante
gradientes de densidad o mediante un sistema automatico

activado por fluorescencia®*?.

Las técnicas utilizadas para la deteccién de la respuesta



celular son fagocitosis, estimulacion linfocitaria, citotoxicidad.

9.7.1.- Fagocitosis o Inhibicion de la migracion de
macrofagos (MIF)

La fagocitosis es un mecanismo importante de defensa
inespecifica. Esta accion la llevan a cabo diferentes tipos
celulares pero principalmente neutréfilos y macréfagos. Los
macréfagos intervienen en todos los estadios de la respuesta
inmunitaria. En primer lugar, actlan como mecanismo
protector rapido que puede responder antes de que haya

tenido lugar la amplificacion mediada por las células T.

Esta técnica es una de las méas valiosas para determinar el
grado de sensibilidad de tipo retardado in vitro; para ello se
observa la inhibicion de la migracion de macro6fagos en tubos
capilares sumergidos en un medio de cultivo. Permite analizar
la capacidad de los macrofagos y leucocitos
polimorfonucleares para fagocitar y destruir intracelularmente

microorganismos?’*3.



9.7.2.- Estimulacion linfocitaria o blastogénesis

La utilizaciébn de la transformacién linfocitaria o
blastogénesis es actualmente una de las técnicas mas
precisas y difundidas para el estudio de la capacidad de
estimulacion especifica y no especifica de los linfocitos in
vitro. Esta técnica se basa en la capacidad que los linfocitos
tienen para responder frente a un antigeno (respuesta
especifica) que por vacunacién o por sufrir una infeccion, ha
inducido linfocitos de memoria. Estos linfocitos al estar de
nuevo en contacto con el antigeno inducen una transformacién

blastica®” 43,

El método de la blastogénesis consiste en cultivar los
linfocitos de un organismo con los antigenos que quieren ser
evaluados o estudiados y con varios mitégenos que se utilizan
como control de la inmunoproliferacién (estimulacion no
especifica). La transformacion blastica especifica se mide por
la  capacidad que tiene el antigeno de inducir

inmunoproliferaciéon?®®.

Tras un tiempo de incubacién determinado se afiade un
isotopo radioactivo (timidina-tritiada) al medio de cultivo

donde estan los linfocitos. Si hay estimulacion blastica
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(inmunoproliferacién) la timidina se incorporara a los nuevos
linfocitos, quedando por tanto las células marcadas

radiactivamente. (Figura N° 16)

Antigenos

Linfoblastos

Figura N° 16 Esquema de la estimulacién blastica o blastogénesis. Hull, 2005.



9.7.3.- Citotoxicidad

La actividad citotéxica de los linfocitos T (CD 8+) frente a
una célula diana se puede estudiar, midiendo la capacidad de
destruccién, que un determinado numero de linfocitos T tienen
para destruir un determinado numero de células diana, al estar
ambas poblaciones en contacto. Hay varios métodos para
poder valorar el porcentaje de lisis o muerte celular que
expresan las células diana, aunque el mas utilizado por su
precisién, sensibilidad y reproducibilidad, es el de |la
liberacién de cromo 51 procedente de las células diana. Este
meétodo consiste, en lo siguiente: Las células diana (que
expresan los antigenos determinados en su membrana) son
marcadas con Cromo 51 y puestas en contacto en una

proporcion adecuada con las células efectoras (linfocitos

T)12'26'47.

Tras incubar ambas poblaciones celulares conjuntamente
por un periodo de tiempo determinado, se centrifugan vy
seguidamente una parte del sobrenadante resultante es
medido mediante un contador de particulas gama para conocer
el porcentaje de cromo 51 liberado al medio. A mayor cantidad
de cromo liberado mayor actividad citotoxica (Figura N°

17)46,47
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Figura N° 17. Esquema para los estudios de citotoxicidad en sus diferentes

formas de induccién: Por linfocitos CD 8+, por células NK y por inmunoglobulinas

que activan complemento. Hull, 2005



9.7.4.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, mejor conocida
como PCR, es una técnica que permite replicar en pocas horas
e in vitro, pequefias cantidades de ADN. Por su alta
sensibilidad, esta técnica permite identificar un gen a partir de
un solo cabello, una célula somatica o un espermatozoide.
Entre las aplicaciones médicas de la PCR cabe destacar su
aporte al desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico.
Permite detectar agentes infecciosos como los virus de las
hepatitis B y C o regiones del genoma del virus de la
inmunodeficiencia  humana (VIH); dentro del campo
odontolégico permite replicar fragmentos de Streptococcus

mutans y S. sobrinus*®44.

Esta técnica permite amplificar pequefias cantidades de
ADN miles de veces. El método se basa en la realizacion de
tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas
temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre
veinte y cuarenta veces. La muestra se calienta, en el primer
paso, hasta lograr la separacién de las dos cadenas que
constituyen el ADN, hecho que se conoce como
desnaturalizacion. En el segundo paso, la temperatura se
reduce para permitir la hibridacion de cada una de dos

cadenas cortas de nucleétidos (oligonucleétidos) con cada una



de las hebras separadas del ADN molde. Se trata de
segmentos de ADN de cadena simple, sintetizados en el
laboratorio y disefiados de manera tal que permiten definir los
limites del tramo de ADN que se desea replicar. En tercer
lugar, una enzima ADN polimerasa extiende los primers, en el
espacio comprendido entre ambos, sintetizando las
secuencias complementarias de las hebras del ADN molde.
Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucledsidos
trifosfato (dNTPs) agregados a la mezcla de reacciéon®?.

(Figura N° 18)
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Técnica PCR y sus tres etapas: a) desnaturalizacién, b) hibridacion




10.- VACUNAS Y CARIES DENTAL

En la dltima década se han hecho posibles esfuerzos
dirigidos a la obtencion de una vacuna que posea el potencial
de inducir y mantener una respuesta inmunoldgica especifica
que persista en el tiempo que impida o disminuya la formacion

de caries.

Una vacuna es un elemento que, al ser introducido al
organismo, induce una respuesta inmunolégica altamente
especifica y de memoria que confiere especial proteccidon
contra enfermedades de origen infeccioso. Por lo general,
encuadra en lo que se conoce como inmunidad activa
adquirida. El valor real de las vacunas radica en los efectos
preventivos que se consiguen, pues terapéuticamente tienen
escaso alcance. El desarrollo de nuevas técnicas en biologia
molecular han contribuido a acelerar la preparacion de
vacunas sintéticas que sin duda tendran una gran importancia

en el futuro inmediato®* 4548,

Los estudios experimentales han
aportado valorable informacién sobre la capacidad de las
diferentes rutas de inmunizacién para lograr una proteccion

frente a la caries dental”®

Se han empleado wuna variedad de inmunizacién:



Intravenosa, intraductal, subcutanea, submucosa. Usando
estas vias se ha podido conferir proteccion en modelos

experimentales.

La inmunizacién oral ha producido resultados
contradictorios y la proteccién ha sido de corta duracién; una
particularidad de la respuesta frente a inmunizaciones orales,
sis e compara a la sistémica, es que su maduracion es mucho
méas precoz y por ello es mas eficaz en nifos. La
inmunizacion sistémica produce altos niveles de anticuerpos
séricos y se ha reportado que consigue una reduccién del 60-
80% en el numero de caries, produciendo un ligero aumento
en el titulo de IgAs. Cabe destacar que la inmunizacidon
topica solo es posible con antigenos de bajo peso

molecular” &t

. La proteccion se basa fundamentalmente en la
accion de la IgG que llega a la cavidad bucal a través del
liguido gingival. La seguridad de la inmunizacion con S.
mutans es buena ya que no se han encontrado indicios de
reaccion cruzada con antigenos de musculo cardiaco del

hospedador®>33,

En modelos experimentales también se ha demostrado que

la administracion de anticuerpos monoclonales contra



antigenos de S. mutans consigue evitar la colonizacién dental

y reducir el nimero de caries®>34:3%,

Todas las lineas de investigacion orientadas a la produccion
de una vacuna contra la caries estan apuntando hacia el
ataque de los factores involucrados en la adhesion vy

acumulacién bacteriana. Estos blancos son:

10.1.- Proteinas de la pared celular (PAc)

La proteina de la pared celular del S. mutans tiene
caracter antigénico y un peso molecular de 190 kDa
(kilodaltons). También ha sido denominada antigeno I/Il, B, IF,
P1, MSL-1. Parece que es indispensable en los fendbmenos
iniciales de adherencia y agregacion del microorganismo sobre
la superficie dental, tomando como sustrato las proteinas de la

pelicula adquirida'®*?.



10.2 Glucosiltransferasas (GTFs)

Las GTFs son reconocidas como factores de virulencia en
la caries dental, lo cual fue inicialmente postulado después de
observaciones de lesiones cariosas en experimentos con
animales cuando se incluyé sacarosa en su dieta. Esto
también fue confirmado con bacterias mutantes que
presentaban la caracteristica de ser deficientes de GTFs, los
cuales redujeron su cariogenicidad cuando fueron empleadas
en modelos experimentales con ratas de laboratorio al ser

comparadas con sus progenitoras bacterianas no mutadas?®.

10.3.- Proteinas fijadoras de glucanos (GBPs)

El S. mutans sintetiza al menos dos GBPs, una con un peso
molecular de 74 kDa (GBP74) y otra de 59 kDa (GBPsg). Estas
proteinas fijan los glucanos libres en el medio, actuando como
nexo de unién entre bacterias, formandose asi las
acumulaciones que quedan adheridas a las superficies
dentales. Se han observado que anticuerpos contra GBPs
pueden interferir en la patogénesis del S. mutans, induciendo
la inmunidad protectora de la caries en modelos

experimentales con ratas***%.



En base a la capacidad inmunogénica de estas proteinas, se
han venido planteando diferentes estrategias para el
desarrollo de la vacuna, con la que se busca aumentar los
niveles de anticuerpos, especialmente de tipo IgA e IgG, tanto
en saliva como en suero, en un proceso comandado por la
inmunidad adquirida celular mediada por los linfocitos T. Para
ello, se han hecho intentos de lograr una inmunizacion activa
utilizando proteinas completas, combinaciones de porciones
de proteina y péptidos sintéticos (secuencias cortas de
aminoacidos); éstos son reconocidos por los linfocitos T y B
en modelos animales con ratas gnotobidticas (libres de
gérmenes) y en monos, con resultados muy

alentadores**45:46,

Sin embargo, aunque en la mayoria de los trabajos se
reportan  resultados que muestran una disminucién
significativa de la colonizacién y actividad enzimatica del S.
mutans, reflejadas en indices méas bajos de caries dental, no
se han alcanzado hasta ahora niveles protectores de
anticuerpos, que permitan hablar de una vacuna efectiva
desarrollada contra la enfermedad. Es evidente que los
esfuerzos actuales estan encaminados a optimizar la

capacidad inmunogénica de cada una de estas proteinas,



utilizando vehiculos como otras bacterias no patdégenas (S.
lactis) y/o adyuvantes, como la toxina colérica, que aumentan
considerablemente la respuesta inmunolégica, especialmente

en los tejidos mucosos como la cavidad bucal®*4>4¢,

11.- INMUNIZACION PASIVA

Se conoce como inmunidad pasiva aquella que se da como
resultado de la transferencia de anticuerpos, ya sea
transplacentarios o por inyeccion de anticuerpos obtenidos de
un donador previamente inmunizado. Su efectividad es
relativamente baja, debido a la vida media de los anticuerpos
y a que el receptor puede crear anticuerpos contra ellos,

destruyéndolos®’ 4849,

En el caso de la caries, varios autores han intentado por
este método controlar la proliferacion y colonizacion del S.
mutans sobre las superficies dentales, ensayando la leche
bovina y la clara de huevo como vehiculos de los anticuerpos,
encontrando una reduccion en la caries en los animales de
experimentacion. De otra forma, se han utilizado anticuerpos
monoclonales, tipo IgA e 1gG, provenientes de ratas y monos,

usando como antigenos las PAc y GTFs, previniendo la



colonizacion de dientes previamente libres de
microorganismos. Inclusive, se ha logrado hacer anticuerpos
contra PAc en plantas de tabaco por ingenieria genética que
proveen protecciéon en los animales hasta por cuatro meses.
La permanencia de estos anticuerpos aplicados en forma local

es muy limitada, lo que restringe su actividad protectora

rea|46,50,51,52,53-

Los anticuerpos monoclonales, descubiertos hace alrededor
de tres décadas, se han empleado en el diagndstico y
tratamiento de numerosas enfermedades. En el campo de la
estomatologia comenzd su aplicacién hace mas de 15 afios
Los anticuerpos monoclonales (AcM) son un instrumento util y
novedoso en el diagnoéstico y tratamiento de muchos
trastornos. Se han introducido también en el campo de
la estomatologia, en el proceso de una vacuna contra las
caries dentales y en el mejor
conocimiento sobre el mecanismo inmunorregulador en el
enfermedad periodontal y en las

ulceraciones bucales recurrentes®*°°,



11.1.- Teoria de los Anticuerpos Monoclonales (AcM)

Cuando una proteina se introduce en el cuerpo una
variedad de sus antigenos pueden ser reconocidos por el
hospedero. El sistema inmune del hospedero, normalmente,
reacciona produciendo una variedad de anticuerpos diferentes,
cada uno dirigido contra uno de estos determinantes sitios
antigénicos. No todos los antigenos son de igual magnitud de
estimulacién en términos de protecciébn del hospedero.
Contrariamente los anticuerpos con relacion a los antigenos
significativos pueden producirse a niveles bajos e ineficientes.
Sin embargo, el Ac producido por una simple célula plasmatica
es especifico para un solo sitio antigénico y la variedad de
inmunoglobulinas producidas en respuesta a una proteina
representa el gasto colectivo de una poblacién heterogénea de

células de plasma®®.

Cuando una célula plasméatica que produce un Ac deseado
contra un antigeno se
aisld y se mantuvo en cultivo, el Ac de una sola especificidad

simple pudo cultivarse y aislarse.

Este Ac Unico producido por una colonia de ceélulas

derivadas de una sola célula plasmatica



se denomina AcM®?°°. (Figura N° 19)

El estudio ordinario sobre la patologia de las caries
dentales se ha concentrado en los
Streptococcus mutans, en los rasgos de su adherencia a la
superficie dental y a la produccién de &cidos. La relaciéon de
estos microorganismos con la incidencia de caries esta bien

establecida.

OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
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Figura N° 19. Produccion de anticuerpos monoclonales. Hull, 2005.



El establecer parametros que permitieran la produccién de
vacunas se ve afectada por la
posibilidad de provocar miocarditis por reacciones cruzadas
con el musculo cardiaco. Con el empleo de AcM se ha
logrado estudiar con gran precision los determinantes
antigénicos del serotipo de C del S. Mutans, estos
determinantes bien especificos y
caracterizados pueden emplearse potencialmente en la
produccion de una vacuna humana
apropiada. Asi Koges y Everhart reportaron el uso de AcM en
este proceso de eliminacibn del antigeno de reaccion

cruzada®®2:53,

Lehner y colaboradores han reportado también que la
inmunizacion pasiva local con AcM en relacién a los S.Mutans
puede reducir la incidencia de caries dentales. Se reporta el
empleo de AcM para la purificacién de antigenos especificos
que pueden utilizarse con fines de vacunacion, los AcM
permiten el reconocimiento y cuantificacion de los
Streptococcus en la placa dental, para estudios

epidemiolégicos y para la prediccion de las caries®*°*°°,



Seguramente, con el esfuerzo constante y prolongado de la
comunidad cientifica mundial para encontrar una vacuna
contra esta enfermedad y con el avance de la Ingenieria
Genética cuyos productos tienen amplia aplicaciéon en el area
de la salud, no debe extrafiarnos que en un futuro no muy
lejano los profesionales de la Odontologia, nos dediquemos a
pensar en la prevencion y control de otras patologias

diferentes de la caries dental.
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