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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se hizo una revision bibliografica de las
generalidades de la enfermedad periodontal. Asi mismo, se realiz6 una revision
de los conceptos basicos de inmunologia periodontal. Este conocimiento es
importante para comprender y explicar el mecanismo inmunoinflamatorio presente
en la periodontitis; asi como reconocer el agente microbiologico causal de
alteraciones en el organismo que inicien la respuesta inmunoinflamatoria en el
huésped y asi mejorar el disefio del tratamiento que se realiza al paciente
periodontal.

Adicionalmente, se realiz6 un planteamiento para la extraccion de muestras de
fluido crevicular y saliva, para determinar cual de los dos tipos de muestras
representa mayor veracidad diagndstica y mayor sencillez metodoldgica.

Desea realizarse un estudio epidemiolégico nacional, pero previo a esto, debe
tenerse certeza de si los dos tipos de fluidos son equivalentes en la representacion
de la flora bacteriana o si alguno de los fluidos es mejor que el otro esto, porque la
recoleccion de la muestra de saliva es mas sencilla, porque no necesita la
calibracion del operador; que si es preferible en la recoleccion del liquido
crevicular.

Con estos resultados podra realizarse un estudio de campo con mayor asertividad
y obtener mejores resultados. La técnica de andlisis molecular PCR es preferible
en comparacion con analisis de cultivos bacterianos, ya que es mas precisa la
extraccion y amplificacion de ADN mediante la técnica de PCR; por esto, es la
técnica es la escogida para el andlisis de las muestras, tanto de saliva como de
liquido crevicular.
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Capitulo I: Introduccion
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Segun Carranza la periodontitis se define como “...la enfermedad inflamatoria
de los tejidos de soporte del diente causada por microorganismos o grupos de
microorganismos especificos que producen destruccion progresiva del ligamento
periodontal y hueso alveolar con formacion de bolsas, recesion o ambas” (1). Una
de las caracteristicas principales de la periodontitis es la presencia de bolsas
periodontales. La bolsa periodontal es el surco gingival profundizado de una
manera patoldgica (1). Cuanto mas profunda sea la bolsa, mayor sera la dificultad

de limpieza para el paciente.

El factor etiologico de esta enfermedad es el biofilme dental, conocido
anteriormente como placa bacteriana. En ausencia del biofiime dental la
periodontitis no se manifiesta en el huésped (1). Esta enfermedad se ha
relacionado con otras afecciones sistémicas, entre las cuales se puede mencionar:

enfermedad coronaria y enfermedad renal cronica (2).

Diferentes estudios han relacionado la enfermedad periodontal y los problemas
cardiovasculares debido a que la infeccidbn bacteriana cronica existente en la
periodontitis puede inducir la agregacidon plaquetaria como consecuencia de la
influencia bacteriana, dafo al tejido cardiovascular por las toxinas bacterianas y la
predisposicién a formacion de placas de ateroma (3). Ademas, se ha relacionado
con parto prematuro y bajo peso al nacer en niflos, cuyas madres presentan

enfermedad periodontal. (2).
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La enfermedad periodontal es la afeccion bucal mas comun en adultos, se
estima que un 35% de adultos mayores de 30 afios presentan esta condicién en
los Estados Unidos (2). No es comun en nifios y adolescentes entre 12-17 afios de
edad, estimdndose una afectacion de menos del 1% para estas poblaciones (3).
Los factores de riesgo de la enfermedad son: mala higiene oral, fumado,
compromiso inmunolégico, diabetes mellitus, respiracion bucal, entre otros (3).

Actualmente, estudios similares en poblacion nacional no existen.

Los estudios sobre enfermedad periodontal abarcan no solo su extension (nivel
de avance de la enfermedad), sino también se estudian los agentes causales de la
misma. Los microorganismos responsables del desarrollo de la periodontitis son
multiples, y se debe de identificar el papel que cada uno juega en el desarrollo de
la enfermedad. Ademas, es importante identificar los sitios en los cuales habitan
estos microorganismos, para saber los lugares especificos que atacan. Para lo
anterior, se recolectan muestras de diferentes fluidos corporales, en este caso
particular: liquido crevicular y saliva total. El andlisis que identifica la presencia o
ausencia de los microorganismos periodontopatégenos se realiza por medio de

pruebas de ADN confirmatorias, por ejemplo, analisis de PCR o sonda ribosomal.

En el presente estudio, se realiza una revision bibliografica acerca de la
enfermedad periodontal, sistema inmunoldgico y agentes microbiologicos de dicha
enfermedad. Esta revision sera utilizada como anteproyecto para hacer el estudio
piloto sobre saliva-fluido crevicular, que, a su vez, definira cual muestra es mas

representativa para hacer un estudio epidemiolégico a nivel nacional, que, a su
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vez, de sustento a un estudio de la relacion de dichos microorganismos y la
condicién periodontal/inmunoldgica expresada en la respuesta a neutroéfilos y otras

células inmunoldgicas.

1.1 Justificacion

En la enfermedad periodontal estd presente microorganismos
periodontopatégenos asociados al progreso y severidad de la afeccion de la
periodontitis que son capaces de desafiar los mecanismos de defensa del
huésped, causando dafio y alterando el equilibrio entre el huésped y la microflora
oral, por lo que al estudiar estos microorganismos puede observarse la relacion
que existe entre la enfermedad periodontal con la elevada presencia de
microrganismos en los sitios enfermos, la presencia de mejoria clinica tras la
eliminacién o disminucion de las bacterias del area subgingival y la presencia de

reaccion inmunitaria celular o humoral del huésped. (4)

Existen estudios para examinar muestras de saliva o de fluido crevicular
gingival, algunos de estos estudios de recoleccion de muestras del fluido
crevicular gingival son costosos o complejos de llevarlos a cabo por el elevado
costo en términos de calibracion para las personas que vayan a ejecutar las
muestras. También, existe el alto riesgo de contaminar las muestras de las puntas
de papel que se requieren para la recoleccion del fluido crevicular gingival, ya sea
con biofilme supragingival o sangre. Para la obtencion y almacenamiento de saliva

es mucho mas sencillo y de bajo costo, es una muestra que se obtiene de forma
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no invasiva, por lo que se encuentra libre de estrés para el paciente, ademas de

gue puede obtenerse muestras repetidas. (4)

En Costa Rica, no existe un estudio epidemiolégico reciente que cuantifique
la presencia bacteriana en la enfermedad periodontal de la poblacion. Una
desventaja para la obtencién de muestras es que quiere examinarse pacientes con
enfermedad periodontal, pero descartando enfermedades metabdlicas, sin
antecedentes a largo plazo de medicamentos que podrian afectar el estado

periodontal y fumadores, esto porque altera las muestras.

Por lo tanto, es propésito de este estudio preliminar conocer la presencia de
agentes microbiolégicos en la enfermedad periodontal, asi como los mejores sitios
para la recoleccion de muestras y su respectivo andlisis de marcadores

inmunoinflamatorios mediante técnicas de biologia celular y molecular.

1.2 Planteamiento del problema

Este proyecto de investigacion se enfocé en el estudio de los mediadores
inmunoldgicos asociados a la enfermedad periodontal, por medio de un analisis
microbiolégico en fluido crevicular y saliva, esto como modelo piloto para el
establecimiento de protocolos de investigacion de futuros estudios

epidemiologicos.

Para un efectivo entendimiento del problema se inici6 con la revision

bibliografica de los conceptos de inmunologia relacionados con la enfermedad
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periodontal, y las técnicas de laboratorio utilizadas para el estudio de los agentes

etiolégicos y respuestas inmunolégicas del organismo a la enfermedad.

La enfermedad periodontal, a pesar de haberse estudiado por muchos afios,
aun hay aspectos que no se comprenden a cabalidad. Hay pocas investigaciones
gue puedan aportar informacion relevante para aclarar las interrogantes, por lo
que el presente trabajo pretende iniciar la linea de investigacion para resolver la
interrogante: ¢Por qué se da tanta variabilidad en el desarrollo de la enfermedad

periodontal entre individuos con los mismos agentes periodontopatégenos?

1.3 Antecedentes

En la enfermedad periodontal, la interaccion que tenga el microorganismo con
el huésped va a determinar la magnitud y el curso de la enfermedad. Ademas, de
la destruccion de tejido, otra acciébn que ejercen los microorganismos es la
estimulacién y modulacion de la respuesta inmunitaria. La respuesta del huésped
se ve influida por la interaccion entre el microorganismo y las caracteristicas
inherentes del huésped, incluso, los factores genéticos del individuo. La respuesta
del huésped se conforma de las respuestas antimicrobianas de las células
inflamatorias agudas como los neutréfilos y de las actividades de adaptacion de

monocitos/macréfagos y linfocitos. (1)

Se conoce que en respuesta a la infeccion bacteriana que se da en la
enfermedad periodontal, los factores innatos tienen una funcién importante en la

sefalizacion del endotelio, lo que inicia la inflamacién. Los neutréfilos protegen a
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los tejidos locales controlando la microflora periodontal que se encuentra presente
en el surco gingival. Por ultimo, aquellas células inflamatorias cronicas
(macrofagos y linfocitos) protegen al huésped desde el tejido conectivo

subyacente e impiden que la infeccion focal se torne sistémica. (1)

Avances en estudios de biologia molecular han sido de ayuda para el estudio
de la enfermedad periodontal, por ejemplo, la teoria sobre la especificidad del
biofilme dental en la enfermedad periodontal deberia ser revisada; pues se ha
encontrado que la mayoria de los patdogenos periodontales conocidos muestran
diferencias fenotipicas en cuanto a su capacidad de causar la enfermedad.
También, gracias a estudios realizados de bases moleculares se conoce hoy en
dia que, el patdégeno P. Gingivalis tiene la capacidad de regular de forma negativa

la expresion de IL-8 y ICAM-1. (1)

Como se ha encontrado por medio de los afios en los estudios de la
inmunologia, al inocular un microorganismo un individuo con un microorganismo
especifico se produce inmunidad protectora. En estudios donde se utilizaron
membranas de P. Gingivalis como inmundgenos se demostré un efecto protector
en un roedor. Estudios en primates no humanos, demostraron que al inmunizarlos
con células enteras de esta bacteria se disminuy6 la destruccién periodontal. Sin
embargo, debido a la naturaleza polimicrobiana de la enfermedad periodontal se
deben realizar mas investigaciones para considerar la vacunacion como

tratamiento en los seres humanos. (1)
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Realizar una revision bibliografica de las generalidades de la enfermedad

periodontal, los agentes microbiolégicos que se encuentran en la periodontitis y
sitios para toma de muestras que permitan un andlisis de los marcadores

inmunoinflamatorios por medio de las técnicas de biologia celular y molecular.

1.4.2 Objetivos especificos
1) Explicar los diferentes conceptos relacionados con la enfermedad periodontal,

sus agentes causales y respuesta inflamatoria por medio de una revisién
bibliografica.

2) Definir los conceptos de inmunologia basica relacionados con la enfermedad
periodontal.

3) Enunciar los diferentes mediadores celulares en la respuesta inmunolégica
presentes en el paciente periodontal

4) Confeccionar un protocolo de laboratorio para el manejo de las diferentes

muestras de fluido crevicular y saliva.
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2.1 Generalidades de la enfermedad periodontal

2.1.1 Periodoncio normal

El periodoncio se forma con los tejidos de soporte y proteccion del diente
(encia, ligamento periodontal, cemento, hueso alveolar). Se divide en dos partes:
la encia, cuya funcién principal es proteger los tejidos subyacentes, y el aparato de
insercién, compuesto de ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Se
considera que el cemento es parte del periodoncio dado que junto con el hueso,

sirve de soporte a las fibras del ligamento periodontal (1).

2.1.2 Anatomia de la encia
En el nivel microscopico hay un nucleo central de tejido conectivo (constituido
por fibras de colageno) cubierto por epitelio estratificado. Ese epitelio se clasifica
en:
Epitelio bucal o externo: en el punto de vista macro es el que cubre la cresta
y la superficie exterior de la encia libre o marginal y la superficie de la encia
insertada. Se encuentra queratinizado. (1)
Epitelio del surco: recubre el surco gingival, es un epitelio no queratinizado.
Posee capacidad para queratinizarse si se revierte y expone a cavidad bucal o
se elimina por completo la microflora bacteriana del surco. Esto sugiere que la
irritacion local del surco impide su queratinizacién. (1)
Epitelio de unién: Formado por la fusién del epitelio bucal y el epitelio
reducido del esmalte, este ultimo no es esencial para su formacién, por ello, se

restaura después de la instrumentacién o la reparacion quirdrgica. La lamina
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basal interna consta de una ldmina densa (adyacente al esmalte) y una lamina
licida a la cual se fijan los hemidesmosomas. El epitelio de union se fija al
cemento afibrilar presente en la corona (a menos de 1 mm de UAC) y de modo
semejante al cemento radicular. Fibras gingivales fortalecen la insercion del

epitelio de union con el diente. (1)

2.1.3 Liquido crevicular
Es un filtrado desde el tejido conectivo por medio del epitelio del surco. (1)

Funciones:

Elimina material que se encuentra en esa zona como un proceso de placa,

un biofilme en estadios iniciales.

e Favorece la adherencia epitelio-diente porque contiene proteinas
plasméticas.

e Propiedades microbianas.

e Actividad inmune. (1)

2.1.4 Elementos celulares del ligamento periodontal
e Células de tejido conectivo.
¢ Restos epiteliales de Malassez.
e Células de defensa: Neutrdfilos, Linfocitos, Macréfagos, Mastocitos,

Eosindfilos. (1)
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2.1.5 Prondstico periodontal

Se refiere a la prediccion del curso, duracion y desenlace probables de una
enfermedad. Esté el prondstico general e individual. (1)

El prondstico general se refiere a la denticion como un todo y toma en cuenta
factores como: Edad del paciente, gravedad de enfermedad, control de placa del
paciente, cumplimiento del paciente, habitos (tabaquismo, alcohol), enfermedad

sistémica, factores locales, factores protésicos. (1)

El pronéstico por cada pieza dental se determina después de establecer el
prondéstico general, ya que el mismo lo afecta. (1)

i.  Pronéstico bueno: buen soporte periodontal clinico y radiografico, buena

cooperacion por parte del paciente, ausencia de movilidad dental, ausencia

de furcas, minima pérdida en los niveles de insercién, control de los

factores etioldgicos. (5)

ii.  Prondstico regular: movilidad grado I, furca grado | o Il mantenible, pérdida
Osea de leve a moderada, bolsas no mayores a 5 mm, piezas que cuando

se termine la fase higiénica permanezcan en cavidad oral. (5)

ii.  Prondstico malo: bolsas mayores a 5 mm, movilidad grado Il o Ill, furcas
grado Il o lll, pérdida 6sea de moderada a severa, piezas que, a pesar que
se les realice la fase higiénica no puedan quedarse en la boca a menos que

sean tratadas quirdrgicamente. (5)
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2.1.6 Fases del tratamiento.
El tratamiento periodontal consiste en:
i. la evaluacion sistemética de la salud del paciente
ii. unafase terapéutica en relacion con la causa/ en algunos casos
ii.  una fase correctiva/ que comprende tratamientos de cirugia periodontal

Iv.  una fase de terapia periodontal de mantenimiento (6)

La fase sistémica del tratamiento periodontal es todo aquello que el paciente
requiera que no es desde un punto de vista periodontal. Por ejemplo, el tipo de

tratamiento que se da a un paciente hipertenso o diabético.

La fase higiénica es donde se contempla toda la parte de citas (indice de placa,
instrucciones de higiene oral, raspado grueso, correccion de restauraciones,
exodoncias). Al terminar la fase higiénica se entra en la fase de reevaluacion de
los tejidos, hacer otra vez sondeos, indices de sangrado, indices de placa y
dependiendo de los resultados se pasa a la fase quirirgica o fase de

mantenimiento. (1)

La gingivitis y periodontitis son enfermedades infecciosas cronicas. La
interaccidén del microorganismo con el huésped determina el curso y la magnitud
de la enfermedad resultante. A veces, los microorganismos ejercen directamente
su efecto patdgeno, causando la destruccion del tejido o indirectamente,
estimulando y modulando la respuesta inmunitaria del huésped. En general, la
respuesta del huésped funciona de forma protectora al impedir que la infeccion

local evolucione hacia una infeccion sistémica; sin embargo, puede existir
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alteracién y destruccion local de los tejidos del huésped, que se evidencian como

enfermedad periodontal. (1)

2.2 Inmunologia general

El término inmunidad proviene del latin immunis que significa “exento”, y
significa un estado de proteccidon contra una enfermedad infecciosa. (8).
Actualmente, se conoce que la inmunidad celular es mediada por las células T y
qgue los anticuerpos que son producidos por las células B, las cuales confieren

inmunidad humoral. (7)

El concepto de inmunidad se expandi6 mas alla de las enfermedades
infecciosas, al demostrar que sustancias no patogénicas también podian ser
antigenos. Un antigeno es cualquier sustancia que desencadena una respuesta
especifica por linfocitos B o T. Inclusive, al inyectar casi cualquier sustancia
guimica orgénica extrafia a un animal podia inducir la produccion de anticuerpos.
Entonces, se crearon dos teorias para explicar la especificidad de esta unién de

anticuerpos a los antigenos: la selectiva y la instruccional. (7)

La teoria selectiva propuso que las células en la sangre expresaban diversos
receptores, que llamo receptores de cadena lateral, que podian unirse a agentes
infecciosos y desactivarlos. Entonces, cada célula sintetiza muchas copias de solo

un receptor unido a membrana (una especificidad).

La teoria instruccional proponia que un antigeno particular serviria como una

plantilla alrededor de la cual se plegaria el anticuerpo, como un molde para
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impresion. De este modo, la molécula de anticuerpo adoptaria una configuracion
complementaria a la de la plantilla antigeno. (7)
Existen dos sistemas interconectados que colaboran para proteger el

organismo. (7)

2.2.1 Inmunidad Innata

La inmunidad innata constituye una serie de defensas contra infeccion que
estan listas para entrar en acciéon de inmediato cuando un huésped es atacado por
un agente patégeno, ya sea un virus, una bacteria, un hongo o un parasito. Esto
diferencia la inmunidad innata de la adaptativa, la cual tarda dias en surgir
después de la exposicion al agente patdégeno. El sistema inmunitario innato incluye
barreras anatomicas, tanto fisicas como quimicas, ademas de respuestas

celulares. (8)

Las respuestas inmunitarias innatas celulares a la invasion son rapidas, y son
desencadenadas por receptores de superficie celulares o intracelulares que
reconocen componentes moleculares conservados de agentes patdgenos. La
respuesta innata e inflamatoria local son beneficiosas para eliminar agentes

patdgenos y células dafiadas o muertas, y para mantener la salud. (7)

Pese a los multiples estratos del sistema inmunitario innato, algunos agentes
patogenos pueden evadir las defensas innatas y es donde el sistema inmunitario
adaptativo entra en accion. Este sistema se encuentra en guardia y contrarresta la

infeccion con una respuesta hecha a la medida, especifica al agente patdogeno
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atacante. Este ataque ocurre en forma de linfocitos B y T, que generan
anticuerpos, y ceélulas T efectoras que reconocen de manera especifica y

neutralizan los invasores o los eliminan. (7)

La primera linea de defensa del cuerpo son las barreras fisicas, constituidas
por las capas epiteliales de la piel y las superficies mucosas y de tejido glandular
conectadas a las aberturas del cuerpo. Estas barreras epiteliales evitan la
infeccion al bloguear la entrada de agentes patégenos al organismo, sirven como
un aislamiento entre el interior del cuerpo y los agentes patdégenos del mundo

exterior.

Las barreras epiteliales comprenden la piel y superficies tisulares: capas
epiteliales mucosas que revisten los tractos respiratorio, gastrointestinal vy
urogenital, y los conductos de glandulas secretoras como las glandulas salivales,

lagrimales y mamarias. (10)

La piel, la barrera fisica mas externa, consta de dos capas separadas: una
capa externa delgada, la epidermis: compuesta por células epiteliales
estrechamente aglomeradas en su capa interna, y en su capa externa consta de
células en su mayoria muerta que contienen queratina, y la dermis: compuesta
de tejido conjuntivo, vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas y leucocitos mieloides dispersos, como células dendriticas,

macrofagos y mastocitos. (7)
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Las barreras quimicas en estas superficies comprenden sustancias solubles
especializadas que poseen actividad antimicrobiana, asi como pH &cido. La
ruptura de las barreras fisicas provocadas por lesiones genera la produccion de
una amplia variedad de agentes antimicrobianos por parte de la piel y otros
epitelios. Entre las proteinas antimicrobianas producidas por la piel y otros
epitelios en seres humanos son enzimas y proteinas de unidon que actlan

matando las células bacterianas o inhibiendo su crecimiento. (7)

2.2.1.1 Fagocitosis

Las células fagociticas constituyen la siguiente linea de defensa contra agentes
patdgenos que han penetrado en las barreras de células epiteliales. Por medio de
diversos receptores de superficie celular, reconocen microorganismos, como
bacterias, extienden su membrana plasmatica para tragarlos, y los internalizan en
fagosomas. Los lisosomas posteriormente se fusionan con los fagosomas, y
suministran agentes que matan los microorganismos y los degradan. Los
principales tipos de células que llevan a cabo fagocitosis son los macrofagos, los

neutrofilos, las células dendriticas en los tejidos, y los monocitos en la sangre. (7)

2.2.1.2 Reconocimiento de microorganismos

Para el reconocimiento de los microorganismos, los fagocitos expresan
diversos receptores sobre su superficie, algunos de los cuales reconocen de
manera directa componentes moleculares conservados y especificos sobre la
superficie de microorganismos. Estos motivos conservados se llaman patrones

moleculares asociados a agente patégeno (PAMP, del inglés pathogen-associated
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molecular patterns), y estan ubicados sobre la superficie de una bacteria, célula
micotica, parasito o particula de virus. Los receptores que reconocen se llaman
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés pattern recognition

receptors). (7)

La opsonizacion constituye un mecanismo de activacion de la fagocitosis de
manera indirecta, mediante el reconocimiento por fagocitos de proteinas
solubles que se han unido a superficies microbianas, lo que aumenta la fagocitosis
y una vez unidas a las superficies de microorganismo, las opsoninas son
reconocidas por receptores de membrana de los fagocitos, lo cual activa la

fagocitosis. (7)

2.2.1.3 Receptores relacionados con membrana

El sistema inmunitario innato utiliza como sus efectores una variedad de
moléculas solubles, asi como receptores unidos a la membrana celular. En el lugar
de infeccién o lesién se producen determinados tipos de moléculas solubles vy

actuan localmente.

Los PPR pueden ser expresados sobre la membrana plasmatica y otros se
encuentran dentro de las células del ser humano, en endosomas/lisosomas o0 en
el citosol, por lo que la célula puede reconocer PAMP sobre patégenos tanto
extracelulares como intracelulares.

A continuacion, se describen las cuatro familias principales de PRR en seres

humanos, y las vias de sefializacion que activan:
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Receptores tipo Toll

Fueron la primera familia de PPR que se descubrio, y sigue siendo la mejor
caracterizada en términos de su estructura. Pueden encontrarse tanto en la
membrana plasmatica como en las membranas de endosomas y lisosomas, y
reconocen muchos tipos de moléculas de agentes patdgenos. Su localizacion
celular les permite mostrar respuesta Optima a los ligandos microbianos
particulares que reconocen. Los TLR que reconocen PAMP sobre la superficie
externa de microorganismos extracelulares se encuentran en la membrana
plasmatica, donde pueden unirse a estos PAMP e inducir respuestas, y los TLR
gue reconocen componentes microbianos internos se encuentran en endosomas y

lisosomas.(7)

Ademas de ligandos microbianos, los TLR también reconocen DAMP,

componentes enddgenos liberados por células muertas o tejidos dafiados.

Receptores de lectina tipo C

Los receptores de lectina tipo C son receptores de membrana plasmatica
expresados sobre células dendriticas, neutréfilos, monocitos, macréfagos, células
B y subgrupos de células T. En general, actian reconociendo los componentes
carbohidrato en hongos, micobacterias, virus, parasitos y algunos alérgenos. Los

humanos tienen al menos 15 CLR que funcionan como PPR. (7)
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Receptores tipo gen-l inducibles por 4cido retinoico

Se unen a ARN viral en el citosol de células infectadas, donde desempefian

funciones cruciales como detectores de infeccion viral. (7)

Receptores tipo Nod
Son una familia grande de proteinas citosolicas activados por diversos PAMP

intracelular, DAMP y otras sustancias perjudiciales. (7)

2.2.1.4 Tipos celulares de inmunidad innata
Las células principales en la inmunorrespuesta innata son neutrofilos,

macrofagos, monocitos, células asesinas naturales y células dendriticas.

2.2.2 Inmunidad adquirida

La inmunidad adquirida o especifica es la segunda defensa del huésped
cuando los microorganismos superan o evaden los mecanismos innatos
inespecificos de defensa, inicia cuando los antigenos de los microorganismos
invasores entran en contacto con las células del sistema inmunitario (macréfagos y
linfocitos). Es capaz de reconocer y eliminar de manera selectiva microorganismos

y moléculas extrafias especificas (antigenos ajenos). (7, 9)

La inmunidad adaptativa se fundamenta en los linfocitos B y T y tarda mas
tiempo en activarse, pero es mucho mas especifica para el antigeno. La respuesta
inmunitaria evoluciona en tiempo real como reaccion a una infeccion y se adapta

para reconocer, eliminar y recordar mejor al agente patégeno invasor. (7). Ante un
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segundo encuentro con ese agente patdgeno la respuesta de defensa es rapida,

eficiente y especifica. (9)

2.2.3 Inmunidad celular

Microorganismos como virus, algunas bacterias y parasitos que sobreviven
dentro de las células, son inaccesibles para los anticuerpos. Entonces, la
inmunidad celular es la encargada de eliminar estos patégenos intracelulares al

ocasionar lisis de las células infectadas. (7)

Se caracteriza por la participacion de los linfocitos T, los cuales poseen en
su membrana receptores capaces de reconocer antigenos adosados a la

superficie de otras células.

Linfocitos T

Se generan en la médula 6sea y migran a la glandula timo para madurar.
Las células T en maduracién poseen en la membrana una molécula de unién a
antigeno unica llamada receptor de célula T (TCR). Existen dos subpoblaciones de
células T bien definidas: células T colaboradoras (TH) y células T citotdxicas (Tc),
estas se distinguen entre si por la presencia en su superficie de glucoproteinas de
membrana CD4 o CD8, las células T que muestran CD4 funcionan como células

Thy las que exhiben CD8 lo hacen como células Tc.

Los linfocitos T colaboradores reconocen antigenos expuestos en la
superficie de células presentadoras de antigenos. Luego, comienzan a proliferar y

secretar citocinas (interleucinas), moléculas que estimulan la proliferacion de
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linfocitos T, la activacion de linfocitos B y también la activacion de los macréfagos,
aumentando su capacidad fagocitica. (7)

Las células Tc forman linfocitos T citotéxicos (CTL), tienen actividad
citotoxica o de destruccion celular, tienen una funcion vital en la vigilancia de las
células del cuerpo y la eliminacion de cualquiera que exhiba antigeno, como las
células infectadas por virus, las células tumorales y las células de injerto de tejido
extrafio. Los linfocitos T CD8 actian como células citotoxicas, por estos linfocitos
es que la inmunidad celular ataca y destruye directamente células malignas y

aquellas infectadas por virus cuyos antigenos colonicen su membrana. (7, 11)

Citocinas producidas por los linfocitos

Son polipéptidos producidos por células del sistema inmune, su accion puede
ser autocrina cuando actian sobre los mismos linfocitos que las segrego, o
paracrina cuando su efecto es sobre otra célula. Tienen una funcion importante en
los mecanismos efectores involucrados en la eliminacion de antigenos extrafios

como microorganismos. (11)

Las citocinas mas importantes producidas por los linfocitos T en respuesta a un

estimulo antigénico se conocen como interleucinas:

e Interleucina 2 (IL-2): estimula la proliferacion de los linfocitos T activados
por un antigeno e incrementa la respuesta inmune producida por los
linfocitos colaboradores, estimula la generacién y proliferacién de células
citotoxicas e incrementa la produccion de anticuerpos por medio de los

linfocitos colaboradores.
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¢ Interleucina 3 (IL-3): influye en la maduracion de las células cebadas.

e Interleucina 4 (IL-4): factor estimulador de los linfocitos B, favorece la
produccion de inmunoglobulina G-1 e inmunoglobulina E.

e Interleucina 5 (IL-5): estimula el crecimiento y la diferenciacion de los
eosindfilos.

e Interleucina 6 (IL-6): promueve la transformacion de los linfocitos
estimulados por antigenos en células plasmaticas productoras de
anticuerpos.

e Interleucina 9 (IL-9): aumenta la proliferacion de otras células T.

¢ Interleucina 10 (IL-10): producida por la familia de monocitos-macréfagos y

linfocitos colaboradores, inhibe la produccién de otras citocinas. (11)

2.2.4 Inmunidad humoral

Como anteriormente a los liquidos corporales se les conocia como
“‘humores corporales”, los eventos inmunitarios en los cuales participaban los
anticuerpos se conocian como inmunidad humoral. (8)

Este tipo de inmunidad es efectiva contra patdgenos extracelulares y sus
productos, porque el anticuerpo puede unirse a estas estructuras y generar

destruccion. (7)

Se caracteriza por el encuentro de los linfocitos B con un antigeno, su
activacion y transformacion en célula plasmatica productora de anticuerpos

especificos contra el antigeno que lo activo. (9)
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Linfocitos B

Las células B o linfocitos B maduran dentro de la medula 6sea. Al salir de la
médula, cada una expresa un receptor de uniébn a antigeno Unico en su
membrana. El receptor de union a antigeno o receptor de célula B es una
molécula de anticuerpo unida a la membrana; donde se forman una hendidura

donde se unen los antigenos. (7)

Cuando una célula B virgen o inocente (célula que no ha encontrado un
antigeno anteriormente), se encuentra por primera vez con un antigeno que, esta
union del antigeno con el anticuerpo hace que la célula B se divida con rapidez y
se diferencie en células B de memoria. Las células B de memoria tienen una vida
mas prolongada y células B efectoras (células plasmaticas) solo viven unos
cuantos dias. Sin embargo, las células B efectoras secretan grandes cantidades
de anticuerpos. Estos anticuerpos secretados son las principales moléculas

efectoras de la inmunidad humoral. (7)

Anticuerpos

Son conocidos también como inmunoglobulinas, estan unidas a un epitopo
que existen en dos formas, como constituyentes unidos a membrana de las
células B o como moléculas solubles secretadas por células plasmaticas que son
derivadas de los linfocitos B y reaccionan especificamente con determinado

antigeno.
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Los anticuerpos de superficie de la célula B al reconocer un antigeno inician

la proliferacion y diferenciacion en linfocitos B de memoria y células plasmaéticas.

Los anticuerpos secretados circulan en la sangre, donde actian como efectores

de la inmunidad humoral al buscar antigenos para su eliminacién, también ayudan

al control de infecciones por microorganismos extracelulares, neutralizan el

antigeno, toxina o microorganismo o indirectamente al incrementar la fagocitosis

y/o activar la via clasica del complemento. (7,9)

Clases de anticuerpos

Inmunoglobulina G (IgG): Es la mas abundante en el suero, alrededor del
80% de total de las inmunoglobulinas séricas. Existen cuatro subclases de
IgG humana: IgG1, IgG2, 19G3, 1gG4. (7)

Inmunoglobulina M (IgM): Representan 5 a 10% del total de
inmunoglobulinas sérica, se expresa como un anticuerpo unido a
membrana en células B. La IgM es la primera clase de inmunoglobulina que
se produce en una respuesta primaria a antigeno y es la primera
inmunoglobulina que sintetiza el recién nacido. Tienen forma de un
pentamero, donde las cinco unidades de monémero se unen entre si por
enlaces disulfuro, posee 10 sitios de union a antigeno. (7)

Inmunoglobulina A (IgA): Constituye del 10 a 15% del total de las
inmunoglobulinas séricas, predomina en secreciones externas como leche
materna, saliva, lagrimas y moco de las vias bronquiales, genitourinarias y
digestivas. La IgA secretora tiene una funcién efectora en las superficies
mucosas, impide la fijacion de patdgenos a las células mucosas e inhibe las
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infecciones viricas y la formacion de colonias bacterianas. Los complejos de
IgA secretora y antigeno quedan atrapados con facilidad en el moco, luego
son eliminados por las células epiteliales ciliadas de las vias respiratorias o
del peristaltismo intestinal. (7)

e Inmunoglobulina E (IgE): Se encuentra en el plasma en muy bajas
concentraciones, los anticuerpos IgE median las reacciones de
hipersensibilidad inmediata que causan los sintomas de fiebre de heno,
asma, urticaria y choque anafilactico.

e Inmunoglobulina D (IgD): Constituye el 0,2% de la inmunoglobulina total,
junto con la IgM, la IgD es la principal inmunoglobulina unida a membrana
que expresan células B maduras. Aun no se identifica una funcion biolégica

efectora de la IgD. (7)

2.2.5 Células inmunitarias

Todas sus células inmunitarias se desarrollan a partir de células
pluripotenciales de la médula ésea, mediante el proceso de hematopoyesis.
Cuando una célula se va a diferenciar puede hacerlo es una de dos vias:
convertirse en un progenitor mieloide-eritroide comdn que da lugar a todos los
eritrocitos (la linea eritroide), granulocitos, monocitos y macréfagos (la linea
mieloide); o convertirse en un progenitor linfoide que da lugar a linfocitos B,
linfocitos T y células NK. Las células asesinas naturales (NK, Natural Killers)
algunas veces se les menciona como linfocitos granulosos grandes y se cree que

se diferencian de un progenitor linfoide. (8)
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2.2.5.1 Células mieloides

Son aquellas primeras células que muestran respuesta a la invasion por un

agente patdgeno, y comunican la presencia de un fenémeno adverso a las células

de la linea linfoide. (7)

Granulocitos

Son leucocitos que se clasifican como neutréfilos, basofilos, mastocitos o

eosinofilos con base en diferencias de las caracteristicas morfologicas de la célula

y la tincion de sus granulos citoplasmaticos. (7)

Neutroéfilos: Corresponden a la mayoria de los leucocitos (50-70%). Son
liberados hacia la sangre periférica y circulan durante 7 a 10 h antes de
migrar hacia los tejidos, donde tienen un lapso de vida de solo algunos
dias.

Los neutréfilos son reclutados hacia el sitio de infeccién en respuesta a
moléculas inflamatorias, por ejemplo quimiocinas. Una vez en los tejidos,
los neutréfilos fagocitan bacterias y secretan también proteinas que tienen
efectos antimicrobianos y potencial de remodelado de tejido. (7)

Basofilos: Son granulocitos no fagociticos y corresponden a menos del 1%
de leucocitos circulantes. En respuesta a la union de anticuerpos
circulantes liberan el contenido de sus granulos. (7)

Mastocitos: Estas se liberan a la sangre como células indiferenciadas y
maduran hasta que salen de la sangre. Al igual que los basdfilos
circulantes, estas células tienen grandes numeros de granulos

citoplasmaticos que contienen histamina y otras sustancias. (7)
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Eosinofilos: Al igual que los neutrofilos, son células fagociticas moviles. Su
papel de mayor importancia es la defensa contra parasitos multicelulares.
También pueden secretar citocinas que regulan los linfocitos By T, lo que

influye sobre la respuesta inmunitaria adaptativa. (7)

Células presentadoras de antigeno

Estas células se consideran puentes entre el sistema inmunitario innato y el

adaptativo, debido a que hacen contacto con el agente patdégeno en el sitio de

infeccion y lo comunican a los linfocitos T, es decir lo “presentan”. (7)

Monocitos: Constituyen alrededor de 5 a 10% de los leucocitos. Son un
grupo heterogéneo de células que migran hacia tejidos y se diferencian
hacia una diversa gama de células fagociticas residentes en tejido, incluso
macrofagos y células dendriticas. (7)
Macréfagos: Son monocitos diferenciados que migran a tejidos en
respuesta a la infeccion. Algunos de ellos muestran un papel importante en
su reparacién y regeneracion, mientras que otros participan en la respuesta
inmune innata. Entonces, desempefian un doble papel como fagocitos
eficaces que pueden contribuir a la eliminacién de agentes patdgenos de un
tejido y como células presentadoras de antigeno que pueden activar
linfocitos T.(7)
En la inmunidad mediada por células, los macréfagos cumplen funciones
como:

e Funcion citotoxica: genera un proceso de citotoxicidad mediada

por anticuerpos al cual pueden destruir las células tumorales.
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e Funcion secretora: compiten con el higado por la gran cantidad
de mediadores y factores que pueden producir.

e Los macréfagos en inmunopatologia: si no logra eliminarse el
microorganismo, lo activa en forma prolongada ocasionando una
hiperproduccion de citoquinas pro-inflamatorias, lo cual puede
producir un proceso inflamatorio crénico. (11)

iii. Célula dendritica: Surgen a partir de las lineas de células hematopoyéticas
tanto mieloides como linfoides. (7). Fuera de los ganglios linfaticos, formas
inmaduras de estas células vigilan el organismo para buscar signos de
invasion y captan antigenos que se han introducido al organismo. Procesan
estos antigenos y después migran hacia ganglios linfaticos, donde
presentan el antigeno a las células T. (7)

iv.  Eritrocitos: Son células que contienen concentracion alta de hemoglobina y
circulan por los vasos sanguineos y los capilares suministrando oxigeno a
las células y tejidos circundantes. Aquellos que son dafiados pueden liberar
sefales que inducen la actividad inmunitaria innata. (7)

v. Megacariocitos: Dan lugar a plaquetas. (7)

2.2.5.2 Células linfoides
i. Linfocitos: Son las principales células que participan en la respuesta
inmunitaria adaptativa y corresponden entre el 20 y 40% de los leucocitos.
Se subdividen en tres tipos principales: Linfocitos T, Linfocitos B y células

NK. Desde el punto de vista morfologico resulta dificil distinguir entre los
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diferentes tipos de linfocitos, por lo que se depende de las proteinas que
expresan en su superficie. (7)

e Linfocitos B: Estos se distinguen por su sintesis y despliegue del
receptor de célula B (receptor especifico para el antigeno sobre su
superficie), una molécula de inmunoglobulina (anticuerpo) unida a la
membrana que se une al antigeno. Estas células al diferenciarse lo
hacen hacia células efectoras conocidas como células plasmaticas.
Estas pierden expresion de inmunoglobulina de superficie y se
tornan altamente especializadas para la secrecion de anticuerpos.
(8)

e Linfocitos T: Al igual que los linfocitos B expresan un receptor de
union a antigeno singular llamado el receptor de célula T. Pero, a
diferencia de los linfocitos B que reconocen antigenos solubles o
particulados, los receptores de célula T solo reconocen fragmentos
de antigeno procesados. (7)

Células asesinas naturales: Este tipo de células se relaciona mucho con las
células linfoides, sin embargo no expresan receptores especificos para
antigeno y se consideran parte del sistema inmunitario innato. Se distinguen
por la expresion de un marcador de superficie conocido como NK1.1 y por
la presencia de granulos citotoxicos. Son asesinas eficientes de células y
atacan diversas células anormales, incluso algunas células tumorales y
algunas células infectadas por virus. (7)
Las células asesinas naturales (NK) son la primera linea de defensa contra

los diferentes virus y constituyen una sefal de activacién clave para otras
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células, ademés detectan y destruyen células infectadas, que son fuentes
potenciales de grandes cantidades de otras particulas viricas infecciosas.
Las células asesinas naturales son potentes productoras de diversas
citocinas por tanto moldean y modifican las defensas presentes y futuras del

organismo contra el patégeno. (10)

2.2. 6 Antigenos y reconocimiento antigénico

2.2.6.1 Antigeno

Son las moléculas capaces de desencadenar respuesta inmunitaria celular,
humoral o ambas. Es reconocida por los receptores especificos presentes en los
linfocitos T y B. Incluye las sustancias extracorporales y algunas moléculas del

organismo gue son capaces de inducir respuesta inmunitaria. (12)

2.2.6.2 Inmuno6geno
Antigeno que es reconocido por los linfocitos T y B y es capaz de inducir una
respuesta inmune especifica contra él. (15). Término correcto para denominar

antigenos. (10)

2.2.6.3 Epitopo

Es la estructura especifica la cual es reconocida por las células del sistema
inmune adaptativo. (16). Se caracteriza por ser una porcién de 8-15 aminoacidos
de una macromolécula o monosacaridos con la capacidad de inducir una

respuesta inmunitaria. (15). Pueden estar formados por distintos aminoacidos de
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una molécula proteica, cercanos entre si por configuracion tridimensional. Otros

tipos se encuentran ocultos, actuando cuando la proteina se desnaturaliza.

2.2.6.4 Tipos de antigeno segln su origen (15)

i.  Antigeno 6rgano especifico.

i.  Antigeno especificos de especie.
e Se encuentran en todos los individuos de una misma especie. A su
vez, difieren de los antigenos anélogos de otra especie.
iii.  Antigenos ocultos.
e Algunos 6rganos tienen antigenos que estan excluidos del contacto
con el sistema inmune.
e Un trauma a estos 6rganos puede poner en contacto estos antigenos
y desencadenar una reaccion contra ese tejido.
iv.  Antigenos tumorales.
e Algunos tumores presentan moléculas especificas que son

reconocidas por el sistema inmune.

<

Antigenos heterdfilos.
e Presentes en varias especies de animales y que son compartidos por
bacterias, hongos y vegetales.
vi.  Antigenos de reaccion cruzada.
e En ocasiones los anticuerpos reaccionan con moléculas que no son
antigenos, pero tienen estructura similar.

e Proceso presente en reacciones de autoinmunidad.
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vii.  Alérgenos.

e Moléculas inocuas en mayoria de individuos.

e Inducen respuesta inmune en los individuos predispuestos
genéticamente.

e Proteinas y glicoproteinas en su mayoria. Pocas veces, son
carbohidratos.

e Se produce Inmunoglobulina E, generando respuestas inflamatorias
agudas caracteristicas de las reacciones alérgicas.

viii.  Antigenos modificados.

e Moléculas que son modificadas para cambiar ciertas caracteristicas
pero preservando otras.

e Usualmente, son utilizadas para procedimientos de inmunizacion, ya
gue ensefan al sistema inmune a iniciar una respuesta adecuada
contra el antigeno original.

ix. Fotoantigenicidad.

e Moléculas que tienen poca o ninguna capacidad antigénica que al
ser expuestas a la luz ultravioleta se convierten en antigenos
potentes.

e Ejemplo: ADN.

X.  Antigenos del eritrocito.
e Membrana del eritrocito presenta varias moléculas antigénicas.

e Permite clasificacion en distintos grupos y subgrupos.
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e La reaccidn de estos anticuerpos con estos antigenos ocasionan
reacciones inmunes.
e Ejemplo: Transfusion de sangre de un grupo distinto.
xi.  Antigenos de los leucocitos.
e Presentan antigenos no presentes en los eritrocitos, pero presentes
en las demas células nucleadas del organismo.
o HLA-I, HLA-IIL
Xii.  Superantigenos.
e Toxinas que activan al sistema inmune de una forma diferente a la
presentacion normal de un determinado antigeno, estimulando la
liberacion de linfocitos T.
e Activan el 20% de los linfocitos T en contraste con el 0,0001% usual.

e Ejemplo: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.

2.2.6.5 Tipos de antigenos segln su composicion quimica (15)
En mayoria son proteinas, sin embargo, los lipidos, carbohidratos o &cidos
nucleicos de la proteina actian como antigenos.
Proteinas
e Modificacion de las proteinas por diferentes agentes (infecciones,
agentes quimicos o fisicos) es importante para la inmunogenicidad.
Pueden alterar la estructura de la proteina convirtiéndose en sustancias

inmunogénicas (enfermedades autoinmunes).
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e Proteinas de choque térmico o de estrés: Proteinas que se generan
cuando la célula esta sometida a un cambio brusco o estrés (hipoxia).

e Complejos proteina-hapteno requiere colaboracion de Leucocitos T y B.

Carbohidratos

e Manosa, monosacérido importante en respuesta inmune innata, presente
en membrana de bacterias. Es reconocido por receptor presente en
fagocitos.

e Respuesta a polisacaridos en la capsula de los neumococos, lo que
produce distintos antigenos en sangre y clasifica los diferentes tipos de
Neumococos.

e Capacidad antigénica de las glucoproteinas y glucopéptidos esta dada por
las cadenas de carbohidratos mas que por la parte proteica. Principalmente,
las hexosas.

e Antigenos de carbohidratos son reconocidos por las células del sistema

inmune por medio de lectinas tipo C.

Lipidos
¢ Generalmente son no inmunogénicas, exceptuando la cardiolipina, la cual
induce a formacién de antigenos.

e Asociados con proteinas o polisacaridos pueden ser buenos anticuerpos.

Acidos nucleicos

e Importantes en procesos autoinmunes donde hay produccion de antigenos

contra el ADN.
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Coadyuvantes

Sustancias inyectadas en conjunto con un antigeno débil, los cuales potencias la

actividad inmunogénica (15). Se emplean con frecuencia para reforzar la reaccién

inmunitaria de un antigeno con inmunogenicidad baja o en pequefias cantidades.

Tiene uno o varios de los siguientes efectos (10):

Prolongacion de la persistencia del antigeno.

Intensificacién de sefiales co-estimuladoras.

Aumento de la inflamacién local.

Estimulacion de la proliferacion inespecifica de linfocitos.

El sulfato potasico de aluminio es el Unico coadyuvante aprobado para

seres humanos.

2.2.6.6 Caracteristicas de los antigenos

Alteridad: Reconocimiento de una molécula como ajena. El proceso
opuesto es la tolerancia, falta de respuesta a antigenos propios (10). El
poder que tiene un antigeno aumenta conforme es mas extrafia la molécula
en el organismo. Por ejemplo, proteinas de una especie introducidas entre
ellas no generaran respuesta inmune, por el contrario, si se incorporan en
otra especie diferente, se desata una produccion considerable de
anticuerpos (15). Entre mas grande, sea la distancia filogenética entre dos
especies mayor diferencia estructural tienen.

Durante el desarrollo de linfocitos, estos se exponen a componentes
propios, donde las células que reconocen componentes propios son

desactivadas. Las células restantes son liberadas. Por lo tanto, los linfocitos
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qgue no se expusieron a los componentes propios son capaces de reconocer
los componentes propios como antigenos.

Complejidad de la molécula: Entre mas compleja es la molécula
inmundgena, mayor es su capacidad de inducir la respuesta inmune. Por
ejemplo, una cadena lineal es mas débil que otra cadena de igual peso
molecular con ramificaciones.

Las macromoléculas insolubles y grandes son mas inmundgenas que las
solubles y pequefas, ya que las primeras se fagocitan con mayor facilidad
(9). La estereoquimica es importante, ya que las enzimas presentes en las
células presentadoras de antigeno solo pueden degradar proteinas con I-
aminodcidos. Los polimeros con d-aminoacidos no pueden ser procesados.
Tamafo de la molécula: Moléculas menores a 5 000 Da son poco
inmundogenas, mientras que las de 100 000 Da o mas suelen ser potentes.
El alto peso molecular aumenta el potencial inmunogénico (15) Sin
embargo, ciertas moléculas con tamafio molecular pequefio, 1 000 Da han
demostrado ser inmundgenas. (10)

Caracteristicas quimicas (Composicion y heterogenicidad): El tamafio y
alteridad no son suficientes para que una molécula sea capaz de desarrollar
una respuesta inmonogénica (10). Por ejemplo, los homopolimeros tienden
a carecer de inmonogenicidad en comparacion con los heteropolimeros, sin
importar que tamafo tengan (10). En el caso de los lipidos, estos pueden
inducir reacciones de las células B, sirviendo como haptenos al unirse con

ciertas proteinas (10). Grupos de terminaciones quimicas le dan mas
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capacidad antigénica a una molécula. Por ejemplo &cidos y bases fuertes,
benceno y ciertos aminoacidos. (15)
e Carga Eléctrica: Moléculas con carga eléctrica tienen un poder

inmunogénico mayor que las moléculas neutras.

2.2.6.7 Sistema bioldgico y lainmunogenicidad
Genotipo del animal receptor

Constitucion genética (genotipo) es importante en el tipo de respuesta
inmunitaria que se manifiesta y el grado de reaccion. Experimentos con
inmundgenos demostraron que el control genético de una reaccidon inmunitaria
limita el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los genes que codifican
los receptores de células B y T y los que participan en los mecanismos
reguladores inmunitarios también determinan la respuesta de un animal a un
antigeno. Variabilidad genética afecta la inmunogenicidad de una molécula

especifica en un animal. (10)

Dosis y via de administracién del inmunégeno

Los inmundégenos presentan una curva de dosis-respuesta particular,
determinada al medir la reaccién inmunitaria a diferentes dosis y distintas vias de
administracion. La respuesta a anticuerpos se analiza al medir la concentracion de

anticuerpos existente en el suero de animales inmunizados.

Si se combinan dosis y via de administracion, se induce a una reaccion

inmunitaria maxima en un animal particular. Una dosis insuficiente no estimula la
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reaccion inmunitaria porque no es capaz de activar una cantidad suficiente de
linfocitos, o inducir tolerancia. Una dosis muy alta puede inducir tolerancia. Por
es0, en ocasiones, es importante repetir el suministro en un lapso de varias

semanas. (10)

La via de administracion influye en los érganos y células que intervienen en la
respuesta. Por ejemplo, si se administra via intravenosa, el antigeno se traslada
primero al bazo, mientras que si ingresa por via cutanea, se traslada a los ganglios
linfaticos, variando la respuesta inmunitaria (10). Las vias de administracion mas
comunes son:

e Intravenosa

e Intradérmica

e Subcutanea

e Intramuscular

¢ Intraperitoneal

2.2.6.8 Anticuerpos: Estructuray funcion

Los anticuerpos son proteinas largas en forma de Y, las cuales son
responsables de la identificacion de antigenos, unién con estos y subsecuente
proteccion contra invasores patdogenos. La inmunoglobulina tiene especificidad por
un antigeno con el fin de inactivar las sustancias toxicas y para opsonizar (marcar)

para su remocion por medio de los macrofagos, neutrofilos o eosindfilos. (14)

Las moléculas de anticuerpos tienen una estructura comun de cuatro cadenas

peptidicas, que incluyen:
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e Dos cadenas ligeras idénticas

e Dos cadenas pesadas

Las cadenas ligeras se unen con las cadenas pesadas por medio de un enlace
disulfuro y por interacciones intermoleculares como puentes de hidrégeno. Las dos
combinaciones de cadena pesada-ligera se unen entre si por fuerzas
intermoleculares. El nimero y posicion de estos enlaces difieren entre las clases y

subclases de anticuerpos.

Los primeros 110 aminoacidos de la regién aminoterminal de la cadena ligera o
pesada varian entre anticuerpos, regiones V. Segundo presentan una region con
secuencias constantes, designadas como regiones C. Las cadenas pesadas
tienen un dominio variable y 4-5 dominios constantes, mientras que las ligeras
presentan un dominio variable y uno constante. La variabilidad depende del tipo de
anticuerpo. La inmunoglobulina presenta dos fragmentos que son capaces de
unirse con el antigeno (Fab), y presentan un tercer fragmento que carece de

actividad de union a antigeno (Fc).

2.2.6.9 Respuesta ante antigenos
Sitios de unién

Algunas secuencias en asa de los dominios VH y VI contienen aminoacidos
variables y constituyen el sitio de unidon de la molécula. La union al antigeno se
realiza por las porciones amino terminales del anticuerpo, mientras que las

funciones efectoras se dan en la regidén carboxilo terminal. La variacion de la
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secuencia de aminoacidos se encuentra en unas cuantas regiones del los

dominios.

Los anticuerpos presentan regiones hipervariables (presentan mayor
variabilidad) las cuales son el sitio del uniébn a antigeno de la molécula de
anticuerpo. Estas regiones complementan la estructura del epitopo y son
denominadas: regiones determinantes de complementariedad (CDR). La CDR
estd compuesta por tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras. El resto de los
dominios que presentan poca variacidon se conocen como regiones armazon (FR).
La especificidad de un anticuerpo es debido a la variaciébn en la longitud vy
secuencia de la CDR en cada fragmento Fab. La region armazon es un esqueleto
gue da soporte a las seis asas. Las CDR son practicamente exclusivas de cada

anticuerpo.

Union del CDR al anticuerpo

Las seis CDR del anticuerpo entran en contacto con el antigeno, pero las CDR
de la cadena pesada hacen mayor contacto que las CDR de la cadena ligera. El
dominio VH tiene mayor contribuciéon en la uniéon que el volumen VL. La cadena
pesada por si sola es suficiente para dar especificidad. Sin embargo, en algunas

reacciones, la cadena ligera da la mayor contribucion.

El area de contacto del antigeno-anticuerpo es globular y grande. En esta area
entran en contacto entre 15 a 22 aminoacidos del anticuerpo, similar al antigeno

proteico. Antigenos proteicos grandes entran en areas grandes del sitio de union
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del anticuerpo. Los antigenos mas pequefios se ajustan en bolsillos o hendiduras

del sitio de unién.

Union de antigenos y cambios conformacionales

La unién de antigenos produce cambios conformacionales, los cuales mueven
las CDR de la cadena pesada y ligera. Varian la longitud y composicion de los
aminoécidos de las asas de la CDR, permitiendo que adopten forma

complementaria mas eficaz con la de sus epitopos.

2.3 Saliva total

El andlisis salival se ha convertido en un recurso importante para la evaluaciéon
de las condiciones salivales con alteraciones fisioldgicas y patoldgicas, y es una
herramienta (til para el diagnostico de enfermedades, principalmente por su
origen, composicion, funciones e interacciones con otros sistemas de Organos.
Ademas, tiene un método simple de recoleccion, es facil de almacenar y mas
econdémico en comparacion con la recoleccién de sangre. Con la incorporacién de
técnicas y equipos de instrumentacion quimica, recientemente ha sido un
aumento observable en su uso para investigaciones, aplicables a fines basicos y

clinicos en odontologia y otras areas médicas. (17)

La recoleccion y andlisis de la saliva se esta desarrollando como una
herramienta para la evaluacion de biomarcadores fisioldgicos, ya que proporciona

una alternativa util, y no invasiva a la recoleccion de suero y plasma.
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2.3.1 Definicion de saliva total

La saliva es un liquido diluido incoloro, contiene un 99% de agua con una
densidad entre 1002 y 1012 g/L y un pH alrededor de 6,64, sirve como solvente
para otros componentes que la forman y un 1% de solidos disueltos, los cuales
pueden ser diferenciados como: componentes organicos proteicos, componentes

no proteicos y componentes inorganicos o electrolitos. (17,18)

Saliva total es la suma de secreciones de las glandulas salivales mayores y
menores mas el liquido gingival (transudado seroso), es un liquido turbio, posee
particulas en suspension (bacterias, leucocitos, células descamadas del epitelio

bucal, restos alimenticios).

Puede ser considerada como un filtrado del suero, puesto que se deriva de la
sangre. Las concentraciones totales de la mayoria de estos compuestos son
mucho mas bajos en saliva en comparacion con suero o plasma. Sin embargo,
pueden proporcionar una referencia fiable para sus respectivas concentraciones

sanguineas.

Es producida por un grupo de glandulas exocrinas: las glandulas salivales, que
producen y secretan un volumen de fluido que contiene componentes organicos e
inorganicos hacia el exterior del cuerpo. Alrededor del 20% del volumen
plasmatico total se trasloca todos los dias a través de las glandulas salivales, con
secrecion de saliva en humano estimado en el rango de 750 a 1 500 ml por dia.

(17)
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La saliva es uno de los mas complejos, versatiles e importantes fluidos,
suministrando una amplia gama de necesidades fisiolégicas. En el sistema
digestivo, la saliva juega un papel importante en el eséfago, el proceso digestivo y
la proteccion de las células gastricas. En la cavidad oral la saliva participa en la
masticacion, el habla, la deglucién, sensibilidad gustativa, lubricacion de tejidos,
proteccion de las mucosas contra la invasion, la actividad antibacteriana,
antifangica y antiviral, regulacion del equilibrio i6nico en el esmalte,

remineralizacion, y deposicién de la pelicula de esmalte adquirida. (19)

2.3.2 Componentes de la saliva

2.3.2.1 Componentes inorganicos

Se encuentran en forma idnica y no i6nica. Se comportan como electrolitos, los
mas importantes son: Na*, K*, Cl, Ca?", HCOs, Mg?*, y NHz; estos contribuyen
con la osmolaridad de la saliva, la cual es la mitad de la del plasma, por lo tanto, la

saliva es hipotonica con respecto al plasma.(19)

2.3.2.2 Componentes organicos

La parte organica contiene componentes de la secrecion corporal (urea, acido
arico y creatinina), productos de putrefaccion (cadaverina, lipidos como el
colesterol y los &cidos grasos), y mas de 400 tipos de proteinas. Juegan un rol
muy importante en la dinamica de la cavidad bucal puesto que se les atribuyen
propiedades antimicrobianas y antifungicas, participan en la lubricacién y
mantenimiento de la integridad de la mucosa, contribuyen a aumentar la

capacidad buffer y promueven la remineralizacion. (19)
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2.3.3 Caracteristicas preanaliticas de la saliva
La saliva como muestra posee una serie de ventajas y limitaciones con

respecto a cualquier otro fluido bioldgico.

2.3.3.1 Ventajas

e Facilidad de obtencion, almacenamiento y transporte de la muestra, bajo
costo. En relacion al paciente, es una muestra que se obtiene de forma no
invasiva, por lo que se encuentra libre de estrés, no existen problemas para
poder obtener muestras repetidas y poder monitorizar un analito seriado.

¢ La mayoria de los analitos son excepcionalmente estables en este tipo de
muestra. Para los profesionales posee la ventaja de ser menos infecto-
contagiosa que la sangre, cuando exponemos a un individuo sano a
muestras de inefectividad desconocida la mayoria de las veces.

e La saliva es mas facil de manejar para los procedimientos diagnésticos, no

coagula y requiere menor manipulacion.(4)

2.3.3.2 Limitaciones
e La principal limitacion ha sido la tecnoldgica, debido a la falta de
sensibilidad y especificidad de las técnicas, en relacibn a las

concentraciones de los analitos en saliva.(4)

Al comparar la composicion de las proteinas encontradas en saliva con el bien
establecido proteoma plasmatico, encontramos que el 27 % de las proteinas de la
saliva total, se encuentran en plasma y cerca del 40 % de las proteinas que se
sugieren como marcadores de cancer, enfermedad -cardiovascular, etc. se
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encuentran en la saliva total, por lo que el andlisis del proteoma salival puede ser
de gran valor como biomarcador. Tras la identificacién del proteoma, se estudia el
transcriptoma salival (ARNm), es el precursor directo de proteinas, muy estables
en saliva. Se han encontrado microARNsalival con funcién conocida en el

crecimiento celular, diferenciacion, apoptosis, respuesta inmune, etc.(20)

El término biomarcador se refiere a sustancias biolégicas que pueden medirse
y evaluarse para servir como indicadores de salud biolégica, procesos
patogénicos, exposicion al medio ambiente y farmacologia, y respuestas a una
intervencidn terapéutica. Los estudios de las proteinas salivales y el proteoma
salival proporcionan una vision de las interacciones celulares que se mantienen en
el medio oral. Por lo tanto, los pardmetros biolégicos (biomarcadores) de la salud y
las enfermedades permiten una mejor aplicacion y personalizacion de la

prevencion. (20)

Las investigaciones sobre la composicién de la saliva y la presencia de los
marcadores de enfermedad periodontal y otros se hicieron realidad gracias al
desarrollo de nanotecnologias de laboratorio que lograron la deteccién de diversos
metabolitos, moléculas de sefial, hormonas y otras sustancias por varios érdenes
de magnitud. La mayoria de los metabolitos, citocinas, moléculas sefal, u
hormonas en una cierta cantidad mediante filtracion pasiva llegan a saliva y sus
niveles en la saliva reflejan sus niveles en el plasma, por lo que la saliva es un
liquido de diagnéstico prometedor y muy analizado para los marcadores de la

salud. (21)
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La saliva es un sistema que incluye no solo sus propios componentes como los
componentes de los fluidos sulculares, microorganismos y productos de
inflamacion en curso en periodonto, de importancia diagndstica en lo referente a
marcadores de destruccion periodontal, sino también metabolitos y moléculas
sefal que acompafian a los procesos remotos. Las enzimas, proteinas especificas
y no especificas, anticuerpos, y otras sustancias figuran entre las posibles
biomarcadores de enfermedades periodontales y de tejidos distantes. Por lo que la
saliva se convierte en tema de interés entre los expertos en proteémica, e

investigaciéon de la composicién secuencial de proteinas en individuos. (22)

2.3.4 Principales marcadores para enfermedades periodontales que se

encuentran en saliva

2.3.4.1 Actividad enzimatica en la saliva
i.  Aspartato aminotransferasa (AST): Uno de los marcadores mas estudiados
de inflamacibn es aspartato aminotransferasa. Pertenece a las
transaminasas que han sido investigadas durante muchos afios en
bioquimica clinica. Durante la inflamacién, el nivel de AST en tejido
aumenta. Se introduce en el plasma sanguineo y también por difusion por
medio de las glandulas salivales hacia la saliva. Durante la inflamacién
periodontal, también pasa a fluido sulcular y luego en la saliva. Los niveles
de AST son significativa y positivamente correlacionados con la intensidad y

extensiéon de la Inflamacién. La progresién de la enfermedad periodontal, tal
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como profundidad, sangrado gingival y supuracion, se relaciona con
aumento de los niveles de aspartato aminotransferasa salival. (22)
Proteinasas: Neutréfilos y otras células fagociticas liberan proteinasas
especificas, dipeptidil peptidasas y aminopeptidasas. Sus niveles en la
saliva se correlacionan con la intensidad y la extensiéon de la inflamacién en
los tejidos periodontales.

Lactoferrina: El nivel de lactoferrina en la saliva durante el periodo de
inflamacion periodontal también aumenta. Se sabe que durante la
periodontitis la saturacion de la lactoferrina con el hierro disminuye, por lo
tanto, la lactoferrina se degrada en productos que pueden dafiar los tejidos.
(22)

Metaloproteinasas: Las metaloproteinasas y su relacién con la inflamacion
periodontal han sido ampliamente estudiadas, ya que las enfermedades del
coldgeno pueden inducir inflamacion. Hoy en dia mas de veinte
metaloproteinasas isoenzimas y sus sistemas inhibidores tisulares son
conocidos. Las metaloproteinasas de matriz 8 y 9 son las principales
metaloproteinasas en la saliva. En cantidades mas pequefias, la saliva
también contiene metaloproteinasas de matriz 1, 2, 3, 7, 12, 13, 14, 25y 26,
y los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz 1 y 2.
Aumento del sangrado al sondeo, nivel de insercion y profundidad de la
bolsa han demostrado en repetidas ocasiones significativas, correlaciones
positivas con niveles elevados de matriz metaloproteinasa, lo que sugiere la
metaloproteinasa matriz 8 como potencial marcador para el monitoreo de la

actividad de la enfermedad periodontal. La metaloproteinasa de matriz 9
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interviene en muchas funciones del proceso de la enfermedad periodontal,

incluyendo la destruccion de tejidos y respuestas inmunes. (23)

2.3.4.2 Oxido nitrico radical (NO)

El radical 6xido nitrico es importante para el correcto funcionamiento de los
neutréfilos y macréfagos. En pacientes con periodontitis, la arginasa disminuye el
nivel de saliva. Se supone que esto puede ser una consecuencia de una

disminucién de la actividad fagocitica.

2.3.5 Otros marcadores en enfermedades periodontales
Proteina C Reactiva (PCR)

La proteina C-reactiva es un conocido indicador de actividad inflamatoria o
reumatica. Durante la periodontitis, los niveles salivales de PCR aumentan y su
disminucion indica un exitoso tratamiento antiinflamatorio. Los altos niveles de
PCR en la saliva durante la periodontitis difusa son riesgo de proceso local para la
formacion o progresion de enfermedad cardiovascular. Los niveles de PCR

aumentan con la severidad de la enfermedad periodontal. (22)

Fibronectina

Durante la periodontitis, un menor nivel de fibronectina en la saliva es evidente.
La fibronectina bloquea las adhesinas de muchos microorganismos periodontales,

reduciendo su adherencia a los tejidos periodontales. (22)
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Neopterina

La neopterina es una citoquina producida por los macréfagos que participa en la
formacion de éxido nitrico radical que es importante para la fagocitosis. Su nivel en

la saliva aumenta durante la inflamacion periodontal. (22)

Citocinas

Proteina adicional marcadora de inflamacién, cuyos niveles se correlacionan
con la intensidad de la inflamacién periodontal, es detectable en la saliva.
Ejemplos de estos incluyen el factor activador de plaquetas, factor de crecimiento

endotelial y factor de crecimiento de hepatocitos.

Interleucina-1 beta salival

Esta elevada en las enfermedades y sus niveles estan fuertemente
correlacionados con la progresion de la enfermedad y se considera un buen
biomarcador para discriminar entre sitio periodontal activo e inactivo. La

interleucina-1 beta salival también se ha asociado con periodontitis avanzada. (22)

2.4 Analisis del contenido inflamatorio en el fluido crevicular

Composicion del liquido crevicular: es una presion ejercida por el plasma
trasvasado de las arteriolas sobre el epitelio de insercion, esto obliga a atravesar
el epitelio dejando atras en los tejidos a los factores de la coagulacion sanguinea
y algun otro elemento plasmatico, de lo que resulta un filtrado seérico, rico en
proteinas como la albumina, &a-globulinas, heminas, inmunoglobulinas como las

IgG y IgM, e IgA (sérica), las proteinas del complemento, interleuquinas o
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citoquinas, lactoferina que fija el hierro sérico que requieren algunas bacterias
ferrodependientes para poderse reproducir, asi como células defensivas
(macrofagos, monaocitos, linfocitos, y otras), las cuales se encuentran en pequefas

cantidades como parte de la llamada vigilancia inmunoldgica. (23, 24, 25)

2.4.1 Funcién inmunitaria

Las inmunoglobulinas se forman usualmente en la submucosa gingival y actdan
a este nivel, reaccionando con las bacterias que invaden los tejidos (reaccion
antigeno-anticuerpo), lo que resulta neutralizacién de toxinas, enzimas y otros
productos bacterianos, pero este complejo Ag-Ac, puede también reaccionar con
la primera proteina del complemento (C), por lo que se producen sustancias
vasoactivas y quimiotécticas, lo que termina lisando o haciendo fagocitables a las
bacterias. La IgAs puede atravesar el epitelio, pasar al liquido gingival, donde esta
la fuente de la invasién, y neutralizar alli los antigenos que se generan en éste.
También, pasan al liquido células defensivas para la vigilancia inmunolégica, pero
si existe invasion de bacterias virulentas a los tejidos, éstas se incrementan mucho
en numero, pudiendo ser este conteo, un indicador de infeccion local. Los
anticuerpos gque en esta zona se forman, ingresan a la memoria antigénica, y se

forman constantemente, mientras persista la invasion bacteriana. (23, 24)

2.4.2 Significacion clinica del contenido del liguido gingival
Se ha sugerido que en condiciones patolégicas, la cantidad de liquido aumenta

considerablemente, aunque sigue en discusion si este liqguido es un proceso
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fisiolégico epitelial, continuo o intermitente, o si es un exudado reaccional,
secundario a invasiones bacterianas, aunque su cantidad y composicion, sobre
todo carga bacteriana y celular , estan en relacion directa con el estado de salud
periodontal: escaso en encias sanas, con pocas bacterias y algunas células
defensivas (vigilancia inmunoldgica), y abundante en presencia de inflamacion,
con multiples bacterias y gran cantidad de células defensivas y citoquinas. La
presencia de cantidades apreciables de IL14, es altamente indicativa de
inflamacion gingivoperiodontal y es considerada como el mas importante agente
enddgeno de destruccion 6sea, ya que esta citoquina estimula la conversion de

osteoblastos en osteoclastos. (23, 24)

Beck y Offenbacher (26) encontraron una asociacion positiva entre la cantidad
de esta interleuquina y la profundidad de las bolsas periodontales. Estos mismos
autores asocian la cantidad de la IL1a al desarrollo de ateroesclerosis, y en
consecuencia, de enfermedad cardiovascular. Parece existir fuertes evidencias
entre los patdgenos periodontales (Porphyromona gingivalis, Prevotella intermedia
y otras) y los infartos de miocardio. Dorn (27), probaron la capacidad invasiva de
P. gingivalis y otros a las células endoteliales de las arterias coronarias. El efecto
de la IgAs es incrementar los niveles de la enzima lisosomal polimorfonuclear a-
glucoronidasa, aun antes o coincidiendo con la aparicion de signos caracteristicos
de afeccion gingival, y esta enzima desaparece cuando se instaura un tratamiento
preventivo, por lo que ha sido asociada fuertemente a riesgo de actividad de

enfermedad gingival. (23)
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La cantidad y variedad de células defensivas, asi como de inmunoglobulinas,
de citoquinas; la actividad de la elastasa, los niveles de aglicoronidasa y también
de la enzima citoplasmética aspartatoaminotransferasa, en los tejidos o en el
liquido gingival, asi como la aumentada cantidad de éste, pueden ser indicativos
de afeccion periodontal, aun antes de aparecer signos clinicos evidentes de

afeccion gingival, aunque tal vez no distingan los tipos de estas afecciones. (23)

2.4.3 Recoleccion de muestras a partir del fluido crevicular

Para el analisis del fluido crevicular éste debe ser recogido de forma que se
produzca un minimo deterioro del entorno del surco durante el menor tiempo
posible; como referencia se ha estimado que la recogida no debe durar mas de 30
segundos. (28). Faria (28) describe los siguientes métodos posibles para la

recogida del fluido crevicular:

2.4.3.1 Tiras de papel

Las tiras de papel son pequefias bandas de celulosa que permiten absorber por
capilaridad el fluido crevicular cuando son insertadas en el surco gingival, o
cuando son colocadas en su entrada. Su principal limitacién radica en el hecho de
gue solo permiten cuantificar el volumen de fluido generado. Una vez recogidas
las muestras, existen varias técnicas para cuantificar el volumen de fluido:
mediante analisis colorimétrico, mediante valoracion del tamafio de la tira con

fluido, y mediante fluorescencia. EI método mas extendido consiste en la

71



determinacion de la penetracion de fluido en la tira mediante un dispositivo
electronico (Periotron, ProFlow, Amityville, NY).Las diferencias encontradas son
registradas digitalmente para determinar el volumen total de fluido crevicular. La
determinacion obtenida con esta aparatologia puede verse influida por la
temperatura ambiental y/o por el grado de humedad; para minimizar esta
influencia fue desarrollada una nueva generacion de lectores (Periotron 6000,
ProFlow, Amityville, NY). Una variante es utilizar conos de papel absorbente y
colocarlos en tubos eppendorf con una sustancia buffer para el traslado al

laboratorio. (28)

2.4.3.2 Micropipetas

Las micropipetas son dispositivos que permiten recoger pequefios volumenes de
liquido, en este caso fluido gingival, para su cuantificacion o analisis cualitativo.
Para esto, la pipeta debe ser colocada a la entrada del surco para la recogida del
fluido por accion capilar, y medir asi el volumen del fluido que entra en el tubo. En
relacion al andlisis del fluido, este método presenta el inconveniente de la
alteracion en la composicion del fluido al entrar en contacto con la superficie del
tubo de la pipeta; determinados sustancias podrian quedar adheridas a su

superficie, y posteriormente, no podrian ser detectadas. (28)
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2.4.3.3 Microjeringas

Este es un método de valoracion de la cantidad de fluido. Para ello, se introduce
un volumen conocido de una sustancia tampon mediante una pequefia jeringa en
el surco gingival, y posteriormente es arrastrado junto con el fluido previamente
existente en el surco. La sustraccion de ambos volumenes nos proporciona el

valor correspondiente al fluido crevicular. (28)

2.4.3.4 Tiras de plastico

Estas tiras de plastico sirven para la recogida y examinaciéon de leucocitos
intracreviculares. Permiten cuantificar el nimero de PMN en surco Yy relacionar su

cuantidad con la respuesta inflamatoria. (28)

2.5 Células inmunolégicas en sangre: los neutréfilos y su funcion

2.5.1 Sangre

Es una variedad del tejido conectivo, siendo este una subclase especializada del
mismo. Se caracteriza por tener un pH de 7,4 y color entre rojo brillante u oscuro,
dependiente de la cantidad de oxigeno presente en la hemoglobina. Esta tiene dos
componentes: liquido el cual corresponde al plasma y solido, que constituyen los

elementos formes de la sangre (células sanguineas y plaquetas): (29)

Entre sus funciones se encuentran
e Transporte de oxigeno, nutrientes y productos del metabolismo.

e Transporte de hormonas y gases a diferentes 6rganos del cuerpo.
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e Transporte de dioxido de carbono y sustancias de desecho a érganos
excretores.

e Homeostasis (equilibrio acido-base, equilibrio osmotico y electrolitico).

e Regulacion de temperatura corporal.

e Hemostasia. (29,30)

2.5.2 Eritrocitos

Conocidos como hematies. Tienen forma de discos biconcavos, sin nucleo, lo
cual le permite una mejor cantidad de area de superficie. La forma que presenta
es indispensable para el intercambio gaseoso. Contiene hemoglobina y otras

enzimas glucoliticas. (29)

2.5.3 Leucocitos

Estan presentes en sangre, en una concentracién menor a la de los eritrocitos.
Se estima que un adulto tiene entre 6000 a 10000 leucocitos por mililitro cubico de
sangre. En sangre tienen forma redondeada. Se dividen en dos grupos:

i.  Granulocitos: presentan granulos en el citoplasma. Se dividen en tres tipos,
de acuerdo con el color que toman al usar la tincion de Romanovsky(29):
e Neutrofilos
e Eosinofilos
e Basdfilos
ii.  Agranulocitos: No presentan granulos. Se dividen en dos tipos:
e Leucocitos

e Monocitos (29)
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2.5.3.1 Neutrofilos

Son los leucocitos mayormente presentes en sangre, se estiman entre un 60-70%
de los leucocitos totales. Presentan un nucleo con varios l6bulos (multilobular),
caracteristica que le confiere el nombre de polimorfonucleares (PMN). Tienen una
vida media en sangre de 6-7 horas, sin embargo, las sefiales inflamatorias
aumentan la longevidad de los neutrofilos en los tejidos, por ejemplo, se calcula
que en tejido conectivo pueden permanecer hasta 4 dias. La longevidad de los

neutrofilos en los tejidos contribuye a efectos nocivos, generando lesiones. (29,30)

Cada l6bulo del neutréfilo se conecta entre si por filamentos de cromatina
(cayado o banda), las cuales estan ausentes en las células inmaduras. Al
envejecer la célula, aumenta la cantidad de l6bulos en el nlcleo. La presencia de
los I6bulos se denomina hipersegmentacion. El citoplasma de estas células
presenta granulos, divididos en tres tipos: (29)

i.  Granulos primarios/azurofilos grandes: lisosomas, las cuales son vesiculas
grandes y densas que permiten la muerte y degradacion de los
microorganismos invasores. Contienen diferentes enzimas, entre las que
encuentran: mieloperoxidasa, lisosima y defensinas: proteinas ricas en
cisteina. (31, 32)

ii.  Granulos secundarios/pequefios especificos: Tienen un tamafio menor a los
primarios y son menos densos. Presenta lisozima y lactorrerina en mayor
cantidad que los granulos primarios, y otras enzimas como elastasa y
mieloperoxidasa las cuales ayudan a llevar a cabo las funciones

antimicrobianas de la célula. (29, 32)
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iii.  Granulos terciarios: Contienen fosfatasa acida y lisozima (32)

Los neutréfilos son la primera linea de respuesta celular a la lesion y los sitios
de infeccion, actia como una barrera de defensa contra las infecciones
bacterianas agudas y son mediadores potentes de inflamacion aguda. Su funcion
principal es la respuesta rapida ante la invasion de agentes externos al organismo
(virus, bacterias, hongos, parasitos, entre otros), por medio de la fagocitosis.
Ademas facilitan el reclutamiento de monocitos hacia los tejidos inflamados, los
cuales tienen capacidad de fagocitar neutrdéfilos, permitiendo la resolucion de la
respuesta inflamatoria. Presentan receptores Fc para la inmunoglobulina G. (29,

30,32)

Funcionamiento fisioldgico

Para que exista una respuesta por parte de los leucocitos, es indispensable que
exista inflamacion con o sin infeccidén. La inflamacién produce vasodilatacién por
accion de la histamina, la serotonina, factor tisular, trombina, entre otros. Lo
anterior genera reducciéon del flujo circulatorio que trae como consecuencia el

acercamiento de los neutrofilos al endotelio capilar. (32)

El flujo de sangre reducido en conjunto con IL-1, TNF-a y los lipopolisacaridos
bacterianos facilita el aumento de selectinas adhiriéndose al endotelio capilar. Las
integrinas asy B2 aumentan la fuerza tensil y afinidad de los neutréfilos permitiendo
una adhesion fuerte al endotelio capilar. El neutréfilo se aplana y la quimioquima

interleucina-8 atrae otros neutrdfilos repitiendo el ciclo de fijacion.
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Posteriormente hay acoplamiento a proteinas G y permiten la migracion del
nucledfilo entre las uniones intercelulares o en forma transcelular. Se adhiere a
moléculas de union intercelular: JAM-A, B y C, luego al receptor CD47 o VE
cadherina. Las SIRPA a con previa fosforilacién, facilita la diapédesis del
neutrofilo.

Cuando el neutrdfilo alcanza el otro extremo las moléculas intercelulares se
vuelven a juntar. El neutrdfilo libera elastasa del granulo primario y colagenasa del
granulo secundario para romper la matriz extracelular y la fibronectina, para
fagocitar las particulas en suspension. Los procesos anteriores requieren de
energia, los cuales se consiguen de la glucolisis anaerdbica o la accién de la

NADPH.

En la matriz extracelular, el neutrofilo apoptotico o fagocitado por el macréfago
inicia un proceso de reparacion. Este proceso se da por la llegada de basdbfilos, los
cuales alargan la vida del neutrdfilo, liberando sustancias para la reparacion, por

ejemplo, factores de crecimiento.

Los neutréfilos salen de la circulacion sistémica dependiendo de las
necesidades del organismo (ejemplo estrés, miedo), son abundantes en la
mafiana, aumentan durante el embarazo y después de los tiempos de comida. La
mitad se encuentran adosados al endotelio, la otra mitad circulan en el torrente
sanguineo. El mayor volumen de estas células se encuentran principalmente en
los capilares de los organos que requieren de una mayor defensa, ejemplo:

bronquios y el tubo digestivo. (33)
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2.5.3.2 Eosinofilos

Representan entre el 2-4% de la cantidad total de leucocitos presentes en
sangre. Presentan dos lobulaciones en su nucleo, a diferencia del los neutrdfilos
que presentan una cantidad mayor de lobulaciones. El citoplasma presente
granulos, los cuales se tifien de color rojo en los cortes de histolégicos. Los
granulos presentan cuatro proteinas principales: arginina, proteina catidénica de
eosindfilo (ECP, capaz de neutralizar la heparina), peroxidasa del eosinofilos
(EPO, facilita la destruccion por los macréfagos) y neurotoxina derivada del
eosinofilo (EDN, causa disfuncién del sistema nervioso de los parasitos). Los
granulos especificos contienen ademas histaminasa, arilsulfatasa, colagenasa,

catepsina. (29)

Al igual que los neutrofilos, presentan granulos azurofilos, que contienen
lisosimas como hidrolasas &cidas y enzimas hidroliticas que actian en la

destruccién de parasitos. (29)

Estas células se caracterizan por:
e Ser la primera linea de defensa contra parasitos.
e Intervienen en reacciones alérgicas.
e Fagocitosis del complejo antigeno-anticuerpo.
e Participan en el asma bronquial.

e Moderan efectos de los agentes vasoactivos inflamatorios. (29, 30)
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2.5.3.3 Basodfilos

Son los leucocitos menos abundantes, representan menos del 0,5% del total.
Tienen un tamafio menor al neutréfilo. Su nombre se debe a que presentan
granulos especificos muy abundantes, los cuales se tifien de color azul oscuro o
purpura debido a la presencia de heparina y otros factores que median la
respuesta inflamatoria. Presentan granulos azuréfilos inespecificos, los cuales
contienen enzimas similares a las de los neutrofilos. (29, 31)

Presentan receptores de inmunoglobulina E, y tienen la capacidad de liberacion
de histamina activarse con el antigeno. Ademas presentan otras enzimas como la
Fosfolipasa A, la cual cataliza leucotrienos, promoviendo la respuesta inflamatoria.
Estas células estan presentes en las reacciones de hipersensibilidad aguda,
infecciones virales, procesos inflamatorios cronicos, hipersensibilidad inmediata

(asma bronquial) y tardia (alergias). (29, 31)

2.5.3.4 Linfocitos

Agranulocitos mas comunes, de tamafio mas grande que los eritrocitos. Se
dividen en tres tipos (B, T y NK). El 80% corresponden a linfocitos T, el 15% a
linfocitos B y el resto corresponden a células NK. Desempefian funciones

fundamentales en la reaccion inmunitaria. (29)

2.5.3.5 Monocitos
Leucocitos de mayor tamafo, son fagocitos circulantes por el torrente
sanguineo. A pesar de su clasificacion, presentan granulos pequefios que

contienen enzimas lisosimicas. Son precursores de distintos tipos de células;
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estos se movilizan a los tejidos diferenciandose en fagocitos (histiocitos,
osteoclastos, macrofagos, macrofagos del ganglio linfatico, médula 6sea, etc.).
Estas células son las principales efectoras de la respuesta inmunitaria a la
infeccion y la lesion, sobre todo por medio de los mecanismos da fagocitosis,
liberaciobn de mediadores inflamatorios y eliminacion de células apoptéticas. Las
células derivadas de monocitos son células presentadoras de antigenos, las

cuales tienen roles importantes en la defensa inmunitaria. (29, 30, 31)

2.6 Biopsia de tejido gingival

El término biopsia se origina del griego bios que significa vida y opsis que
significa vision, es decir visibn de vida. Una biopsia es la remocion de una
pequefia muestra de tejido para ser examinada. Después de que el tejido es

removido, es enviada a un laboratorio donde serd examinada al microscopio. (34)

La evaluacion histologica de infiltrados inflamatorios gingivales y anatomia
epitelial en biopsias gingivales son importantes en la investigacion periodontal y

ademas tiene un impacto en el diagnostico.

Las biopsias de tejido gingival por lo general provienen de diferentes fuentes
como: areas adyacentes al diente que se sometié a una extraccion, regiones de
papilas interdentales que fueron sometidas a una gingivectomia. Todas ellas son
muy invasivas dejando cicatrices o defectos, por lo que lo es casi imposible de

utilizar a gran escala para el diagnostico. (35)
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Numerosos métodos pueden ser utilizados para recoger muestras de tejido de
la mucosa oral para un examen histopatologico. Realizar biopsias con bisturi es el
estandar y generalmente produce el espécimen mas satisfactorio. Otras técnicas
que se pueden utilizar incluyen: el uso de una aguja, biopsia de punch, laser o con
electrocauterizador. (34) El uso estandarizado de 2mm de didmetro para biopsias

de tejido periodontal parece adecuado para andlisis de inmunohistoquimica (35)

Se cree que biopsias minimamente invasivas pueden ser una alternativa para
el estudio de la expresiéon de citoquinas en sitios con enfermedad periodontal. (35)
El diagnéstico microbiolégico es una razon fundamental para el plan de
tratamiento y obtener el consentimiento informado en pacientes con periodontitis,

esto al visualizar sus propios patégenos bacterianos. (36)

Existen varios métodos de deteccion de patégenos periodontales como cultivos
anaerobicos usando un medio selectivo, técnicas moleculares biologicas e
inmunoensayos. Las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
basadas en secuencias de ADN objetivo, son las mas utilizadas. Sin embargo,
éstas no son cualitativas y graban solamente la presencia de la bacteria en la

muestra. (36)

2.6.1 Diagnostico de Infecciones bacterianas y fungicas

Los examenes de laboratorio por lo general incluyen la preparacion de cultivos
con condiciones adecuadas para el crecimiento de una amplia variedad de
microorganismos. Un espécimen recogido adecuadamente es el paso mas

importante en el diagnostico de infecciones, ya que el resultado depende de la
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seleccion, el tiempo y el método de recoleccion del espécimen. Debido a que el
aislamiento del agente es tan importante, el espécimen debe ser obtenido del sitio

mA&s propenso a dar el agente en esa etapa particular de la enfermedad. (37)

Reglas generales que aplican a todos los especimenes:

La cantidad del material debe ser adecuada segun el analisis que se vaya a

realizar.

e La muestra debe ser representativa del proceso infeccioso.

e La contaminacion del espécimen debe evitarse utilizando equipo estéril y
una técnica aséptica.

e El espécimen debe ser llevado al laboratorio y ser examinado prontamente.

e Los especimenes deben ser obtenidos antes de que farmacos

antimicrobianos sean administrados. (37)

2.6.2 Diagndéstico molecular

Sondas de hibridacién de acido nucleico

El principio de los ensayos moleculares de la sonda de hibridacion es la
hibridacion de una sonda de acido nucleico caracteristica con una secuencia de
acido nucleico especifica en una muestra de ensayo seguido por la deteccion del
hibrido apareado. La sonda de &acido nucleico estd marcada con enzimas,
sustratos antigénicos, moléculas quimioluminiscentes o radioisétopos para facilitar

la deteccion del producto de hibridacion. (37)
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La deteccién del &cido nucleico en la muestra puede ser muy especifica,
mediante la seleccion cuidadosa de la sonda o haciendo un oligonucleétido

especifico y realizando la hibridacion con gran rigurosidad. (37)

En la actualidad estos ensayos se utilizan principalmente para la confirmacion
rapida de un patégeno una vez que se detecta el crecimiento. La hibridizacion in
situ involucra el uso de sondas de ADN etiquetadas o sondas de ARN etiquetadas
para detectar acidos nucleicos complementarios en tejidos sumergidos en parafina
y formalina, tejidos congelados o preparaciones citoldgicas ensambladas en un

portaobjetos. (37)

Por otro lado, esta técnica ha incrementado el conocimiento de la biologia de

muchas enfermedades infecciosas. (37)

Una técnica original que es un tipo de modificacion de una hibridizacion in situ
hace uso de sondas de &cido nucleico con péptidos. Las sondas de acido nucleico
con péptidos son piezas sintetizadas de ADN, en las cuales la estructura del ADN
compuesta por fosfato de azlcar (cargada normalmente) es reemplazada por
unidades repetitivas de poliamida (carga neutral). Las bases nucleétidas
individuales pueden acoplarse a la ahora estructura neutral que permite una mas
especifica y rapida hibridizacion a los acidos nucleicos complementarios. Debido a
gue las sondas son sintéticas, no estan sujetas a degradacion por las nucleasas y
otras enzimas. Estas sondas pueden ser utilizadas para la deteccion de
Staphyloccos aureus, enterococo y algunas candida spp, y algunos bacilos gram —

de cultivos de sangre positivos. La sonda de hibridizacion es detectada por la
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fluorescencia, y se llama hibridizacion péptida in situ con fluorescencia acido

nucleica. (37)

2.6.2.1 Sonda de hibridizacion 16S Rrna

El ARNr 16S de cada especie de bacterias tiene porciones estables de la
secuencia y hay muchas copias presentes en cada organismo. Entonces se
afladen sondas marcadas especificas para el ARNr 16S de una especie y se mide
la cantidad de marcador en el hibrido de doble hebra. (37) Esta técnica se utiliza

para la rapida identificacion de muchos organismos.

2.6.2.2 Sistemas de amplificacién objetiva

El ADN o ARN objetivos son amplificados varias veces en este tipo de ensayos.
La reacciébn en cadena de la Polimerasa (PCR) es utilizada para amplificar
cantidades extremadamente pequefias de un ADN especifico que esta presente
en un espécimen, haciendo posible la deteccién de lo que inicialmente era una
cantidad minima del ADN. La PCR utiliza una polimerasa de ADN termoestable
para producir una amplificacién doble del ADN objetivo con cada ciclo de

temperatura. (37)

El ADN extraido de la muestra junto con los primers de oligonucleétidos
especificos de secuencia, nucleétidos, la ADN polimerasa termoestable y el buffer;
son calentados a 90°-95° C para desnaturalizar las dos cadenas del ADN. La
temperatura se reduce a 45°-60° C dependiendo de los primers. Cada primer se

extiende por la ADN polimerasa termoestable mediante la adicién de nucle6tidos

84



complementarios al ADN objetivo que produce la doble amplificacién. Este ciclo se
repite de 30 a 40 veces para producir amplificacion del segmento de ADN objetivo
en mas de 10%° veces. El segmento que es amplificado puede ser visto en un gel
electroforético o detectado por un andlisis de Southern Blot usando sondas de

ADN marcadas especificas para el segmento. (37)

El PCR también puede interpretar ARN, el cual se denomina PCR transcriptasa
reversa donde la enzima transcriptasa reversa es utilizada para transcribir el ARN

en ADN complementario para una amplificacién en PCR subsecuente. (37)

Los métodos bioldgicos moleculares que utilizan secuencias de ARN del ARN
ribosémico 16S, ahora se usan comunmente para la identificacion y clasificacion
de bacterias. Las secuencias de ARN ribosomal se utilizan ampliamente para
clasificar la taxonomia filogenética bioldgica, incluida la de microorganismos. Tales
secuencias habilitan la identificacibn de microorganismos porque el ARN
ribosomal 16S contiene otras secuencias variables mas que cambian de acuerdo a

especies o familias. (36)

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) que utiliza ARNr 16S es una de las
herramientas mas poderosas en cuanto a visualizacibn de microorganismos y
habilita la deteccién y enumeracion de poblaciones bajo condiciones espontaneas
sin ser cultivadas. En la mayoria de los estudios que utilizan FISH, se han utilizado
aproximadamente 20-mer oligonucledtidos como sondas de ARNr 16S porque

sondas de oligonucleétidos cortos pueden impregnar células enteras fijas. El
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tamafo de una sonda debe aumentarse para obtener una especificidad necesaria.

(36)

La mayor ventaja de utlizar FISH es que las bacterias que crecen son
detectables, especialmente aquellas especies periodontales que son anaerdbicas
que no pueden ser cultivadas o resultan dificiles de cultivar. Por ejemplo la P.
gingivalis es un anaerobio estricto que tiene requerimientos nutricionales de
vitamina K y hemina, ademas es dificil detectar estas especies utilizando técnicas
dependientes de cultivo. Estudios demuestran que FISH con una sonda de Unico

uso puede facilmente detectar la presencia de P. gingivalis y A.A. (36)

La utilizacién de métodos como FISH en muestras de tejidos es limitada debido
a la autofluorescencia de varios de los componentes tisulares, entre ellos los
glébulos rojos. Estos componentes obstaculizan la aplicacién de esta tecnologia

cuando los tejidos inflamados sangran.

Por lo tanto, para la identificacion de bacterias en tejidos gingivales inflamados
se ha desarrollado un método denominado Hibridacion in situ utilizando una sonda

de ADN marcada con digoxigenina. (38)

2.6.3 Protocolo
I.  Preparacion de la sonda.

ii. Desparafinizacion y rehidratacion del corte del tejido.
iii.  Tratamiento previo de cortes de tejido.

iv. Hibridacién con la sonda.
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v. Deteccién con anticuerpo anti-digoxigenina.

Una de las limitaciones de este protocolo es la incapacidad de aplicar multiples
sondas al mismo tiempo. Ademas, excluir las sefiales de contaminantes en la

superficie de la seccion es limitado. (38)

2.7 Interaccion de los anticuerpos y antigenos en la enfermedad peridontal
La enfermedad periodontal se caracteriza por la inflamacién e infeccion
localizada o generalizada de las estructuras de soporte del diente (como el hueso
alveolar, ligamento periodontal, cemento y encia), producida principalmente por
bacterias anaerobias Gram negativas que se encuentran en la placa subgingival
como Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia
forman un consorcio en el biofilm subgingival y son consideradas como las
principales bacterias  periodontopatdogenas, se tiene también  otros
microorganismos predominantes en el proceso de la enfermedad como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus migros, Eikenella

corrodens. (39, 40)

Actinobacillus actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis son las
principales bacterias periodontopatogénicas presentes, se da una produccién
elevada de anticuerpos en la saliva, fluido crevicular gingival o en el suero de
pacientes con periodontitis producidos para contrarrestar la acciéon de las

bacterias. (41)

87



La P. gingivalis es una bacteria patégena ampliamente asociada al inicio,
progresion y severidad de la enfermedad periodontal, encontrado en altos niveles
en el espacio subgingival de personas con periodontitis, tiene alta prevalencia
tanto en la periodontitis cronica como la agresiva y estd asociada con la
destruccion del soporte periodontal y con el inicio y severidad de ciertas
enfermedades y condiciones sistémicas como trastornos cardiovasculares y parto

prematuro con bajo peso del neonato. (42, 43)

Estas bacterias especificas responsables del inicio y progresion de la
enfermedad periodontal son consecuencias de un desequilibrio entre los factores
protectores del huésped y los mecanismos destructivos iniciados por el proceso
infeccioso. Agentes etioldgicos que originan la enfermedad producen una
supresion del sistema inmunolégico de defensa y permiten que los patégenos
bacterianos se multipliquen y con ello se liberan citocinas, interleucinas
proinflamatorias, y se da la iniciacion de eventos inmunopatoldégicos o citotoxicos

que generan la destruccion del tejido periodontal. (39, 40)

La respuesta que ocurre ante la enfermedad periodontal se componen de
eventos como la activacion de la respuesta inflamatoria aguda y los sistemas
inmunologicos humorales y celulares que se encuentran en los tejidos locales
como en la circulacion periférica. Son caracteristicas de la lesion periodontal la
infiltracion de linfocitos polimorfonuclares (PMN), de linfocitos T, de linfocitos B y

de macrdéfagos. (40, 44)
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El desarrollo de pruebas microbiolégicas para la identificacion de estas
bacterias y los niveles de anticuerpos (IgG, IgA) constituye una via de informacion
adicional que ayuda al clinico a establecer un diagnostico mas preciso de la
situacién periodontal del paciente y valorar la necesidad de establecer un

tratamiento antibiético coadyuvante al tratamiento periodontal. (39, 43)

Estos anticuerpos se distribuyen en los liquidos biolégicos por todo el cuerpo,
por lo tanto las formas secretadas en el plasma corresponden solo a una fraccién
del total, en plasma la IgG se encuentra en mayor concentracion y es la mas
importante en la respuesta a infecciones, seguido por la IgA importante en la
inmunidad de las mucosas y por ultimo la IgM que se encuentra en menor
concentracion plasmatica pero son las primeras en elevarse en infecciones

agudas. (45)

Los niveles de IgG se pueden cuantificar en fluidos como la saliva por medio de
diversas pruebas micro analiticas, material procedente del fluido crevicular puede
llegar a la saliva, esto hace de la saliva un excelente fluido para realizar pruebas

por su facil obtencion y que es una técnica no invasiva. (46)

Las bacterias periodontopatdégenas Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis y Prevotela intermedia desencadenan respuestas
inflamatorias inmunolégicas locales como sistémicas y generan secrecion de
muchas citoquinas inflamatorias, citocinas que causan inflamacion local que
conduce a la destruccion periodontal. Al haber una respuesta inmunoldgica

sistémica a la enfermedad periodontal se puede medir como un aumento de los
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niveles plasméaticos de anticuerpos frente a estas bacterias y también altos niveles

de IgG frente a P. gingivalis en pacientes con periodontitis. (47)

Existen varias técnicas para la medicion de inmunoglobulinas, como la
nefelometria donde se mide la luz dispersada y por medio de un célculo de
algebra analitica se determina la concentracién de dicha sustancia. La citometria
de flujo es una técnica que por medio del tamafio celular y complejidad interna de
la célula es posible diferenciar los tipos celulares. La técnica de
inmunofluorescencia indirecta es una técnica de laboratorio que identifica la
presencia de diversas sustancias gracias a los anticuerpos que se han vuelto
fluorescentes. El radioinmunoensayo es una técnica inmunolégica donde se

detecta los anticuerpos de alta afinidad por radioactividad. (48)

Otra técnica inmunoldgica para la deteccién de antigenos y anticuerpos es el
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) donde se utilizan anticuerpos o antigenos
marcados con una enzima que al reaccionar con el sustrato especifico producen

una reaccion de color que puede ser detectado y cuantificado. (45, 49)
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Capitulo Ill: Metodologia
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3.1 Poblacion y muestras
La poblacion de este estudio piloto fueron los pacientes que asistieron a la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa Rica, especificamente a la
Preclinica de Periodoncia durante el segundo semestre del 2017. De esta
poblacion se selecciond por conveniencia una muestra de 18 pacientes que
aceptaron participar en el estudio, de estos 9 como grupo experimental y 9
como grupo control. Se eligi6 esta muestra poblacional porque todos los
sujetos recibieron atencion odontoldgica en el mismo horario, facilitando asi la

recoleccion de las muestras.

En las muestras del grupo experimental se cuentan con 5 mujeres y 4
hombres, para el grupo control se contaron con 6 mujeres y 3 hombres. Los
pacientes del grupo experimental de la muestra de investigacion fueron
previamente diagnosticados con enfermedad periodontal, como periodontitis
cronica localizada y periodontitis crénica generalizada. Y los participantes del

grupo control fueron diagnosticados previamente sin enfermedad periodontal.

3.2 Criterios de inclusion
Pacientes aceptados en la clinica de periodoncia, que voluntariamente

aceptaron participar en el estudio, con presencia de enfermedad periodontal y

requerimiento del tratamiento de fase higiénica.

3.3 Criterios de exclusion
Pacientes con enfermedad periodontal que presentan enfermedades

autoinmunes o degenerativas y que hubieran iniciado la fase higiénica periodontal

antes de la obtencion de la muestra.
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3.4 Instrumentos de recoleccion de datos.
A los sujetos aceptados en la Preclinica de Periodoncia se les valoré su

condiciéon periodontal para considerar la necesidad de tratamiento periodontal
(fase higiénica). Se procedio a completar el expediente clinico de cada uno de los
pacientes que forman la muestra del presente estudio, toma de radiografias
periapicales, sondeo de todas las piezas dentales, indice de biofiime dental e

indice de sangrado, para determinar el diagnostico periodontal de cada paciente.

Se realizé un consentimiento informado, previamente aceptado por el
Comité de Etica de la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa
Rica, para ser presentado a los pacientes que desearon participar del estudio

(anexo 1).

3.5 Protocolo para muestras de saliva

3.5.1 Toma de muestras

La recoleccion de la muestra de saliva se realizé por medio de un enjuague
con el producto comercial Clorexil® (Digluconato de Clorhexidina al 0,12%).
Previo a obtener la muestra el paciente debia haberse abstenido de realizarse
higiene dental y enjuagarse la boca dos horas antes. Se le sumistré el enjuague
a los pacientes en un vaso de papel, los pacientes tomaron el enjuague en dos
tractos, en cada toma se les pidi6 que realizaran un enjuague vigoroso de 1
minuto cada uno, y ambas tomas fueron depositadas en un mismo tubo de
ensayo por paciente, luego fueron llevados al Centro de Investigacién de Biologia
Celular y Molecular (CIBCM), ubicado en la ciudad de la Investigacién de la

Universidad de Costa Rica (UCR) para ser analizadas.
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3.5.2 Andlisis de las muestras en laboratorio

Para la extraccion del ADN de las muestras, primeramente, se agrega buffer
TE de manera que los tubos tuvieran un peso similar para que al ser colocados en

la centrifuga se lograra un equilibrio adecuado.

Figura 1. Tubos de ensayo con muestras de saliva. (Fotografia tomada en el
Centro de Investigacién de Biologia Celular y Molecular (CIBCM), ubicado en la
ciudad de la Investigacion de la Universidad de Costa Rica (UCR)). Fotografia de

elaboracion propia.

Figura 2. Colocacion de los tubos de ensayo en la centrifuga y luego su
decantacion. Fotografia de elaboracion propia.
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Se centrifugan por 20 minutos a 14 000 rpm y se decanta el sobrenadante.

Cada muestra se lava nuevamente con buffer y se decanta el sobrenadante.

Figura 3. Tubos de ensayo con el botdén y al que se le agregan buffer Lisis y

Proteinasa K. Fotografia de elaboracion propia.

Una vez obtenido el boton se agregan 100 microlitros de buffer Lisis y 25
microlitros de Proteinasa K (20 mg/ml). Esto se lleva a un bafio Maria a 56°

durante toda una noche.

Figura 4. Posterior a la agregacion de NaCl y cloroformo- alcohol isoamilico, se
agita en el vortex y se observan dos capas en el tubo de ensayo. Fotografia de

elaboracion propia.
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Posteriormente se agregan 220 microlitros de NaCl y 440 microlitros de
cloroformo- alcohol isoamilico. Se agita en el vortex, se centrifuga 2 minutos a 14
000 rpm, se extrae la capa superior, se agrega etanol absoluto para que precipite

el ADN, se deja secar y se agregan 50 microlitros de buffer TE.

¥

Figura 5. ADN precipitado posterior a la colocacion de etanol. Fotografia de

elaboracion propia.

3.6 Protocolo para muestras de fluido crevicular

3.6.1 Toma de las muestras

La recoleccién de muestra del fluido crevicular se realizé por medio de puntas
de papel Paper Points numero 40, previamente esterilizadas. De igual manera que
para la recoleccion de las muestras de saliva, el paciente debié abstenerse de
enjuagarse dos horas anteriores de la toma. En cada paciente se utiliza
aislamiento relativo con rodillos de algodén y gasa, se limpia los sitios de la
recoleccion de muestra con gasa estéril, asegurandose asi de la remocion de

biofilme dental.

Sujetando la punta de papel con una pinza se introduce cuidadosamente en el
surco gingival en sitios con mayor profundidad al sondaje realizados durante el

diagnéstico en el caso de los pacientes de la poblacion experimental, y en
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localizaciones mesial y distal por vestibular elegidas aleatoriamente en pacientes
control. A cada paciente se le colocan 5 puntas de papel y se mantienen por 30
segundos en el surco, posteriormente son colocados y almacenados en tubos
eppendorf estériles, para luego ser llevados y analizados en el Centro de
Investigacion de Biologia Celular y Molecular (CIBCM), ubicado en la Ciudad de la

Investigacion de la Universidad de Costa Rica (UCR).

3.6.2 Andlisis de las muestras en laboratorio

Inicialmente se cortaron cuidadosamente las partes activas de las puntas de
papel Paper Points de 2 a 3 mm aproximadamente y se trasladan a un nuevo tubo
eppendorf estéril, se agregan 75ul de Chelex. Luego se incuba en bafio maria de
agua hirviendo por 20 min y se coloca en vortex por 10 segundos. Posteriormente
se deja enfriar y se centrifuga por 3 minutos. La muestra queda lista para ser

amplificada en PCR.

Figura 6. Corte de los Paper Points y su colocacion en tubo Eppendorf. Fotografia

de elaboracién propia.
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Figura 7. Colocacién de Chelex al tupo Eppendorf con los Paper Points.

Fotografia de elaboracion propia.

Figura 8. Incubacion en bafio maria de los tubo Eppendorf con las muestras de

liquido crevicular y Chelex. Fotografia de elaboracién propia.
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Capitulo IV
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4.1 Conclusiones

1. La enfermedad periodontal es una enfermedad crénica e inflamatoria de los
tejidos del periodonto causada por microorganismos que producen la destruccién
de las estructuras de soporte del diente, cuyo factor etioldgico es la presencia del

biofilme dental.

2. Los microorganismos ejercen directamente su efecto patdégeno causando la
destruccion del tejido o indirectamente, estimulando y modulando la respuesta

inmunitaria del huésped.

3. La obtencion de muestras de saliva es mas sencilla en comparacién con las

muestras de fluido crevicular.

4. Las muestras de fluido crevicular son susceptibles a la contaminacion con saliva

y/o sangre y es deseable la calibracion de los operadores.

5. La técnica de andlisis molecular PCR es preferible en comparacion con analisis
de cultivos bacterianos ya que es mas precisa la extraccion y amplificacién de

ADN mediante la técnica de PCR.
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4.2 Limitaciones

Las limitaciones del proyecto fueron:

El seminario, al ser una revision bibliografica, necesita de diferentes fuentes
para su elaboraciéon. La mayoria de articulos cientificos sobre inmunologia
en la enfermedad periodontal estan publicados hace mas de 10 afios. Los
articulos publicados recientemente tienen acceso restringido, lo que limit6 la
busqueda de la informacion mas actualizada.

El contenido del seminario utiliza informacién muy especializada del ambito
de la inmunologia y genética. Estos temas son poco estudiados en la
carrera de Odontologia. Por lo tanto, se requirié tiempo adicional de estudio
en temas de inmunologia y quimica organica para su comprension.

El tipo de proyecto involucra la investigacion en seres humanos, por lo que
requiere de la aprobacién del Comité de Etica de la Universidad. La
aprobacion del proyecto por parte del comité fue muy tarde en el afio. Como
consecuencia, la toma de muestras y su andlisis para el estudio piloto no se
realizaron con tiempo. Los resultados del estudio y su discusién no se
incluyen en el presente seminario.

Para la toma de muestras de la investigacion piloto, se solicité ayuda a los
estudiantes de cuarto afio de carrera para tomarlas en sus pacientes de
preclinica. EI muestreo interfirié con el tiempo de estudio de los estudiantes,

por lo cual muchos no quisieron colaborar.

101



Capitulo V
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5.1 Cronograma de actividades

Fecha Actividad Recursos Responsables Evaluacion Evaluacion
del director del grupo
25 marzo | Recibimiento del programa. | Programa impreso Dra. Rojas
2017 Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
8 abril 2017 Reunion con la doctora | Computadora Dra. Rojas
Rojas y seminario. Presentacion en | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
28 abril 2017 | Reunién con la doctora | Computadora Dra. Rojas
Rojas y seminario. Presentacion de | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz

Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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13 mayo | Reuniébn con la doctora | Computadora Dra. Rojas
2017 Rojas y seminario. Presentacion de | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
10 junio 2017 | Reunion con la doctora | Computadora Dra. Rojas
Rojas y seminario. Presentacion de | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
16 junio 2017 | Reunidbn con la doctora | Computadora Dra. Rojas
Rojas y seminario. Presentacion de | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
19 junio 2017 | Recoleccién de articulos de | Computadora Maria J. Chinchilla

caracter cientifico sobre los

temas de investigacion.

Base de datos del
SIBDI y otras fuentes

Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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23 junio 2017

Reuniobn con la doctora

Rojas.

Dra. Rojas

Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez

28 julio 2017 | Reunién con Dra. Murillo y | Computadora Dra. Rojas
doctora Rojas, seminario. Presentacion de | Dra. Murillo
Power Point Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
26 agosto | Reunion con la doctora | Computadora Dra. Rojas
2017 Rojas y seminarios. Presentacion de | Maria J. Chinchilla
Power Point Silvia Diaz

Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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2 setiembre
2017

Reuniébn con la doctora
Silva y doctora Rojas,

seminario.

Computadora
Presentacion de

Power Point

Dra. Rojas

Dra. Silva

Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez

6 setiembre
2017

Firma de consentimiento de
pacientes de la preclinica
de periodoncia en la
Facultad de Odontologia de
la UCR, toma de muestras

de saliva y fluido crevicular.

Consentimiento
informado
Instrumental basico
Puntas de papel
estériles

Tubo de centrifuga

con enjuague

Dra. Rojas
Silvia Diaz

Carolina Fong

12 setiembre | Trabajo en el marco teérico. | Computadora Maria J. Chinchilla
2017 Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
13 setiembre | Redaccion del marco | Computadora Maria J. Chinchilla

2017

tedrico.

Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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19 setiembre
2017

Correcciones del marco

teorico.

Computadora

Dra. Rojas

Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez

20 setiembre
2017

Toma de muestras del
grupo experimental.

Firma de consentimiento
informado en preclinica de

periodoncia.

Consentimiento
informado
Instrumental basico
Puntas de papel
estériles

Tubo de centrifuga

con enjuague

Dra. Rojas
Maria J. Chinchilla
Carolina Fong

Carolina Gonzalez

27 setiembre
2017

Toma de muestras del
grupo experimental.

Firma de consentimiento
informado en preclinica de

periodoncia.

Consentimiento
informado
Instrumental basico
Puntas de papel
estériles

Tubo de centrifuga

con enjuague

Dra. Rojas
Carolina Fong

Carolina Gonzalez
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4 octubre | Toma de muestras grupo | Consentimiento Dra. Rojas
2017 experimental. informado Carolina Fong
Firma de consentimiento | Instrumental basico
informado en preclinica de | Puntas de  papel
periodoncia. estériles
Tubo de centrifuga
con enjuague
13 octubre | Toma de muestras grupo | Instrumental basico Dra. Rojas
2017 control. Puntas de papel | Maria J. Chinchilla
Firma de consentimiento | estériles Silvia Diaz
informado en preclinica de | Tubo de centrifuga | Carolina Gonzélez
periodoncia. con enjuague Maria F. Hernandez
15 octubre | Correcciones del marco | Computadora Dra. Rojas
2017 tedrico. Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz

Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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18 octubre | Trabajo en el marco tedrico. | Computadora Maria J. Chinchilla
2017 Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
19 octubre | Inicio de extraccion de ADN | Equipo del laboratorio | Dra. Silva
2017 de las muestras de saliva y | de microbiologia | Maria J. Chinchilla
fluido crevicular en el | molecular Silvia Diaz
CIBCM. Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
23  octubre | Continuacién de extraccion | Equipo del laboratorio | Dra. Silva
2017 de ADN de las muestra de | de microbiologia | Carolina Fong
saliva en el CIBCM. molecular Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
26 octubre | Colocacion de las muestras | Equipo del laboratorio | Dra. Silva
2017 de ADN en electroforesis. de microbiologia | Carolina Fong
molecular Carolina Gonzalez
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27-31 octubre
2017

Entrega del borrador de la
memoria del Seminario de

Graduacion.

Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez

30 octubre-3

Revision de la memoria por

Borrador de memoria

Profesores asignados.

noviembre parte de lectores vy | Computadora Maria J. Chinchilla
2017 correcciones indicadas. Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
6-10 Revision de memoria final | Borrador de memoria | Fildlogo.
noviembre por parte del fildlogo y | Computadora Maria J. Chinchilla
2017 correcciones indicadas. Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Hernandez
6-10 Elaboracion de afiche del | Computadora Maria J. Chinchilla
noviembre pasillo. Programas de disefio | Silvia Diaz
2017 Lona Carolina Fong
Impresora Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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13-24 Elaboracion de material | Computadora Maria José Chinchilla

noviembre audiovisual para la | Power Point Silvia Diaz

2017 presentacion oral. Carolina Fong
Carolina Gonzalez
Maria F. Herndndez

27 Presentacion oral del | Computadora Maria José Chinchilla

noviembre-1 | Seminario de Graduacion a | Presentacion Power | Silvia Diaz

diciembre la Dra. Rojas. Point Carolina Fong

2017 Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez

8 diciembre
2017

Presentacion oral final del
Seminario de Graduacion.

Auditorio

Equipo audiovisual
Microfono
Presentacion Power
Point

Dra. Rojas.

Maria J. Chinchilla
Silvia Diaz
Carolina Fong
Carolina Gonzalez

Maria F. Hernandez
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5.2 Bitacora

Marzo

25. Recibimiento del programa

Abril

8. Reunion con la doctora Rojas y seminario a cargo de Carolina Gonzalez.

28. Reunidn con la doctora Rojas y seminario a cargo de Maria José Chinchilla.
Mayo

13. Reunién con la doctora Rojas y seminario a cargo de Maria Fernanda
Hernandez.

Junio

10. Reunién con la doctora Rojas y seminario a cargo de Carolina Fong.

16. Reunién con la doctora Rojas y seminario a cargo de Silvia Diaz.

19. Recoleccion de articulos de caracter cientifico sobre los temas de
investigacion a cargo de todos los miembros sustentantes.

23. Reunion con la doctora Rojas.

Julio

28. Reunién con Dra. Murillo y doctora Rojas, seminario a cargo de Maria
Fernanda Hernandez.

Agosto

26. Reunion con la doctora Rojas y seminarios a cargo de Carolina Fong y
Carolina Gonzalez.

Septiembre
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2. Reunion con la doctora Silva y doctora Rojas, seminarios a cargo de Maria
José Chinchilla y Silvia Diaz.

6. Firma de consentimiento de pacientes de la preclinica de periodoncia en la
Facultad de Odontologia de la UCR, toma de muestras de saliva y fluido crevicular
a cargo de la Dra. Rojas, Carolina Fong y Silvia Diaz.

12. Trabajo en el Marco Tedrico a cargo de miembros sustentantes.

13. Trabajo en el Marco Teorico a cargo de miembros sustentantes.

19. Recibimiento de correcciones del Marco Tedrico.

20. Firma de consentimiento de pacientes de la preclinica de periodoncia en la
Facultad de Odontologia de la UCR, toma de muestras de saliva y fluido crevicular
a cargo de Maria José Chinchilla, Carolina Gonzalez y Carolina Fong.

27. Firma de consentimiento de pacientes de la preclinica de periodoncia en la
Facultad de Odontologia de la UCR, toma de muestras de saliva y fluido crevicular
a cargo de Carolina Fong y Carolina Gonzélez.

Octubre

4. Firma de consentimiento de pacientes de la preclinica de periodoncia en la
Facultad de Odontologia de la UCR, toma de muestras de saliva y fluido crevicular

a cargo de Carolina Fong.

13. Toma de muestras de saliva y fluido crevicular de los controles en la Facultad
de Odontologia de la UCR a cargo de Carolina Gonzalez, Maria José Chinchilla,

Silvia Diaz y Maria Fernanda Hernandez.

15. Recibimiento de correcciones del Marco Tedrico.

18. Trabajo en el Marco Tedrico a cargo de los miembros sustentantes.
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19. Inicio de extraccion de ADN de las muestras de saliva y fluido crevicular en el
CIBCM a cargo de la Dra. Silva, Carolina Gonzélez, Maria José Chinchilla, Silvia
Diaz y Maria Fernanda Hernandez, Carolina Fong.

23. Continuacion de extraccion de ADN de las muestra de saliva en el CIBCM a
cargo de la Dra. Silva, Carolina Gonzalez, Carolina Fong y Maria Fernanda
Hernandez.

26. Colocacion de las muestras de ADN en electroforesis en el CIBCM a cargo de

la Dra. Silva, Carolina Gonzalez, Carolina Fong.
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5.4 Anexos

Anexo 1: Formula de consentimiento informado

A\ -

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
'VICERRECTORIA DE INVESTIGACION

'COMITE ETICO CIENTIFICO
Teléfonos:(506) 2511-4201 Telefax: (506) 2224-9367

Facultad de Odontologia

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Para ser sujeto de investigacion)

(Comparacién del contenido bacterioldgico v viral en la saliva v el fluido crevicular de pacientes
periodontalmente comprometidos v la condicidn clinica)

Cdédigo (o nimero) de proyecto: 157
Nombre del Investigador Principal: Dra. Gisella Rojas Gonzalez

Nombre del participante:

A.  PROPOSITO DEL PROYECTO: El programa Macro de Investigacién de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Costa Rica, esta realizando un estudio para conocer los
microorganismos presentes en la saliva y en el liquido crevicular (liquido de las encias), en
pacientes con enfermedad periodontal (enfermedad de las encias) y en pacientes sanos, para
saber si el contenido es semejante o no, y ver la correlacion que tiene con el cuadro clinico.
Este estudio es importante porque determinard si es lo mismo hacer estudios de
investigacién obteniendo muestras de fluido crevicular y saliva o no. Esto permitird aclarar
cual muestra es mas representativa para utilizarla en un futuro cercano en estudios
epidemiologicos a nivel nacional. El estudio se espera realizar en dos afios.

B. (QUE SE HARAZ?: Si usted participa de la investigacidn, ademas de los requerimientos
que debe cumplir en la Clinica de Periodoncia de la Facultad de Odontologia, aceptara que
se obtenga una muestra del liquido que sale por la encia con puntas de papel, y aceptard que
se obtengan dos muestras de saliva. Si por la condicion clinica que usted presenta, requiere
como parte del tratamiento periodontal que se le realice cirugia, se recogera una muestra de
encia de la que se debe desechar en el tratamiento quirtrgico.

C. RIESGOS:

1. La participacion en este estudio puede generar un bajo riesgo o molestia para usted
por lo siguiente: al obtener las muestras del liquido de las encias se puede producir
inflamacién y dolor leve. Puede no gustarle el sabor del suero oral con el que se
realizara el enjuague.

2. Si sufriera algin dafio como consecuencia de los procedimientos a que sera
sometido para la realizaciéon de este estudio, los investigadores participantes
realizardn una referencia al profesional apropiado para que se le brinde el
tratamiento necesario para su total recuperacién.

" Vi
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D. BENEFICIOS: Como resultado de su participaciéon en este estudio, el beneficio que
obtendra sera conocer que tipo de bacterias y eventualmente virus estan presentes en su
organismo y estdn produciendo alteraciones a nivel periodontal. Adicionalmente, como
resultado de su participacion en este estudio, los investigadores aprendan mas acerca de los
microorganismos que producen enfermedad periodontal y este conocimiento beneficie a
otras personas en el futuro.

E.  Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con la Dra. Gisella
Rojas Gonzalez o con alguno de los investigadores sobre este estudio y ellos deben haber
contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si quisiera mas informacién maés
adelante, puedo obtenerla llamando a la Dra. Rojas al teléfono 25115439 de lunes a viernes
de 8 a 3 p.m. Ademas, puedo consultar sobre los derechos de los Sujetos Participantes en
Proyectos de Investigacién a la Direccion de Regulacion de Salud del Ministerio de Salud,
al teléfono 22-57-20-90, de lunes a viernes de 8 a.m. a 4 p.m. Cualquier consulta adicional
puede comunicarse a la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica a
los teléfonos 2511-4201 6 2511-5839, de lunes a viernes de 8 a.m. a 5 p.m.

F.  Recibira una copia de esta férmula firmada para mi uso personal.

G. Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar o a
discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta decisidn afecte la calidad
de la atencion médica (o de otra indole) que requiere.

H. Su participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en una
publicacion cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de una manera
anénima.

I.  No perdera ningun derecho legal por firmar este documento.

J. Las muestras obtenidas para _esta _investigacion podrian _transferirse _a _otros
investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Biologico (MTA).

Comité Etico Cientifico
Universidad de Costa Rica
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' ' CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de firmarla. Se me
ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas en forma adecuada.
Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores de 12 afios y adultos) fecha
Nombre, cédula y firma del testigo fecha
Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento fecha

NUEVA VERSION FCI - APROBADO EN SESION DEL COMITE ETICO CIENTIFICO (CEC) NO. 149 REALIZADA EL 4
DE JUNIO DE 2008.
CELM-Consentimiento informado saliva fluidocrev 2017 2018 (1).odt

Comité Etico Cientifico
Universidad de Costa Rica
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