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RESUMEN

Antecedentes: en la bisqueda de un antigeno vacunal éptimo contra la caries dental en
humanos se ha utilizado el péptido PAc,; ,,,, de la proteina PAc de Streptococcus mutans,
el cual presenta epitopes T y B para ratones. Poco se conoce acerca de la respuesta en
humanos naturalmente sensibilizados. Objetivo: analizar la respuesta inmune humoral y
celular frente a PAc 4 5,,, €n relacion con el estado de la caries dental. Métodos: se tomaron
30 muestras distribuidas en tres grupos: caries activa, historia de caries y libres de caries.
A cada paciente se le cuantificaron las concentraciones de inmunoglobulina Ay G (IgA e
IgG) salivales y séricas frente al péptido por ELISA y las células productoras de las citocinas
IFN-g e IL-2 (perfil TH1), IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (perfil TH2) por la técnica de estimulacién
antigeno-especifica por citometria de flujo. Resultados: se encontré una respuesta de
memoria celular y de anticuerpos frente al péptido PAc .., €n humanos naturalmente
sensibilizados. Se detectaron tres perfiles de citocinas: THO, TH1 y TH2, con predominio del
perfil THO por LTCD4+y T1 por LTCD8+ en sujetos libres de caries. El 54 % de los individuos
no respondié a las citocinas analizadas por LTCD4+ y el 70 % por LTCD8+. No se obser-
varon diferencias estadisticamente significativas en la produccién de anticuerpos salivales
y séricos entre los grupos. Conclusiones: la respuesta inmune humoral y celular especifica
frente al péptido PAc y, 5,,, de S. mutans no muestra diferencia entre pacientes con caries
e individuos resistentes a la enfermedad, en humanos naturalmente sensibilizados.

PALABRAS CLAVE
Streptococcus mutans; caries dental; péptido PAc; 5, Citocinas; anticuerpos

AREAS TEMATICAS
Caries dental; inmunologia

ABSTRACT

Background: PAc; ,,,, peptide derived of Streptococcus mutans PAc protein has been
used in the search for a vaccine against dental caries in humans. This peptide has T and B
epitopes in animal model (mice) but this is unknown in naturally sensitized humans. Purpose:
To analyze the humoral and cellular immune response to the PAc . ..., peptide regarding
dental caries status. Methods: 30 subjects were classified into three groups: active cavities,
history of cavities, and caries free subjects. Blood and saliva samples were obtained from
each subject. Measures included total amount of salivary and serum IgA and IgG against the
PAC 565577 PEPtide through ELISA and detection of functional populations of memory T cells
that reacted to the PAc y; 5,,, Peptide through frequency of IFN-g and IL-2 (TH1 profile), IL-4,
IL-5, IL-10 and IL-13 (TH2 profile) with antigen-specific immune function assays through flow
cytometry. Results: A memory cellular and humoral immune response against the PAc,
377, Peptide in naturally sensitized humans was observed. THO, TH1, and TH2 profiles were
detected with THO profile prevalence for LTCD4+ and TH1 profile prevalence for LTCD8+ in
the caries free group. 54% of subjects did not react to LTCD4+ analyzed cytokines and 70%
for LTCD8+. There were no statistically significant differences between the groups studied.
Conclusions: Cellular and humoral immune response to the PAC y; ,,, synthetic peptide from
S. mutans did not show association with health or disease in naturally sensitized humans.
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(365377

THEMETIC FIELDS
Dental caries; immunology

Univ Odontol. 2014 Jul-Dic; 33(71): 29-40. ISSN 0120-4319

“

=
o
o
=
o
=
=z
o
(=]
o
z
w
<<
O
=
<
=
o
o
w
=
S
o
>
R=C
o
o
=
o
=z
(S}
w
=
S
o
=
<
o
o
<
=
O
(=]
w
=
)
<<
)
(%]
<C
o
(%]
=
()
z
=
(S
o
=
(2]
(%]
o
(=]




w
o

Roa NS, Gémez SI, Rodriguez A

Univ Odontol. 2014 Jul-Dic; 33(71): 29-40. ISSN 0120-4319

INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas de la cavidad oral, en
especial la caries dental y la enfermedad periodontal,
son mas frecuentes en la especie humana. En Colom-
bia, el Tercer Estudio Nacional de Salud Bucal reporté
que el 88,7 % de la poblacién de 5 a 65 afios de edad
presentaba historia de caries dental. En pacientes con
denticién permanente, la historia de caries se presen-
ta en el 19,9 % en nifios de 7 afios,y enel 71,9 % a
los 12. En la adolescencia, la proporcién aumenta a
89,5 %, y a los 35 afios la mayorfa de la poblacién ha
tenido alguna experiencia de enfermedad. La preva-
lencia (lesiones cavitarias activas en el momento del
estudio) era del 65,3 % (1).

Hasta el momento, no hay evidencia convincente de
que solo la cuidadosa limpieza mecanica de los dien-
tes por parte del paciente, sobre todo en la poblacién
infantil (como un mecanismo para eliminar el agente
etiolégico de la placa dental) reduzca la incidencia de
la caries dental. No obstante, si la limpieza la realiza
un profesional que incluye, ademds, tratamiento con
flior y sellantes, la caries y la enfermedad periodontal
se presentan con menos frecuencia. Los inconvenien-
tes son los altos costos y la falta de acceso de todos
los individuos a este tipo de terapias preventivas, lo
que hace que la patologia cariosa todavia se presente
en la actualidad.

Los estreptococos del grupo mutans son importan-
tes agentes etiolégicos asociados con las etapas
iniciales en caries dental y, entre estos, Strepto-
coccus mutans (S. mutans) serotipo ¢ ha sido el
microrganismo mas relacionado con esta patologia.
Teniendo en cuenta que la caries dental es una enti-
dad ocasionada por un agente infeccioso especifico,
una de las posibles estrategias para controlarlo serfa
una vacuna que permita prevenir la enfermedad.
Esta vacuna se enfocaria en bloquear mecanismos
fisiopatolégicos como la adherencia del S. mutans
al diente y la produccién de glucanos insolubles. Sin
embargo, ello continGia en la fase de experimentacién
animal, a pesar de que desde hace aproximadamente
treinta afios se vienen desarrollando investigaciones
en el &rea.

La colonizacién de las superficies del diente por par-
te de estos microrganismos se considera el primer
paso para el inicio de la caries. La adhesion ocurre
mediante dos mecanismos principales: independiente
y dependiente de sacarosa. En el primer mecanismo,
la unién resulta de la interaccién de la proteina PAc

del S. mutans con las proteinas de la pelicula adqui-
rida sobre la superficie dental. Adicionalmente, esta
proteina no solo es importante en la adhesién del
microrganismo a la glicoproteina de la saliva (2,3), sino
que también influencia la formacién de la biopelicula
dental (4), la promocién de la agregacién plaquetaria
(5) y la invasién bacteriana de la dentina dependiente
del colageno (6).

La PAc pertenece a un grupo de proteinas del grupo
de Streptococcus Ay B denominadas Agl/Il que se
caracterizan porque su tamafio esta en el rango entre
140 y 180 kDa. Los miembros de esta familia de pro-
teinas contienen entre 1310 y 1653 aminodacidos que
presentan en su secuencia primaria varias regiones
conservadas que inician con el motivo sefial en el
terminal amino importante en la secrecién. Le sigue la
regién A (rica en alanina) que se caracteriza por tener
3-4 repeticiones de alanina con 82 residuos cada una
y un contenido de 23-30 % de alanina. La regién V
contigua (la mas variable) presenta una forma globular
de hoja B en pliegue de sandwich. Enseguida viene
la region P (rica en prolina) que presenta 3-4 repeti-
ciones de prolina cada una de 39 residuos con 35 %
de contenido de prolina. A continuacién se observa
la zona mas conservada en el terminal carboxilo con
el motivo LPxTG sortasa, que es la responsable de la
unién covalente al peptidoglicano de la pared celular.
En toda la extensién de la proteina se presentan zonas
de alta y baja afinidad para la unién a la aglutinina
salivar (SAG), complejo de glicoproteinas que sirve
como receptor humano para Ag I/Il de S. mutans, el
cual es secretado por las glandulas salivares como
parte del fluido salivar. Su principal componente es
el receptor de la glicoproteina de 340 kDa conocido
como gp340 (7-9).

La proteina PAc tiene un peso molecular entre 185y
190 kDa y contiene un péptido sefial ubicado en los
residuos (1-38). Dentro de su estructura se pueden
observar dos regiones repetitivas: la primera se lo-
caliza hacia el amino-terminal y se le conoce como
regién A o rica en alanina. Se extiende desde el re-
siduo Thr 219 hasta el Lys 464. De los 246 residuos,
82 son alanina. En ella se encuentran las regiones
de mayor interés para el disefio de la vacuna anti-
caries, que son las comprendidas entre los residuos
(301-319) y (365-377) (10,11). Se ha observado que
el Ultimo residuo es antigénico, inmunogénico y pre-
senta epitopes T y B; es reconocido por varias cepas
de ratén, y puede unirse a moléculas DR en humanos:
DR5/2(DRB1*1101/*1501),DR9/2(DRB1*0901 /*1501)
y DR8/9(DRB1*08032/*0901) (12). Ademads, su se-



cuencia es similar a la secuencia de PAg ¢, 15, PA 5.
376 Y PAZoor0e d€ S. sobrinus, y a varias secuencias
de SSP-5 de S. sanguis (13) con los cuales presenta
reaccion cruzada.

Este péptido posee epitopes T, es decir, puede esti-
mular los linfocitos para desencadenar mecanismos
de la respuesta especifica. Basicamente, los antigenos
son tomados por las células presentadoras de anti-
genos (CPA) y son procesados para ser presentados
conjuntamente con los antigenos del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) de clase Il a los linfoci-
tos T (LT), especialmente los CD4+, y de clase | a los
linfocitos T CD8+.

Estos LT activados se pueden clasificar de acuerdo
con el perfil de citocinas que originan dos clases de
respuesta inmune: celular por los LTH1 y humoral por
los LTH2. Entre las citocinas liberadas por los LTH1
estan el INFg, la IL-2 y el TNFa, que activan otras
células para que generar defensa por mecanismos
de citotoxicidad. Los LTHZ2 sintetizan IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-13 que, a través de receptores especificos, actlian
sobre los linfocitos B para que, una vez activados,
se conviertan en células plasmaticas productoras de
anticuerpos especificos para la neutralizacién del an-
tigeno que origind el proceso. Un ejemplo es el péptido
PAC 545377 UE POsee epitopes By genera la respuesta
de memoria para el mismo microrganismo (14).

La mayoria de estudios realizados con péptidos sin-
téticos derivados de la proteina PAc se enfocan en
la respuesta inmune humoral, especialmente para la
inmunoglobulina A (IgA) salival y la inmunoglobulina
G (IgQ) sérica. Dichos estudios cuantifican la unién de
estos anticuerpos (de ratones inmunizados o huma-
nos naturalmente sensibilizados) con cada uno de los
péptidos en estudio para la determinacién de epito-
pes B (10-13,15-19). En cuanto a la respuesta inmune
celular, se observa linfoproliferacién de células T para
determinar epitopes T, pero el perfil de citocinas que
se sintetizan como producto de esta respuesta no se
ha tenido en cuenta. Solo se reportan en la literatura
trabajos sobre respuesta inmune celular especifica
con la respectiva produccién de citocinas que utilizan
S. mutans completo (20-23), la proteina PAc completa
(24) y péptidos de otros factores de virulencia como
GTF_|(1301—1322) (25).

A partir de la mayoria de los estudios se puede inferir
que este microrganismo es un fuerte inductor de IL-12,
IFN-g, TNFa, IL-6 y pocas IL-2, IL-4 e IL-10 (21), con un
tipo de respuesta que se inclina hacia T1 (23). Algunos

estudios realizados por varios grupos han mostrado
que el S. mutans induce una potente respuesta de
IFN-g en cultivo de células mononucleares de sangre
periférica, con una proporcién reducida de CD4,/CD8
con predominio de células TCD8+ e inhibicién en la
produccién de IL-2 (20,21,23,26).

Al saber que la respuesta inmune efectora depende
del tipo de citocina que se sintetice frente a un pro-
ceso de activaciéon antigénica y teniendo en cuenta
la importancia del péptido PAc ;,,, en la bisqueda
de un antigeno vacunal, en este trabajo se detecté la
sintesis de citocinas intracelulares IFN-g e IL-2 (perfil
TH1), IL-4,1L-5,IL-10 e IL-13 (perfil TH2) por los LTCD4+
de sangre periférica de humanos naturalmente sensi-
bilizados activados por el péptido antigénico vacunal
PAC(365—377)‘
de anticuerpos IgA e IgG salivales y séricos especifi-
cos para el péptido y establecer la relacién entre la
respuesta de individuos con caries activa, historia de
caries y libres de caries, que podria dar razén a la
resistencia a la enfermedad en un porcentaje bajo de
la poblacion.

También se detectaron las concentraciones

La hipétesis planteada para este estudio fue que en los
individuos libres de caries, la respuesta de memoria
frente al péptido PAc ;. ,,,, de S. mutans esta mediada
por linfocitos T CD4+ con produccién de citocinas del
perfil TH2. Ella induce la produccién de anticuerpos
IgA e IgG que bloquean la unién inicial de S. mutans a
la superficie dental. El objetivo general del trabajo fue
relacionar la respuesta inmune humoral mediada por
IgA e IgG local y sistémica y celular mediada por los
LTCD4+y las citocinas IFN-g e IL-2 (perfil TH1), IL-4, IL-
5,IL-10 e IL-13 (perfil TH2) frente al péptido PAc
en presencia o ausencia de caries dental.

(365-377)

Uno de los grandes inconvenientes para conseguir
el antigeno vacunal que genere proteccién es que, a
diferencia de los microrganismos contra los cuales la
vacunacién ha sido un éxito, el S. mutans hace parte
de la microflora oral. Esto quiere decir que su pro-
longado contacto con los tejidos bucales induce una
variedad de respuestas a través del sistema inmune
secretor local y el sistémico. Ademas, la respuesta
inmune previa en los individuos puede modificar el
comportamiento del sistema inmune ante los an-
tigenos vacunales. Por lo tanto, encontrar si existe
esta diferencia permitird modular la respuesta inmune
de los individuos susceptibles, para inducir una res-
puesta inmune protectora que le permita liberarse de
la enfermedad. Ademas de buscar nuevos antigenos
vacunales para prevenir la caries dental, se pretente
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mejorar la calidad de vida de la poblacién mundial, en
especial de paises en los que las medidas preventivas
todavia no llegan al 100 % de la poblacion.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos propuestos, se disefié
un estudio observacional descriptivo de corte trans-
versal.

Poblacién y muestra

De la poblacién de pacientes que acuden a las clinicas
de la Facultad de Odontologia de la Pontificia Univer-
sidad Javeriana de Bogotd, Colombia, se tomaron 30
muestras correspondientes a tres tipos de personas:
10 sin caries dental, los cuales se identificaron como
libres de caries (LC); 10 con historia de caries (HC), con
lesiones restauradas, sin presencia de caries activa,
y 10 pacientes con caries activa (CA), por lo menos
2 lesiones cariosas en boca. La razén por la cual se
distribuyeron los pacientes con experiencia de caries
en dos grupos diferentes es que estudios previos
realizados por nuestro grupo de investigacién han
mostrado que el nimero de S. mutans en la saliva de
pacientes con lesiones activas es significativamente
mayor que los que se encuentran en pacientes con
lesiones tratadas (datos en proceso de publicacién).
Esto permite suponer que las variaciones en el tipo
de respuesta inmune entre individuos dependen de
la presencia del microrganismo y no de la resistencia
natural a la enfermedad.

El tamafio de la muestra se calculé utilizando el pro-
grama estadistico Power and Precision para Kruskal-
Wallis, con un poder de 0,8 y un error alfa de 0,005.
Después del examen oral y clasificacién del indice de
dientes cariados, obturados o perdidos (COP), se to-
maron muestras de sangre anticoagulada con hepari-
nay sin anticoagulante, previa lectura y firma del con-
sentimiento informado por parte de los pacientes o
sus acudientes. Como criterios de inclusién se tuvieron
en cuenta que los pacientes presentaran denticién per-
manente, sin afectacién sistémica y que no se hubieran
sometido a terapia preventiva con flior o sellantes. Se
excluyeron aquellos individuos que no aceptaron firmar
el consentimiento informado o que fueran edéntulos.
Excepto por la presencia o no de caries, todos los par-
ticipantes estaban sistémicamente sanos.

Consideraciones éticas

Este estudio corresponde a la categoria de investiga-
cién con riesgo minimo, de acuerdo con las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la inves-

tigacion en salud, articulo 11, capitulo 1, registradas
en la Resoluciéon 008430 de 1993, del Ministerio de
Salud de la Republica de Colombia. El consentimien-
to informado fue disefiado teniendo en cuenta esta
resolucién y las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacién y Experimentacién Biomédica en Seres
Humanos de la Declaraciéon de Helsinki.

Péptido sintético y antigenos

En este estudio se utilizé el péptido PAC 5,5, cON la
secuencia TYEAALKQYEADL y un peso molecular de
1514,7 g/mol. Este péptido se sintetizé con el méto-
do T-Boc en la Fundacién Instituto de Inmunologia
de Colombia (Fidic). La cromatografia liquida de alto
rendimiento y la espectrometria de masas se llevaron
a cabo para purificar y analizar masas y aminoacidos,
respectivamente. La pureza del péptido fue del 92,9
%. El péptido fue diluido en dimetilsulféxido al 10 %
y agua destilada estéril en una concentracién de 2
mg/ml. Se utilizaron 25 pg/ml para estimular 1 x 10°
células/ml. Como control positivo se utilizé la entero-
toxina B del Staphylococcus aureus (Sigma®) en una
concentraciéon de 3,75 pg/ml para 1 x 10° células/
ml, previa estandarizacién (27). Como control negativo
se tomaron 1 x 106 células/ml, incubadas en las mis-
mas condiciones y en el mismo tiempo de las células
estimuladas con el enterotoxina estafilocécica B y el
péptido sintético PAC g 5.
Estimulacién antigeno-especifica de células
mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) fueron purificadas de muestras de sangre
heparinizada por gradiente de densidad por Ficoll-
Hypaque (Amersham Biosciences®). Se cultivé una
concentracién final de 1 x 106 células/ml en medio
RPMI (del Roswell Park Memorial Institute), suplemen-
tado con 25 mmol de amortiguador HEPES, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicinay 10 % de
suero fetal bovino (SFB) a 37 °C con 5 % CO, durante
10 horas. Ademas de los antigenos, para la acti-
vaciéon se usaron los anticuerpos coestimulatorios
CD28 (1 pg/mb) y CD49d (1 pg/ml) (Becton Dickin-
son®). La brefeldina A (BD) (2 ng/ml fue adicionada.
Al final de la incubacién, se realizaron dos lavados
con PBS, PBS méas EDTA (5 nmol) y amortiguador de
lavado (PBS-0,5 % suero bovino fetal, 0,02 % azida
de sodio). Después de los lavados, se procedid a
realizar la marcacién extra e intracelular.

Marcacién extra e intracelular
Las poblaciones celulares activadas se determinaron
mediante el péptido sintético PAcy 5,5, POr citometria



de flujo (28,29). Las células estimuladas y no estimu-
ladas se resuspendieron en 200 ul de amortiguador
FACS (PBS pH 7,6; 1 % SFB y 0,09 % de azida de so-
dio), se agregaron los anticuerpos especificos contra
los marcadores de superficie CD3 FITC, CD4 PercPe y
CD69 APC (Becton Dickinson®), durante 15 minutos a
4 °C en la oscuridad. Las células se fijaron y permea-
bilizaron para la marcacién intracelular, siguiendo el
protocolo indicado en el estuche Cytofix/Cytoperm
(Becton Dickinson®). Se utilizaron los anticuerpos an-
ticitocinas IFN-g PE, IL-2 PE, IL-4 PE, IL-5 PE, IL-10 PE e
IL-13 PE con sus respectivos control de isotipo IgG2b
PE de ratén (para IFN-g), IgG1 PE de ratén (para IL-2 e
IL-4), IgG2a de rata (para IL-10) e IgG1 PE de rata (para
IL-13) (Becton Dickinson®). Finalmente, las células se
lavaron y fijaron con paraformaldehido al 2 % para el
andlisis por citometria.

Andlisis por citometria de flujo

Una vez marcadas las células, estas fueron adquiridas
en un citémetro de flujo FACScalibur (BD Immuno-
cytometry Systems®) y analizadas por medio del pro-
grama Cell Quest. La forma de adquisicion y analisis
de los resultados fue igual para todas las muestras a
partir de la seleccién de células CD3+/CD4+/CD69
o CD3+/CD8+/CD69 (los valores de las células CD8+
fueron considerados de la poblacién CD3+CD4-). A
partir de estas regiones se obtuvieron los porcentajes
de células citocina positivas (+). El nimero de eventos
adquiridos en la regién de interés fue de 50.000 por
tubo para las células sin estimular y las células esti-
muladas con el péptido.

Deteccidn de anticuerpos IgA e IgG salivales
anti PAc ;7

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Costar-Subio-
tec®) con 100 pl de péptido sintético PAC; 4,5, (10
ug/mb diluido en amortiguador carbonato pH 9,6, por
tres horas a 37 °Cy toda la noche a 4 °C. La placa se
lavé 3 veces con PBS-Tween al 0,05 % y se bloqued
con leche descremada al 5 %. Posterior a un nuevo
lavado, se adicionaron 100 ul de las muestras de sa-
liva concentrada y de suero diluidas con PBS 1:5 para
IgA 'y 1:20 para IgG (previa estandarizacién). Después
de la incubacién por una hora a 37 °C y de un nuevo
lavado, los anticuerpos unidos fueron detectados por
la adicién de 100 ul de anti-IgA (1:2500) y anti-IgG
humanas (1:7500) conjugados con fosfatasa alcalina.
Después de una hora a 37 °C, se agregaron 100 ul
de la solucién de sustrato p-nitrofenilfosfato 1 mg/
ml (SIGMA) por 30 min a temperatura ambiente. Se
detuvo la reaccion con NaOH 3 My se leyeron las ab-
sorbancias en un espectrofotémetro con una longitud

de onda de 405 nm. Los valores se reportan como
unidades arbitrarias de absorbancia.

Andlisis de la informacién

Como no hay antecedentes del comportamiento nor-
mal de las variables contempladas en este trabajo,
se utilizé estadistica no paramétrica. Para determinar
el perfil de citocinas producido por los LTCD4+ y los
LTCD8+ estimulados con el péptido PAc y la diferencia
de repuesta en los perfiles se realizé una prueba esta-
distica de chi cuadrado (y?), con un error alfa de 0,05.
Para comparar la diferencia en la produccién de cada
citocina (nivel de medicién ordinal), por linfocitos T
activados con el péptido PAc , ..., obtenidos de san-
gre periférica de individuos con caries activa, historia
de caries y libres de caries (nivel de medicién nominal)
y en las cantidades de anticuerpos especificos, se
utilizé la prueba H de Kruskall-Wallis con un nivel de
significancia del 0,05, para corregir el aumento en el
error de tipo alfa por los post hoc posteriores. Para
observar la asociacién entre variables en pares, se usé
la prueba U de Mann-Whitney. La prueba de Wilcoxon
se usé con el propdsito de observar diferencias entre
las subpoblaciones de los linfocitos con respecto a la
produccién de cada citocina y se presentan las distri-
buciones intercuartilicas.

RESULTADOS

Deteccion de anticuerpos IgA e IgG séricos

y salivales especificos para PAc; ..,

Los resultados mostraron que hay IgA e IgG especificas
contra el péptido PAc tanto en saliva como en suero
en todos los pacientes estudiados. Como sucede con
la mayoria de eventos biolédgicos, la variabilidad entre
individuos es muy alta, que se refleja en las grandes
desviaciones estandar. En general, el promedio de IgG
fue mayor que el de IgA, tanto en saliva como en suero.
Con respecto a sus concentraciones en los diferentes
grupos, no se encontraron diferencias siginificativas;
sin embargo, los valores méas altos de IgA sérica e IgG
salival se hallaron en el grupo de individuos libres de
caries, mientras que el grupo con los valores mas altos
de IgG sérica fue historia de caries (figura 1).
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FiGura 1
DETECCION DE ANTICUERPOS IGA E IGG SERICOS Y

SALIVALES ESPECIficOS PARA PAC ¢ -7,

- 2.5

-2

L 15 OlgA salival
mIgA sérica

1 QIgC salival

L 05 OIgG sérica

Lc HC cA TOTAL

Nota: las barras representan los promedios de las unidades
arbitrarias de absorbancia obtenidas de muestras de saliva y
suero para los grupos de estudio: libres de caries (LC), historia
de caries (HC) y caries activa (CA).

Andlisis de células T PAc; ,,,, especificas

y produccidn de citocinas

El andlisis de los resultados de la poblacién total mos-
tré que en sangre periférica hubo en promedio 587
células T CD3+/CD4+/CD69+ de memoria especificas
para el péptido por cada 10.000 linfocitos T CD3+/
CD4+ totales. Asimismo, la proporcion de la respuesta
de las células CD3+/CD8+/CD69+ fue de 538 células
especificas de memoria por cada 10.000 linfocitos
T CD3+/CD8+. Estos resultados muestran cémo la
respuesta de memoria (LT CD69+) frente al péptido
PAC 565577 €S similar para las dos poblaciones de lin-
focitos T. Los andlisis de los porcentajes de células
productoras de citocinas se hicieron sobre las pobla-
ciones CD69+, no sobre el total de células analizadas.

Se encontraron resultados positivos para las citocinas
IL-2, IL-4, IL-10, 1 IL-3 e IFN-g; pero no se observd
respuesta de las células CD3+/CD4+y CD3+/CD8+ en
ninguno de los individuos de los tres grupos estudia-
dos para IL-5. Por eso se excluyé esta citocina de los
analisis de la muestra total, por grupos y por perfiles.

Citocinas inducidas por el péptido PAc,; ..,
De todos los pacientes estudiados, los LT CD4+ de 8
individuos libres de caries, 2 con historia de caries y 4
con caries activa fueron productores de una o varias
citocinas. Solo un individuo libre de caries produjo
todas las citocinas. No mostraron respuesta 16 in-
dividuos.

Al comparar los individuos con respuesta por citocina
entre los grupos de estudio por medio de y?, se en-
contraron diferencias estadisticamente significativas

en la produccién de IFN-g (p = 0,002), IL-4 (p = 0,008)
e IL-2 (p = 0,04), pero no para IL-10 e IL-13.

Las células T CD8+ de 4 individuos libres de caries, uno
con historia de caries y 4 con caries activa mostraron
respuesta. Dos individuos libres de caries fueron pro-
ductores de todas las citocinas y 21 no respondieron.
Al comparar los individuos con respuesta por citocina
entre los grupos de estudio, se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas en la produccién
de IFN-g (p = 0,02) solamente.

Porcentaje de células TCD4+ productoras

de citocinas

El porcentaje de células TCD4+ productoras de IFN-g
fue diferente para cada grupo. Fue mayor en el grupo
LC al compararlo con HC (p = 0,008) y CA (p = 0,02) (U
de Mann-Whitney). Los grupos HC y CA tuvieron una
mediana de 0 y un pico maximo de 0,10 % y 5,4 %,
respectivamente. No hubo diferencias entre el grupo
de HC y CA. La mayoria de los individuos no mostré
respuesta (figura 2).

FIGURA 2
FRECUENCIA DE CELULAS TCD4+
PRODUCTORAS DE CITOCINAS
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Citocinas

Nota: se muestra la distribucién intercuartilica de los porcenta-
jes de células T CD4+ productoras de citocinas. Las diferencias
de porcentaje de citocina entre los grupos fueron analizadas
por medio de la H de Kruskal-Wallis. La comparacién entre
grupos se hizo con la prueba U de Mann-Whitney (p < 0,05).

Al analizar el porcentaje de células TCD4+ produc-
toras de IL-2 no hay diferencias significativas entre
los tres grupos (p = 0,07). Sin embargo, al comparar
los grupos LC y HC se encontraron diferencias sig-
nificativas (p = 0,04). En el grupo LC, la mediana fue
de 0,57 % con un maximo de 3,04 %. La mediana de
los grupos HC y CA fue de 0. El percentil 75 de los
individuos CA fue de 0,25 %.

La produccién de IL-4 fue diferente entre los gru-
pos (p = 0,02), mayor en el grupo LC que en el HC
(p = 0,03) y similar al CA (p = 0,12). La distribucién



intercuartilica muestra que el grupo LC en el percentil
75 fue de 3,04 % con un maximo de 4,3 %. El grupo
CA tuvo un percentil de 75 de 0,27 %. Los grupos CA
y HC tuvieron una mediana de 0. Ningln individuo del
grupo HC mostré respuesta.

IL-10 e IL-13 no mostraron diferencias significativas
entre los grupos estudiados. El grupo HC no mostré
respuesta para IL-10 e IL-13. La mediana fue O para
las dos citocinas en todos los grupos. Para la IL-10, el
percentil 75 fue de 0,30 % con un maximo de 2,01 %
para LC y un percentil 75 de 0,29 % con un maximo
de 1,3 % para CA. La IL-13 mostré un valor méximo en
el grupo LC de 5,55 % y en CA de 1,92 % (figura 2).

Porcentaje de células TCD8+ productoras

de citocinas

El porcentaje de células TCD8+ productoras de cito-
cinas no mostré diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los grupos. La distribucién intercuartilica
evidencia que la mediana de todos los grupos para
la produccién de citocina fue 0. El grupo HC no tuvo
respuesta, excepto para IL-2 con un maximo de 1 %.
El grupo de LC tendié a producir un mayor porcentaje
de citocinas que el grupo CA para todas las citocinas,
excepto para la IL-2, en que la respuesta fue inversa.
El grupo CA no respondié para IL-13 (figura 3). Aun-
que se observé menor cantidad de respondedores
para LTCD8+, el porcentaje de células positivas para
algunas citocinas tiende a ser mayor que para los
LTCD4+. Por ejemplo, en el grupo LC la IL-4 tuvo un
valor maximo de 9,03 %; la IL-13, de 7,86 %, y la IL-2,
de 6,2 %.

FiGURA 3
FRECUENCIA DE CELULAS TCD8+
PRODUCTORAS DE CITOCINA

citocina
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Nota: se muestra la distribucién intercuartilica de los porcenta-
jes de células T CD8+ productoras de citocinas. Las diferencias
de porcentaje de citocina entre los grupos fue analizada con la
prueba H de Kruskal-Wallis y la comparacién entre grupos se
hizo con la prueba U de Mann-Whitney (p < 0,05).

Comparacién del porcentaje de células
TCD4+ y CD8+ productoras de citocinas

Al comparar las subpoblaciones CD4+ y CD8+, no
hubo diferencias significativas en el porcentaje de
células positivas para ninguna citocina, en LC,HCy CA
(Wilcoxon; p > 0,05). Ambas subpoblaciones celulares
tuvieron un comportamiento similar en la produccién
de citocinas en todos los grupos de estudio. En LC fue
alta; en CA, intermedia, y en HC, baja y con tendencia
a no tener respuesta, excepto en IL-2 (expresada por
LTCD8+, donde la respuesta en CA fue mayor que en
LC). Aunque las dos subpoblaciones poseen el mismo
patrén de comportamiento, hay que resaltar que los
CD4 tuvieron diferencias entre los grupos internamen-
te para IFN-g, IL-2 e IL-4, como se describid.

DISCUSION

El estudio de la respuesta inmune frente a las dife-
rentes proteinas importantes en la fisiopatogenia de
la caries dental, producida por el S. mutans, se ha
enfocado en humanos a evidenciar la respuesta de
anticuerpos, especialmente de tipo IgA e IgG. Se han
mostrado in vitro mecanismos de accién de la IgA
salival que incluyen la prevencién de la colonizacién
del diente por S. mutans y la neutralizacién de al-
gunos factores de virulencia (10). In vivo, en cambio,
los resultados no han permitido establecer un papel
protector para la respuesta humoral especifica en la
caries dental. La inmunidad mediada por células ha
sido menos estudiada y se ha observado una ma-
yor respuesta proliferativa de linfocitos T especificos
contra S. mutans en individuos con menores indices
de caries (30).

En la literatura disponible, las investigaciones rela-
cionadas a la proteina PAc reportan la presencia de
epitopes T y B (importantes en la inmunogenicidad)
(11,15,16,30-34), respuesta linfoproliferativa frente a
PAc y a péptidos derivados de esta proteina como
PAC 65577 ¥ PACgyse55 (24,35). No obstante, hasta la
fecha no se han hallado reportes en los cuales se
analice la respuesta celular y el perfil de citocinas que
se sintetizan en respuesta a estos péptidos en indivi-
duos naturalmente sensibilizados. Teniendo en cuenta
la importancia del tipo de citocinas que se liberan al
medio como respuesta al proceso de activacién antigé-
nica, en este estudio se analizd la sintesis de citocinas
intracelulares por células activadas con este péptido,
candidato para usarlo como antigeno vacunal contra
S. mutans, debido a los resultados obtenidos en el mo-
delo animal y, en menor grado, en el modelo humano.
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Con respecto a la respuesta humoral, se conoce que
el centro del epitope de células B reconocido por los
anticuerpos que inhiben la unién entre PAc y los com-
ponentes salivares es -Y------ Y-, que estd presente en
PAC01319 Y PACs61.379, €N €l modelo animal (12). Las
dltimas investigaciones realizadas con PAc ;,,, se
han encaminado a estudiar formas de aumentar su
inmunogenicidad. Las modificaciones mas empleadas
usan dos o tres copias de la unidad peptidica, repeti-
ciones con un residuo de alanina o glicina como es-
paciador o sin espaciadores, repeticiones en tandem
con un espaciador de alanina y una unidad peptidica
elongada con KQY ubicada en la porcion carboxiter-
minal del péptido TYEAALKQYEADLKQY, las llamadas
MAP (péptido antigénico multiple), MAP4 (4 repeticio-
nes de la unidad peptidica unidos por lisina) y MAP8 (8
repeticiones de la unidad peptidica unidos por lisina).
Se concluyé que la mejor modificacién que se podria
hacer a la unidad peptidica original PAc; ..., seria la
forma trimérica con espaciadores A y G en ausencia
de adyuvante (18,36).

Qishi y colaboradores (37), en un estudio en rato-
nes B10.D2 publicado en el 2001, observaron que
solo la unidad peptidica trimérica indujo una cantidad
significativa de anticuerpos en condiciones libres de
adyuvante y que, ademas de los espaciadores de Ay
G, la monolisina o dilisinas como espaciadores fueron
muy efectivos, incluso mejor que con Ay G solas. Este
punto es importante, ya que se sabe que, al usar pares
de residuos basicos como KK, KR y RR, los cuales son
un sitio de clivaje de catepsina B, una de las enzimas
méas importantes para el procesamiento antigénico en
el contexto de moléculas de clase Il, podria ayudar
al mejoramiento de la presentacién y procesamiento
antigénico por esta via. En el estudio concluyeron
que las repeticiones en tdndem con espaciadores de
dilisina son muy efectivas para proveer antigenicidad
de la unidad peptidica PAC; 57,

No se han reportado en el modelo humano investi-
gaciones similares a las encontradas para el modelo
animal con péptidos sintéticos. En esta investigacion,
como era de esperarse, los valores en saliva fueron
menores que en suero; pero es sorprendente que las
concentraciones de IgA salival son menores que las
de IgG salival. Tal vez sea un reflejo de la respuesta
sistémica, ya que las cantidades de IgG sérica son seis
veces mayores que la IgA en el suero. Las muestras
fueron de saliva completa; por lo tanto, tienen influen-
cia de la respuesta local mediada por la IgA secretora
y de la respuesta sistémica a través del fluido gingival.
Sin embargo, no se encontraron diferencias en la

respuesta humoral que indiquen que la produccién
de anticuerpos especificos frente al péptido PAc sean
protectores contra la enfermedad. Es posible que la
presencia permanente de este péptido en la proteina
natural del S. mutans conduzca a un respuesta pro-
longada y evidente de anticuerpos. En este estudio
se confirma la presencia de epitopes B en humanos
naturalmente sensibilizados.

Algunos reportes sobre estudios de proliferacion y
produccién de citocinas frente a S. mutans com-
pleto o péptidos de las glucosiltransferasas como
GTF-l 15011322 han encontrado que hay respuesta por
los linfocitos T CD4+ y produccién de citocinas
como IFN-g principalmente (21,23,25), IL-4 e IL-10
(21) e IL-12 y TNFa (23). Estos resultados muestran
que el S. mutans es capaz de activar la produccion de
citocinas asociadas especialmente con inflamacién,
aumento de funcién de monocitos y tipo de respuesta
TH1, que pueden estar correlacionados con el tipo de
respuesta in vivo (23). A pesar que los datos prelimina-
res descritos por nuestro grupo de investigacién, en los
cuales se observaba una tendencia al perfil TH2 (38),
después de mejorar el andlisis y hacer una correccién
estadistica, estos reportes de la literatura coinciden
con lo encontrado en este estudio, en el que el péptido
induce una respuesta variada de citocinas. Se halla-
ron diferencias significativas en el nmero de LTCD4+
CD69+ productores de IFN-g, IL-2 e IL-4, y el nimero de
individuos con respuesta de estas citocinas fue mayor
en el grupo de libres de caries. No obstante, a diferencia
de lo reportado para S. mutans completo, la respuesta
no se cataloga como tipo TH1, sino como THO.

Otros estudios mostraron que no solamente esta bac-
teria grampositiva estimula células T CD4+ y células
NK, sino que también estimula de forma muy impor-
tante las células TCD8+ con su respectiva secrecién
de citocinas, con mayor proporciéon de IFN-g (20).
Ademas del IFN-g, se observé en menor proporcién la
expresion de mRNA para IL-4 e IL-10, lo que sugiere un
perfil de preferencia de tipo T1 (21). Asimismo, en el
presente estudio se observd que los sujetos libres de
caries tuvieron respuesta de LTCD8+ CD69+ de IFN-g,
es decir, con una preferencia por un perfil T1; pero el
porcentaje de células TCD8+ productoras de citocinas
no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos para ninguna citocina. Estos respon-
dieron a IL-10, IL-4 y, en menor porcentaje, a IL-13, lo
que la hace una respuesta variada.

Por otro lado, en la literatura se describe que la pre-
sencia de S. mutans induce una proporcién reducida



de CD4/CD8 con predominio de células TCD8+ en
células mononucleares de sangre periférica (20). Ello
es contrario a lo observado en este estudio, donde
dicha proporcién de células TCD4+ vs. TCD8+ y el
porcentaje de respuesta fueron muy similares entre
los dos grupos de linfocitos frente al péptido PAC,.
377, de S. mutans. Asimismo, el patrén de respuesta de
células productoras de citocina fue igual para las dos
subpoblaciones de linfocitos T: mayor en LC, seguido
por CA 'y menor en HC. Fue diferente en LTCD8+ pro-
ductores de IL-2, donde fue mayor la produccién por
los individuos con CA, luego LC y, por dltimo, HC. El
grupo HC tiende a mostrar menor respuesta, posible-
mente por la tolerancia oral o el agotamiento clonal
de células Ty B generados por la persistencia crénica
de microrganismos orales, como se ha descrito pre-
viamente (39).

Las células TCD3+/CD4+ y TCD3+/CD8+ se dividie-
ron, con base en su expresién de CD4 y CD8 y segln
las citocinas que ellas secretan, en TO: IL-2, IFNg, IL-4,
IL-5,IL-10 e IL-13; T1:IL-2, IFN-g y TNF-a, y T2: IL-2: IL-
4,IL-5,IL-10 e IL-13. Dependiendo del perfil involucra-
do, las células T pueden cumplir un importante papel
en ambas respuestas celular y humoral para ambos
patégenos intracelulares y extracelulares (20). En este
estudio se observaron cuatro perfiles de citocinas di-
ferentes en respuesta al péptido PAc ,,,, para cada
uno de los linfocitos T CD3+/CD4+ y T CD3+/CD8+:
T0, T1, T2.En el cuarto grupo se incluyeron las células
activadas, pero sin secrecion de las citocinas estudia-
das (no secretores).

Entre los resultados esperados en esta investigacion
se pretendia encontrar una mayor respuesta de un
perfil T2 frente al péptido PAc 5,5, €n los individuos
libres de caries. Ello podria explicar la resistencia
natural de la enfermedad, dado que estas citocinas,
a través de receptores especificos, actlan sobre los
linfocitos B. Estos activados se convertirian en células
plasméticas productoras de anticuerpos especificos
para neutralizar el antigeno que origind el proceso.
Se puede mencionar como ejemplo el péptido PAC ;..
377 que, como se ha dicho, posee epitopes B, lo que
genera la respuesta de memoria frente al mismo mi-
crorganismo (14).

Los datos obtenidos en esta investigacién conducen
a proponer que en individuos naturalmente sensibi-
lizados se encuentra una respuesta de memoria al
péptido PAc ;. 5,,, ¥ que, en general, para los LT no hay
un tipo de perfil definido de citocinas en respuesta a
dicho péptido. No obstante, predomina la respuesta

de tipo THO para los LTCD4+ y T1 para los LTCD8+ en
los sujetos libres de caries y que citocinas como el
IFN-g, la IL-4 o la IL-2, entre otras, también pudieran
inducir cambio de clases en el LB para la consecuente
produccién de anticuerpos de tipo IgA e IgG (40). Esta
respuesta celular no tiene relacién con la ausencia o el
estado de la enfermedad, dado que no se encontraron
diferencias en la respuesta humoral entre los grupos
de estudio que indiquen que la produccién de anti-
cuerpos especificos IgA salival e IgG sérica frente al
péptido PAc sean protectores contra la caries dental.

Senpuku y colaboradores reportaron en 1998 que el
péptido PAc . .., contiene epitopes T que activan
una respuesta de células mononucleares de sangre
periférica en humanos. Sin embargo, la respuesta esta
restringida por las moléculas del CMH (12). De igual
forma, el mismo grupo reporta que este péptido es
capaz de activar células T en ratones y que, ademas,
estas células reaccionan cruzadamente en presencia
de la proteina completa (15).

Las diferencias poblacionales en la respuesta inmune
frente a un mismo antigeno pueden explicarse por el
polimorfismo de las moléculas del CMH que participan
en la activacion de las células T. En la literatura se
ha reportado la relevancia de las moléculas del CMH,
debido a que las células pueden reconocer epitopes T,
dependiendo de los motivos de unién a las moléculas
CMH clase Il como son H-2 en modelo animal y HLA-
DR en modelo humano (19,24,35). La afinidad entre la
molécula CMH y el péptido afecta la reactividad de la
célula T. Se conoce que el péptido PAc . ..., presenta
motivos de unién para las moléculas HLA-DR5, DR6 y
DR8. Para los otros DR la unién es débil (19). En esta
investigaciéon no se analizaron las moléculas del CMH
de los individuos estudiados, pues si se pretende en-
contrar un péptido vacunal éptimo, este debe generar
una respuesta en la gran mayoria de la poblacién sin
que dependa de la presencia de alguna molécula de
HLA determinada.

Las células T CD8+ reconocen antigenos en el con-
texto del CMH de clase |, lo cual se asume para ser
inaccesible a antigenos exdgenos solubles. Sin em-
bargo, se ha reportado un cambio en el camino del
procesamiento del antigeno, ya que otros antigenos
diferentes a péptidos sintetizados endégenamente se
pueden presentar y procesar en asociacién con el
CMH de clase I. Un estudio publicado en 1991 muestra
que en monos inmunizados con antigenos estrepto-
cocicos solubles se genera una respuesta proliferativa
especifica y una produccién de anticuerpos restringi-
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da por clones de células TCD8+ (30). Los resultados
observados en este trabajo muestran que este péptido
PAC 345477 fue reconocido por el 0,054 % de los LT
CD3+/CD8+ y como producto de este reconocimiento
hubo produccién de citocinas.

Por otro lado, en este estudio se encontré que 16
pacientes no mostraron respuesta por LTCD4+ y 21
por LTCD8+. La mayoria de dichos individuos estaba
dentro del grupo con HC. Esta ausencia de respues-
ta se explica por el modelo estructural de Larson y
colaboradores, que ilustra como la conformacién de
la molécula a manera de entorchado o plegamiento
hace que cambie la orientacién de aminodacidos y, de
alguna manera, estos no sean expuestos (zona coin-
cidente con el péptido en estudio) y reconocidos por
el sistema inmunolégico de muchos individuos. Esto
podria ser un mecanismo de evasién del microrga-
nismo (36), por ello la persistencia de la enfermedad.

Los resultados de este estudio sugieren que PAC ..,
cuya secuencia es TYEAALKQYEADL con epitopes T (como
se encontrd en esta investigacion) y B en estado na-
tural, no es un péptido vacunal efectivo en humanos,
dada la divergencia en las respuestas encontradas y
al hecho de que, aun cuando la respuesta predomi-
nante es de tipo THO en LTCD4+ y T1 en LTCD8+, no
hay una correlacién con la produccién de anticuerpos
protectores. Se sustenta esto en que los anticuerpos
se observaron de igual manera en los pacientes con
la enfermedad, lo que indica su poca importancia en
la proteccién contra la caries dental.

Tal vez estudios conducentes a aumentar la inmu-
nogenicidad y a probar cambios estructurales-con-
formacionales en el péptido lleven a obtener mejores
posibilidades de respuesta al utilizar este antigeno
vacunal. Por otro lado, ya que los resultados publi-
cados en estudios con péptidos sintéticos en modelo
animal y humano no reportan ser suficientemente
inmunogénicos, se estan disefiando otras estrategias
para incrementar la respuesta inmune como vacunas
anticaries recombinantes o de ADN, con la proteina
completa rPAc, con los otros factores de virulencia
como GLU y CAT, y usando adyuvantes diferentes a los
convencionales, como la flagelina o cosuministrando
a dichas vacunas genes de citocinas quimiotacticas
como la IL-6 o la ccl19 (41-46).

CONCLUSIONES

Los resultados descritos en esta investigacién condu-
cen a proponer que en individuos naturalmente sen-
sibilizados se encuentra una respuesta de memoria
al péptido PAC . ,,, con produccion de citocinas y
anticuerpos tipo IgA e IgG salivales y séricos especi-
ficos contra el péptido. Sin embargo, esta respuesta
no es protectora, pues no se observé una correlacion
entre el tipo de respuesta celular y humoral que hiciera
la diferencia entre pacientes con caries e individuos
resistentes a la enfermedad.
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