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Resumen

El autismo es un trastorno del desarrollo cerebral que presenta alteraciones
inmunoldgicas, metabdlicas, gastrointestinales, neuroldgicas y dificultades en el area de
relacion social y es notorio a partir de los 3 afios de vida del individuo. La saliva es un
fluido biolégico importante como medio de diagndstico de enfermedades sistémicas y
bucales. Esta compuesta de 99% de agua y 1% de electrolitos y macromoléculas
organicas. Se ha descrito que a pesar de las condiciones desfavorables, nifios con
autismo presentan un indice de caries menor que niflos sanos. En este trabajo
determinamos si existen diferencias en parametros bioquimicos salivales de pacientes
con autismo comparado con nifios sin autismo. Se determiné pH, concentracién de
proteinas por el método de Lowry, iones calcio por el método colorimétrico con orto-
cresolftaleina complexona, iones fosfato por el método de Fiske y Subbarow e
inmunoglobulina A secretora total por ELISA indirecta; el perfil electroforético y
zimografias de las proteinas salivales fue determinado en geles de poliacrilamida SDS-
PAGE. Para autistas y controles se obtuvieron los siguientes valores promedios + DE
(desviacién estandar) respectivamente: pH 7,20 £ 0,48 y 7,27+ 0,34 (n=34), concentracion
de proteinas totales 2,07 + 0,88 mg/mL y 2,18 + 0,83 mg/mL (n=30), concentracién de
iones fosfato 4,02 + 1,87 mmol/L y 3,33 £+ 2,11 mmol/L (n=9) y concentracion de IgA
secretora total 71,43 £+ 18,43 pg/mL y 80,82 + 46,71 pg/mL (h=10). Los resultados de pH,
proteinas, fosfatos e IgA secretora total no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Para la concentracion de calcio se observé diferencia significativa, donde el
promedio para los pacientes con autismo fue 0,57 + 0,28 mmol/L, menor que para los
controles 0,77 £ 0,36 mmol/L (p=0,017). Este resultado se asocia al bajo consumo de
alimentos lacteos de los pacientes dentro de la poblacién autista con dieta. El perfil
electroforético proteico presenta un patron similar para ambas poblaciones, sin embargo
en el perfil proteolitico pudimos observar diferencias de patrones de actividad de las
proteinas dependiendo del paciente y si tenia caries 0 no. Los pacientes autistas
presentan un conjunto de factores desfavorables que los harian propensos a padecer
caries, el indice de higiene oral para esta poblacion fue 2,3 (malo) y para controles fue
1,79 (regular), y en contradiccion a esto, el indice de caries fue de 1 (muy bajo) para los
autista y 3 (bajo) para los control, donde la poblacion control padece caries en un 73,53%
y los nifios con autismo apenas en un 20%. De hecho, los parametros bioquimicos
salivales aqui estudiados fueron similares entre ambas poblaciones, en contra de lo
esperado.
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I. Introduccién

I.1 Autismo.

El autismo es un trastorno profundo del desarrollo que afecta aproximadamente a cinco
de cada diez mil nifios a nivel mundial (5/10.000) con una relacibn por sexo
masculino/femenino de 4:1 (Chakrabarti, 2001), siendo en Venezuela la prevalencia
aproximada de 11/10000 (Montiel-Nava, 2008). Kanner en 1943, fue el primero en
describir las principales caracteristicas del autismo como una incapacidad para
relacionarse con las personas y desenvolverse en situaciones diversas de una forma
normal, presencia de movimientos estereotipados, potencial cognitivo normal y una
excelente memorizacién por repeticién. La condicion autista es definida completamente en
base al deterioro de tres areas: 1) Interacciébn social, 2) Comunicacién y 3)
Comportamiento estereotipado y repetitivo. Este es un trastorno bioldgico del desarrollo
cerebral, que afecta principalmente a las neuronas conocidas como “espejo”; tiene como
consecuencia alteraciones inmunolégicas, metabolicas, gastrointestinales y neuroldgicas

en el individuo (Miles y McCathren., 2005).

Las causas del autismo pueden ser divididas en:1) Congénitas: la alteracion del
desarrollo del sistema nervioso central ocurre durante la gestacion por exposicion de la
madre embarazada a: a) intoxicacion por mercurio y/u otros metales pesados que se
adhieren irreversiblemente a la formacién de la vaina de mielina que causan interferencia
en la sinapsis regular del individuo. b) Enfermedades como la rubéola, que provocan
delecién del material genético del feto (Juul-Dam y col., 2001). 2) Genéticas: dentro de
los modelos de herencia propuestos para el autismo se encuentra la herencia oligogénica,

lo que implica la participacion de diferentes genes en uno o varios loci cromosémicos.



Estudios en familiares han hecho evidente la predisposicion genética al autismo,
heredable en 90% en gemelos (Bailey, 1995), siendo mas frecuente en familias con un
integrante autista y la prevalencia de la enfermedad entre hermanos aumenta a un 5%, lo
gue es varias veces superior a la prevalencia general en la poblaciéon (Szatmari, 1998; y
Fombone, 1999). 3) Exposicion ambiental y/o agentes externos directamente del
niflo ya nacido: a) intoxicacion con mercurio y/o metales pesados, esto lo asocian con el
uso de vacunas con un preservante llamado timerosal, el cual es a base de mercurio.
Aunque nunca fue demostrado que esto causara autismo, actualmente existen leyes que
prohiben el uso de éste y cualquier otro preservante a base de metales pesados en las
vacunas (FDA, 2002). Bradstreet y col. (2003) compararon la excrecion de mercurio
después de tres dias de tratamiento con un agente quelante oral, meso-2,3-acido
dimercaptosuccinico (DMSA), en nifios con trastornos del espectro autista y una muestra-
control de una poblacion sin trastornos. En general, las concentraciones de mercurio en
orina fueron significativamente mas altas en 221 nifios con trastornos del espectro autista
gue en los 18 controles normales. Ademas, los casos en los que los nifios habian sido
vacunados mostraron una concentracién significativamente mayor de mercurio urinario,
gue los controles no vacunados. Concentraciones similares de mercurio urinario fueron
observadas entre los vacunados y no vacunados del grupo control. No se encontrd
asociacion entre el cadmio o plomo urinario y trastornos del espectro autista. No se pudo
concluir si el mercurio observado era por intoxicacion durante la vacunacién, o si ésta
habia ocurrido por predisposicion genética, o si por la condicion de autismo estos nifios
concentraban mercurio en su organismo, pero si concluyeron que independientemente del
mecanismo por el cual los nifios con esta condicién tienen altas concentraciones de
mercurio en la orina, el tratamiento con DMSA descrito podria ser util para diagnosticar su
carga actual de mercurio. En otro estudio similar, Adams y col. (2007), determinaron altas

concentraciones de mercurio en dientes de nifios con autismo respecto a controles/sanos
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(n=15 vs n=11, respectivamente); las conclusiones fueron similares, no sabian el origen

exacto de dicha acumulacion.

Las causas del autismo permanecen poco claras. Las enfermedades complejas son
probablemente provocadas por la combinacion de alelos raros y variantes comunes que
representan solo un pequefio riesgo para desarrollar la enfermedad, pero que combinados
dan como consecuencia el fenotipo autista y a veces pasan desapercibidos en los analisis

bioldgicos; o podriamos hablar de epigenética.

En los trabajos anteriores, a pesar de los nuevos avances, los resultados son
contradictorios y no es sencillo repetir los experimentos, por lo que no dejan del todo
claras las causas. Pudiera deberse a uno o a la combinacion de varios factores,
incluyendo tamafios de muestra muy pequefios, combinacion de madltiples genes
interactuando con efectos pequefos, heterogeneidad genética y por la propia diversidad
fenotipica del espectro autista, todo lo cual hace que sea mas dificil establecer la correcta
relacion genotipo-fenotipo en este tipo de trastornos. La Unica conclusién comudn es que el

dafio al desarrollo neuronal de estos nifilos ocurre antes de alcanzar los 3 afios de vida.

Recientemente ha surgido el interés de identificar endo-fenotipos en autismo. Los endo-
fenotipos se refieren a fenotipos que reflejan procesos 0 mecanismos subyacentes y que
pueden aproximarse a una herencia mendeliana, pudiendo ser mas faciles de detectar por
los métodos de ligamiento convencionales, obteniendo asi resultados reproducibles por
diferentes grupos de investigacion (Solis-Afiez, 2007). Uno de estos endo-fenotipos que
ha emergido, son las alteraciones cuantitativas y cualitativas de determinados
componentes del sistema inmunitario en pacientes con autismo, como la hipersensibilidad
a grupos especificos de alimentos que contienen caseina y/o gluten, que de hecho

algunos nifios han sido sometidos a dieta y se han evidenciado mejorias notables en su



desarrollo (De Escrivan, 2012), lo que ha llevado a la postulacion de teorias
inmunoldgicas en el autismo donde se implican principalmente los genes del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibilty Complex) (Hjiej,

2008).

La dieta del paciente sera un factor a tomar en cuenta en nuestro estudio, ya que tiene
varias implicaciones: 1) la intolerancia al gluten y a la caseina estan demostrando una
respuesta inmunitaria diferente a la de los sanos y 2) varia los recursos disponibles en
boca, por lo tanto pudiera interferir con los microorganismos que alli se desarrollan,

especificamente el Streptococcus mutans causante de la caries. Por ser un sistema

fisiolégico el que estudiamos, la dieta podria estar incluida en la explicacién a cualquier

alteracion bioquimica en la saliva de nuestros pacientes que pudiéramos notar.

Se ha observado un incremento alarmante en las proporciones de nacimientos de nifios
con autismo en los Ultimos afios. Para el afio 2012, la ONU registré que Venezuela en el
afio 2011, un 0,7% de la poblacidn nacié con autismo; mientras que en el 2008 se habia
registrado un 0,1% (Montiel-Nava y col.; 2008). Por otro lado, Rangel en 2014, indicé en
su articulo que los estados venezolanos con mayor nimero de casos con nifios autistas
eran Bolivar y Zulia, que coinciden con ser los mas contaminados del pais. Esto no solo
ha ocurrido en nuestro pais, sino a nivel mundial, segun reporte del Centro para Control y
Prevencion de Enfermedades, del CDC (por sus siglas en inglés Centers for Disease
Control and Prevention, 2008), que calcularon que 1 de cada 88 nifios ha sido identificado
con un trastorno del espectro autista (TEA). El calculo del CDC proviene de la Red de
Vigilancia del Autismo y las Discapacidades del Desarrollo (ADDM, por sus siglas en
inglés Autisim and Developmental Disabilities Monitoring) el cual observa el nUmero de
nifos de 8 afios con TEA que viven por comunidad. En 2013 la Dra. Clavera Ortiz, hizo

una recopilacion de datos de nifios con autismo desde el afio 1975 hasta 2011, donde
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demuestra con una gréfica exponencial el crecimiento de esta condicion a nivel mundial,
lo que definié como una epidemia. Nada es concluyente, de manera no oficial lo asocian a

incremento de la contaminacién global en general.

I.2 La saliva:

La saliva es el fluido biolégico de la cavidad bucal incoloro, viscoso, secretado en
conjunto por las glandulas salivales mayores y menores. Es una solucion saturada en
iones calcio, fosfato y que ademas contiene fltor, proteinas y glucoproteinas. Entre sus
funciones esta la de proteger los tejidos bucales, participacién en la digestién, gusto,
efecto lubricante, accion amortiguadora y actividad antibacterial. Juega un rol muy
importante en la salud bucal (Aguilar y col., 2003).

Segun su procedencia se distinguen dos tipos de saliva:

- Saliva total o mixta, resultante de la mezcla de la secrecién de todas las glandulas

salivares (serosas y mucosas).

- Saliva parcial, es obtenida por cateterismo, de los respectivos conductos excretores

de cada una de las glandulas (serosa 0 mucosa).

I.2.1 Glandulas salivales:

La saliva es excretada por las glandulas mayores (parétidas y sub-maxilar) en un 93% y
por las menores (glandulas sublinguales) en un 7% (Puy, 2006). La produccién de saliva
estd relacionada con el ciclo circadiano, de tal manera que en estado de reposo, como al
dormir de noche, se segrega una minima cantidad de la misma. Las glandulas mayores
son responsables de la secrecién en condiciones estimuladas (producen saliva mixta),
mientras que las menores de la secrecién en reposo (producen saliva principalmente
mucosa, pero también mixta). Estudios previos comprueban que dependiendo de la hora
del dia y de la actividad del individuo (el estimulo presentado), el flujo salival varia

(respondiendo a ritmos circadianos) y también la composicion de la saliva (regulando



cambios de concentracion basados en reabsorcion) (Gomez de Ferraris y col., 2009); por
lo tanto, en este estudio se procuré un horario de toma de la muestra que permitiera
homogenizar las muestras en analisis.

Las glandulas constan de un grupo de células secretoras dispuestas alrededor de una
luz estrecha, denominadas acinos y conforman la unidad secretora de las glandulas
salivales (Fawcet, 1999). En estas unidades es donde el fluido salival es generado y la
mayoria de las proteinas son sintetizadas y secretadas (Ross y col., 2004).

-Glandula pardétida:

Es la de mayor tamafio de las glandulas salivales compuestas, son un par situadas por
debajo y delante del oido, cuyo conducto excretor desemboca en la cavidad oral frente al
segundo molar superior. Su principal caracteristica es que su secrecién es acuosa rica en
enzimas principalmente serosa (Gartner y col., 2002).

-Glandula submandibular:

Son 6rganos pares, de tamarfio intermedio, ubicados debajo del piso de la boca, una de
cada lado, en el maxilar inferior. La principal porcion de la saliva producida es serosa.
También secreta mucinas (una mezcla de glucoproteinas que participan en lubricacion y
proteccién bucal) (Ross y col., 2004).

-Glandula sublingual:

Son las glandulas salivales mas pequefias, son pares y se sitdan en el piso de la boca,
anteriores a las glandulas sub-maxilares. Estan constituidas principalmente por acinos
mucosos. Elaboran el 5% del total de la saliva. Su sistema de conductos no forma un
conducto terminal, sino que varios conductos se abren en el piso de la boca. (Ross y col.,
2004).

-Glandulas salivales menores:

Son pequefias glandulas situadas entre los haces de musculo estriado de la lengua.
Algunas son serosas y otras mucosas. Se encuentran en la submucosa de la mejilla y el
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piso de la boca y estdn formadas por acumulos muy ramificados. Las mucosas
sobrepasan en mucho a las serosas. Se ha sugerido que estas glandulas segregan de
forma continua y contribuyen a la formacién de la saliva en reposo que humedece y

lubrica la mucosa bucal (Fawcet, 1999).

LINGUALES PALATINAS

LABIALES MOLARES BUCALES

Gl. Parétida Gl. Submaxilar Gl. Sublingual

Figura 1. Glandulas mayores: glandula parétida, Figura 2. Glandulas menores: se ubican
glandula submandibular y glandula sublingual; reunidas en actimulos, y su principal
producen el 93% del volumen total de saliva secrecion es saliva mucosa. Se ubican
mixta. en el epitelio de la mucosa de la boca.

http://www.asisccmaxilo.com [consulta: 9 de Febrero de 2015]

I.2.2 Composicion de la saliva:

El 99% de la saliva es agua y un 1% de electrolitos y macromoléculas organicas: iones
calcio (Ca?"), fosfato (PO,*) y flior (F) y proteinas en general: que componen las
inmunoglobulinas, glucoproteinas y componentes de la microbiota bucal. Como fluido
presente en la cavidad bucal, la saliva, cumple funciones de lubricacién, proteccién de
tejidos, barrera antimicrobiana y contra irritantes exdgenos como quimicos, y evita la
desecacion producto de la respiracion (Grant y col., 1988). Esta composicién confiere a la

saliva sus funciones (Figura 3).


http://www.asisccmaxilo.com/
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Figura 3. Cuadro esquematico composicidn-funcion en la saliva. (Aguilar y cols. 2003).

La saliva total en boca, ademas de sus componentes originales provenientes de su
excrecion por las glandulas salivales, también es nutrida de elementos provenientes de
otros sitios bucales como: el fluido crevicular gingival, el cual es un liquido incoloro
excretado en pequefias cantidades a través del surco gingival, producto exudado
inflamatorio proveniente del sistema linfatico, que contiene proteinas plasmaticas vy
anticuerpos (Jablonski, 1982). Otros colaboradores de la composicion de la saliva son los
residuos y procesos de los microorganismos que moran en la cavidad oral, ya sean
simbidticos propios de una salud bucal 6ptima, o producto de infecciones exdgenas. Ellos
forman la biopelicula dental, que Pérez-Luyo en el 2005, la define como una comunidad
microbiana diversa que se adhiere a la superficie dental embebida en una matriz de
polimeros de origen salival y de los mismos microbios. La formacién de esta biopelicula

involucra la interaccién entre los colonizadores primarios y la pelicula adquirida (PA) del



esmalte. Los colonizadores secundarios se unen a las bacterias inicialmente adheridas a
través de interacciones moleculares especificas. Existe una relacion entre las bacterias de
la biopelicula y el huésped en la salud y en la enfermedad. Se encuentra implicito que las
enfermedades pueden prevenirse no sélo inhibiendo directamente los patdégenos, sino
también interfiriendo con los factores ambientales que favorecen la aparicion selectiva y
crecimiento de estas bacterias y hongos. Aqui entran en juego algunos componentes de
la saliva que tendran esta funcién, inhibiendo por una u otra estrategia bioldgica el
crecimiento de los microorganismos dafiinos. Entre ellos existen componentes organicos
e inorganicos que forman una delgada membrana que se deposita en la superficie de los
dientes como resultado de su adsorcion, por interaccion ionica, con la hidroxiapatita
(fosfato de calcio de formula quimica: Caig(PO4)s(OH)2, principal componente del
esmalte dental), formando la pelicula adquirida, que es el nicho que define la biopelicula
dental (Francia y col., 2006). Entre estos componentes de la saliva en general, destacan:
Componentes organicos:

Histatinas:

Son una familia de péptidos ricos en histidina que son secretadas primordialmente en la
parétida y en la glandula submandibular. Las histatinas poseen propiedades
antimicrobianas ya que alteran la permeabilidad de sus membranas (Schenkels y cols.,
1995).

Proteinas ricas en prolinas (PRP):

Son un grupo de proteinas en las que predominan aminoacidos prolina seguido de glicina
y glutamato. Las proteinas ricas en prolina se dividen en dos grupos:

PRP acidicas: con una masa molecular de 16 kDa, estas proteinas unen calcio (Ca*")

con gran afinidad, regulando la concentracién del i6n en la saliva (Bennick y col., 1983).



PRP glucosiladas: con una masa molecular de 36 kDa y estan involucradas en las
funciones de lubricacion durante la masticacion y participan en el reconocimiento del
gusto (Hatton y col., 1985; y Azen y col., 1990).

Estaterinas:

Asociada también a funciones de lubricacion, son proteinas &cidas de bajo masa
molecular, compuestas de 43 aminoacidos. Es secretada por las glandulas parétida y
submandibular (Azen y col., 1990). Junto con las PRP acidicas, juegan un papel muy
importante en la homeostasis del Ca** . Inhibe la precipitacion espontanea de éste y de
las sales de carbonato y fosfato, (los componentes del esmalte dental) (Hay y col., 1986;
Rajy col., 1992)

Mucinas:

Son proteinas altamente glucosiladas cuya conjugacion de azucares difiere
estructuralmente de las proteinas en suero y de los proteoglicanos (Klein y col., 1992). Se
presenta en dos tipos en saliva humana:

Mucinas de alta masa molecular (MG1): tiene una masa molecular de 1000 kDa, se
adhiere a la superficie del diente formando una barrera contra los ataques acidicos (Nieuw
y col., 1987).

Mucinas de baja masa molecular (MG2): entre 150 y 200 kDa, se une a gran namero de

microorganismos que incluyen Candida albicans y Aggregatibacter

actinomycetemcomitans evitando la colonizacién (Groenick y col., 1995).

Cistatinas:

Familia peptidica donde predominan las cisteinas y las estructuras beta-paralelas; son
un grupo de proteinas (9 isoformas) de baja masa molecular (por los 13 kDa
aproximadamente) presentes en todas las secreciones del tipo mucosas. Actda como
inhibidor de las proteinasas, protegiendo los tejidos de los ataques proteoliticos por
bacterias y virus (Abrahamsson, 1986).
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a-amilasa salival:

Principal participante de la digestion primaria de los carbohidratos y formacién del bolo
alimenticio. Es una enzima de entre 46 y 60 kDa, y es uno de los componentes mas
abundantes de la saliva (Schenkels y col., 1995).

Lisozima:

Posee actividad enzimatica antibacterial, ya que cliva enlaces 3 1-4 glucosidicos entre el
acido muramico y residuos N-acetilglucosamina en los peptidoglucanos de la pared
celular de las bacterias (Schenkels y col., 1995).

Lactoferrina:

Es producida por las células de la mucosa epitelial. Tiene una masa molecular de 80
kDa, En la saliva, esta glucoproteina de la familia de las transferrinas, tiene la capacidad
de secuestrar el hierro de los sitios de infeccién y asi, priva de un nutriente esencial a las
bacterias, inhibiendo su crecimiento (Rodriguez-Franco y col., 2005).

Aglutinina:

Proteina altamente glucosilada con una masa molecular de aproximadamente 340 kDa,
gue porta antigenos activos de grupos sanguineos. Comparte similitudes con MG2, al ser
ademas monomeérica, con propiedades altamente adhesivas y porque se une a gran

variedad de microorganismos incluyendo S. mutans y S. sanquis . Su nombre deriva de

su funcion de aglutinar, unir entre si, a estas bacterias (gracias a su capacidad adhesiva)
para luego ser desechadas por vias digestivas mediante la deglucion (Garcia Triana y
col., 2012).
Peroxidasa humana salival:

Presenta un peso molecular de 73-78 kDa. Es una enzima que cataliza la formacion de
compuestos bactericidas como el hipotiocianato (OSCNY) y el acido hipotiocianoso
(HOSCN), a partir del peréxido de hidrégeno (H.O,) y el tiocianato (SCN). Estos

compuestos oxidantes pueden reaccionar rapidamente con los grupos sulfidrilos de las
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enzimas bacterianas involucradas en la obtencion de energia a partir de la glucosa; asi
inhiben su funcién y la concomitante produccion de &acidos. Se han comercializado
diversos productos como pastas dentales y enjuagues bucales, dirigidos a incrementar la
actividad enddgena de esta enzima. Sin embargo, se cree que su principal funcion es
eliminar al peréxido de hidrégeno generado localmente por las bacterias, sustancia
altamente toxica para las células de los mamiferos. Otra funcién no asociada a la
generacion de agentes oxidantes que se le ha atribuido a esta enzima, es la inhibicién de
la produccién de polisacaridos extracelulares que fortalecen la unién de las bacterias a la
superficie dentaria que forman la biopelicula dental (Garcia Triana y col., 2012).
AlbUumina:

Es una de las proteinas que se encuentra en mayor cantidad en el plasma sanguineo y
se puede encontrar en cualquier fluido del cuerpo humano (saliva, sudor, lagrimas, leche
materna, etc), pues su funcion principal es mantener la presidbn oncética de los
compartimientos vasculares, es decir, regula la secrecion o exudacién de los mismos al
exterior. Su peso molecular aproximado es de 67 kDa. Algunos estudios la asocian a la
presencia de otras macromoléculas en dichos fluidos, como participe de la regulacién de
la concentracion en la que éstos estan presentes (Carins y col., 2002).

Inmunoglobulina A (IgA):

La IgA es una inmunoglobulina predominante del sistema inmune a nivel de mucosas, ya
gue en su isoforma con el componente secretor (IgA secretora), adquiere la capacidad de
estar presente en la superficie epitelial. La IgA salival, como parte del engranaje inmune,
tiene funciones de defensa bucal y llega hasta esta mucosa mediante el fluido crevicular
gingival (Grahnberg y col., 1982).

Metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP):
Numerosos estudios involucran a las MMP o matrixinas, como una de las principales

moléculas relacionadas con la degradacion y/o remodelacion de los componentes de la
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matriz extracelular. Las MMP constituyen una familia de endopeptidasas metal-
dependiente para la cual se han identificado al menos 23 miembros. Esta familia se
clasifica en cinco clases principales: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, MMP de
membrana y un grupo heterogéneo de MMP. Ellas comparten caracteristicas funcionales
y se diferencian en la especificidad por el sustrato y su origen celular. Dentro de las
caracteristicas comunes para las MMP se describe: el ser secretadas como una proforma
inactiva o latente; el que requieren un pH neutro para poder actuar y el incluir en su
estructura un dominio propéptido, un dominio catalitico y un dominio 16-hemopexina. El
dominio catalitico se caracteriza por la presencia de dos atomos de zinc en el sitio activo
de la molécula y un residuo de cisteina esencial para el mantenimiento de la latencia
enzimética. La activacion se produce al interrumpirse la interacciéon entre este residuo
aminoacidico con el &tomo de zinc en el sitio activo enzimatico. Este fenémeno ocurre en
el espacio extracelular donde las MMP activadas, reconocen y se unen a la matriz
extracelular (MEC). Los principales sustratos de las colagenasas son el colageno tipo |, Il
y lll. Las gelatinasas hidrolizan principalmente componentes de la lamina basal como
gelatina y colageno tipo IV. Las estromelisinas degradan elastina y colagenos tipo IV, V, X
y Xl. Las MMP de membrana no se agrupan de acuerdo al substrato hidrolizado, sino por
Su ubicacion celular.

Las MMP estan ampliamente distribuidas en el organismo, donde desempefian una
serie de funciones fisiol6gicas como la cicatrizacién, la reabsorcion 6sea, la involuciéon
mamaria, procesos fisioldgicos asociados al embarazo y al parto, migracion de células
inflamatorias, angiogénesis, etc. Todos estos procesos son dependientes de la actividad
controlada de estas enzimas extracelulares, las que en términos generales son reguladas
por 3 mecanismos: 1) regulacién de la transcripcion; 2) activacion de la MMP latente y 3)
por sus inhibidores naturales: los inhibidores tisulares de 17 metaloproteinasas (TIMP). La

desregulacion en cualquiera de ellos, puede dar origen a procesos patolégicos como:
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metastasis, desordenes autoinmunes, ulceraciones tisulares, entre otros. Algunas
variedades de MMP han sido descritas en la saliva total y en la biopelicula dental. Las
MMP reportadas en nuestro estudio corresponden a la subfamilia gelatinasas, la que esta
compuesta por MMP-2 o gelatihasa A y MMP-9 o gelatinasa B, de 72 y 92 kDa,
respectivamente. En estas enzimas, un dominio de unién a gelatina adicional se inserta
en el dominio catalitico, situacién que permite su identificacion inferencial en zimogramas
preparados con este sustrato. Inicialmente, se pensaba que las MMP de la saliva total se
originaban en el fluido crevicular gingival. Sin embargo, estudios recientes indican que se
encuentran también en la saliva parotidea en condiciones de normalidad (Torres Chomon,
2005).

Componentes inorganicos:

Bicarbonato y fosfato salival:

Otra funcion de la saliva es mantener en equilibrio el pH de la cavidad bucal y esto lo
logra gracias a la capacidad amortiguadora que le confieren los iones bicarbonato
(aumenta su concentracion en flujo salival estimulado), y asi protege los tejidos bucales
contra la accién de los 4cidos de la comida o de la accion bacteriana y fungica (Ericsson;
1959; Edgar, 1992). EIl tampon fosfato juega un papel fundamental en situaciones de
flujo salival bajo. Por encima de un pH de 6, la saliva esta sobresaturada de fosfato con
respecto a la hidroxiapatita. Cuando el pH se reduce por debajo del pH critico (5,5), la
hidroxiapatita comienza a disolverse y los fosfato liberados trataran de restablecer el
equilibrio perdido, lo que dependera en ultimo término del contenido de iones fosfato y
calcio circundante, protegiendo asi la integridad del esmalte dental (Puy; 2006). El pH de
la saliva es en condiciones regulares entre 6,8 y 7,8 (Tenovuo, 1997).

Tampon bicarbonato: COzH, € CO3zH + H*

Tampon Fosfato: POsH, > PO4H” + H*
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lones calcio, fosfato y flaor:
Los iones calcio y fosfato participan en el equilibrio de mineralizacion vy

desmineralizacion del diente (Figura 4) debido a que conforman la estructura de la
hidroxiapatita (Camacho, 2004). El fllor esta presente en muy bajas concentraciones en
la saliva y forma fluoroapatita, asi desempefia un papel fundamental en la
remineralizacion, ya que al combinarse con los cristales del esmalte, éste es mucho mas

resistente al ataque acido (De Estrada y col.; 2006).

lons flor aplicados

@ lons calcio 208 dentes
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Figura 4. El esmalte cubierto de biopelicula dental se encuentra entre la encia y los dientes. Cuando los
carbohidratos fermentables llegan a las bacterias de la biopelicula, ellos forman acidos que empiezan a
disolver el esmalte debido a la pérdida del equilibrio iénico y se desprende calcio y fosfato (desmineralizacion).
Cuando el consumo de azucar disminuye, la saliva puede lavar carbohidratos remanentes y diluir los &cidos
generados por la fisiologia bacteriana. El calcio y el fosfato pueden unirse nuevamente al esmalte. El proceso
se facilita rApidamente con el uso de fltor.

http://www?2.uol.com.br/sciam/reportagens/controversias_sobre o fluor.html

[Consulta: 9 de Febrero de 2015). (Fagin, D., 2006).

La cavidad bucal de cada persona, posee una microbiota caracteristica debido a las

condiciones peculiares de nutrientes, pH y humedad; y muy variable en funcion de

distintos factores que confluyen localmente. Dependiendo del nicho alcanzado, existira
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una flora especifica asociada, con sus respectivas proteinas caracteristicas de la actividad
fisiolégica de la misma. Por ende, factores como dieta, habitos de higiene dental, y
ambiente de exposicion, seran determinantes en cuanto a lo que se pueda analizar entre

un paciente y otro en su perfil salival proteico (Alvarez Lépez y col., 2009).

1.3 indice de caries:

Se considera a la caries dental como un proceso patoldgico complejo de origen
infeccioso, que afecta a las estructuras dentarias y se caracteriza por un desequilibrio
bioquimico; que de no ser revertido a favor de los factores de resistencia, conduce a
cavitacion y alteraciones del complejo dentino-pulpar (De Estrada y col., 2006).

El COP-D se ha convertido en el indice fundamental de los estudios odontologicos que
se realizan para cuantificar la prevalencia de la caries dental. Sefiala la experiencia de
caries tanto presente como pasada, pues toma en cuenta los dientes con lesiones de
caries y con tratamientos previamente realizados. Se obtiene de la sumatoria de los
dientes permanentes cariados, perdidos y obturados, incluidas las extracciones indicadas,
entre el total de individuos examinados, por lo que es un promedio. Se consideran solo 28
dientes. Para su mejor andlisis e interpretacion se debe descomponer en cada una de sus
partes y expresarse en porcentaje o promedio. Esto es muy importante al comparar
poblaciones. Se debe obtener por edades, las recomendadas por la OMS son: 5-6, 12, 15,
18, 35-44, 60-74 afos. Morén y col., publicaron en 2009, que la prevalencia de caries en
Venezuela en una poblacion de 5 a 12 afios con diversidad étnica era de 1= muy bajo.

Nomenclatura: C = caries O = obturaciones P = perdido

El indice ceo-d se obtiene de igual manera pero considerando solo los dientes
temporales cariados, extraidos y obturados. Se consideran 20 dientes. En los nifios se

utiliza el ceo-d (dientes temporales), las excepciones principales son los dientes extraidos
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por tratamiento de ortodoncia o perdidos por accidentes, asi como coronas restauradas
por fracturas. Cuando el paciente tiene una edad en la cual presenta denticibn mixta,

dientes temporales y permanentes, se promedian ambos indices (COP y ceo).

La Organizacion Mundial de la Salud define el indice COP-D a los 12 afios como
indicador de salud bucal de una poblacion y de acuerdo con su valor establece una escala

de gravedad de la afeccion en 4 niveles: (Fernandez y col., 2015).

Muy Bajo: 0al Bajo: 2a3 Moderado: 4a 5 Alto: 6 a+de6

Este dato sera incluido en nuestro estudio, el cual fue medido por la odontéloga Mariana
Morales, para asociarlo a nuestras conclusiones, ya que dicho indice varia entre nifios
con autismo y controles, segun antecedentes (Jaber, 2011; Du y cols., 2015); por lo que
se sugiere que los cambios en este dato tendran relacion con la composicion salival del

individuo.

I.4 La saliva: Un biofluido aliado.

Cada vez mas, a nivel mundial, son mayores los avances en el uso de la saliva como
biofluido rastreador, al mejorar los alcances de los diagnosticos que pudieran ser hechos
con la misma. Como es el caso estudiado por Soukup y col. (2012), quienes demostraron
gue existe una relacion lineal entre la concentracion de acido Urico en saliva y los riesgos
de padecer un trastorno metabdlico (obesidad, diabetes y/o trastornos cardiovasculares).
Este resultado sugiere que el &cido Urico salival puede ser un biomarcador util para
monitoreo no invasivo de riesgos cardio-metabdlicos; y asi como este, existen varios
ejemplos donde una biomolécula como cortisol, testosterona, entre otros, presente en el

fluido salival puede arrojar informacion clinica sistémica del individuo.
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La razén mas importante de explotar la saliva como herramienta diagnostica es el hecho
de que su obtencion es un método no invasivo, y asi se mejora la rutina de los analisis
clinicos al paciente. Y es ademas, de muy facil y segura manipulacién para el operador

(Lawrence, 2002; Chiappin y col., 2007).
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Il. Antecedentes

En un estudio preliminar en saliva de infantes, (Bustos y col., 1999), estudiaron la

presencia de Streptococcus mutans, las concentraciones de calcio y fosfato en saliva de

nifos de 6 afios en Chile, estableciendo una correlacion positiva entre la presencia de

esta bacteria y la existencia de caries.

En Dubai, Jaber (2011) realiz6 un estudio con 61 pacientes entre 6 y 16 afios de edad
(45 masculinos y 16 femeninos) diagnosticados con Trastorno del Espectro Autista (TEA)
y como poblacién control escogio igual nimero de pacientes sanos. A cada paciente se le
realiz6 examen bucal completo y periodontal, asi como la apreciacion de caries. Se
reportd, que a pesar de las condiciones desfavorables de ser un nifio con TEA, el 97% de
los pacientes analizados tenian un notable bajo indice de caries, respecto a los nifios

sanos.

En Hong Kong, (Du y col., 2015), compararon la salud gingival e indice de caries en 347
ninos diagnosticados con TEA, de edades de 32 a 77 meses de nacidos, con otra
poblacion del mismo tamafio muestral, en la misma edad escolar pero controles.
Concluyeron que hay diferencia significativa entre los nifios controles y los TEA, en la
cual, los nifios con autismo presentan un indice de caries mucho mas bajo y una salud
gingival en Optimas condiciones, comparado con los otros nifios. EI pH salival y la

capacidad buffer se mantuvo en valores similares para todos los grupos.

Castagnola y col., (2008) realizaron un estudio en el cual examinaron saliva extraida de
27 pacientes infantiles con autismo. Hicieron un perfil de ésta por espectrometria de masa
y cromatografia liquida; y compararon estos resultados con los obtenidos para nifios sin

autismo. Hallaron diferencias, del 66% de significancia, en la cual los niveles de
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fosforilacion para 3 fosfopéptidos especificos de saliva (Histatina 1, Estaterinas y PRP
acidas) eran mas bajos para nifios TEA que para los controles. Es decir, estos péptidos se
encontraron hipofosforilados. La fosforilacion de los péptidos salivales involucra a la Golgi-
caseina- quinasa, la cual es comun para otros tejidos, como el del Sistema Nervioso
Central. En un trabajo anterior (Castagnola y col., 2007), se analiz6 saliva de nifios recién
nacidos, prematuros y a término, y obtuvieron que los niveles de fosforilacién de los
péptidos salivales de un nifio que le comienza a salir la dentadura alcanzaba ya los
niveles de un adulto. Ellos sugieren que la fosforilacion (o no) tardia de los péptidos
durante los primeros dias de vida del individuo pudiera causar asincronia o desregulacién
temporal de los procesos involucrados en la maduracion, desarrollo y diferenciacion
neuronal, resultando en el fenotipo autista. Lo compararon con Sindrome de Rett, que por
mutacion en cromosoma X dominante de las nifias, tienen ausencia de una proteina y
causa discapacidad mental. Sugieren que la hipofosforilacion de las proteinas detectada

ocurre en diversos tejidos y son excretadas en saliva.

Recientemente, Ngounou y col. (2015), desarrollaron un protocolo piloto de
espectrometria de masa y cromatografia nano-liquida donde compararon la composicién
salival de nifios con autismo y sin autismo. Los resultados fueron concentraciones
elevadas de prolactina inducida, lactoferrina y diferentes isbmeros de varias
inmunoglobulinas con las cadenas alteradas. Concluyeron que su estudio es un método
efectivo para la identificacion de proteinas salivales como biomarcadores de esta
condicién, justificando las perturbaciones del sistema inmune y gastrointestinal, que

presentan estos individuos.

Hagel y col. (2000), estandarizaron el protocolo de Elisa para saliva y midieron la
concentraciéon de inmunoglobulina A a nifios con y sin infecciones helminticas en regiones

rurales de Venezuela que es el mismo protocolo que se utilizard para medir este factor
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presente en saliva en este estudio. Hakeem y col. (1992) también midieron IgA en saliva

para monitorear pacientes infantiles con enfermedad celiaca.

Mejia (2008) analizé saliva de adultos venezolanos con y sin enfermedad periodontal y
empled pruebas para determinacion de fosfato y proteinas totales. También hizo
electroforesis en gel de poliacrilamida con tincién de azul de Coomassie y tincion de plata.
Ademas incluy6 pruebas donde compar6 congelacion/descongelacion de muestras y dias
limites de vigencia de las mismas. Las conclusiones fueron que la saliva mantenia su
integridad hasta maximo 5 dias después de tomada la muestra, aunque para la prueba de
fosfato, por ser la mas sensible, se recomendé realizar la misma en los proximos 3 dias a
la toma. Y, respecto a congelar/descongelar, concluyé que las muestras solo debian ser
descongeladas una vez para el momento del andlisis. Gracias a este estudio se
estandarizo el protocolo de toma, almacenamiento y analisis de las muestras de saliva en

nuestro laboratorio.

Cortés y col., (2008), compararon los resultados obtenidos al medir la concentracion de
calcio en saliva por el método de espectrometria de masas, cotejandolos con los
resultados obtenidos con una adaptacion del método de Orto-cresolftaleina complexona
(OCPC) de Connerty y Briggs (1966), original para sangre. Los resultados mostraron que
no hubo diferencia significativa entre ambos, por lo que se logré estandarizar el método

colorimétrico que se utiliza en el presente trabajo.

En nuestro laboratorio, se analizé la saliva de nifios venezolanos (entre 5 y 13 afios) con
y sin caries (Escarate, 2008). Se determinaron las concentraciones de fosfato y proteinas
totales y se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida con tinciébn de azul de
Coomassie y tincién de plata. Sus resultados no fueron definitivos y concluyeron que
debia aumentarse el tamafio de la muestra. A pesar de esto, este estudio permitid

estandarizar los métodos aqui nombrados para el analisis de saliva.
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Dado que la saliva es una herramienta importante usada como medio indirecto de
diagnéstico clinico de diversas enfermedades sistémicas y bucales, en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Celular Aplicada del IBE, estudiamos la composicion iénica y
proteica de este fluido, procedentes de pacientes de una condicion especifica como lo es

el autismo infantil y establecer un perfil salival para dicha condicion.

En base a lo anteriormente explicado, demostrado que los nifios autistas presentan un
menor indice de caries (Jaber, 2011; Du y col., 2015), surge la inquietud sobre si existen
diferencias en algunos pardmetros, como concentracién de iones y proteinas y perfiles
electroforéticos de proteinas de la saliva de nifios diagnosticados con autismo y nifios

controles (sin autismo). Por ello nos hemos planteado la siguiente hipétesis:

Si existen diferencias en el indice cariogénico de nifios con autismo respecto a nifios
controles, entonces deben existir diferencias en la compaosicién y propiedades de la saliva

de los mismos que justifiquen esto.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Il. Objetivos
[1l.1 Objetivo General
Determinar si existen diferencias en los parametros bioquimicos de la saliva de
pacientes de 4 a 13 afios de edad diagnosticados con autismo comparada con saliva de

nifos controles (sin autismo).

l1l.2 Objetivos Especificos

Para pacientes autistas y controles:

Tomar muestras de saliva tomando en cuenta las condiciones éticas y de bioseguridad
correspondientes.

Determinar el pH salival en el momento de toma de la muestra.

Determinar las concentraciones de proteinas, iones fosfato y calcio en muestras de saliva.
Determinar las concentraciones de inmunoglobulina A secretora total en muestras de
saliva.

Determinar los perfiles electroforéticos de proteinas de saliva con coloracion de
Coomassie.

Determinar los perfiles proteoliticos presentes en saliva mediante una zimografia.
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I1l.Materiales y métodos.

IV.1.- Poblacion y material bioldgico.

Se emplearon muestras de saliva de pacientes entre 4 y 13 afios, masculinos,
diagnosticados con autismo (n= 34) y controles sanos (n= 34), con la previa autorizacion
de sus representantes (Anexo 2 y 3); proporcionadas por la odont6loga especialista en
atencion especial, Mariana Morales, que se recolectaron: 1) en su consultorio privado Elite
Dental, 2) en los colegios “CIPPEC”, “CEPIA” (perteneciente a la Fundacién Autismo en
Voz Alta) y “Escuela Comunitaria Luisa Goiticoa”, y 3) en el Servicio de Triaje infantil de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Santa Maria. En Caracas, Venezuela.

A las muestras, se les midié el pH al momento de ser tomadas y se transportaron al
laboratorio en frio, para realizarle el protocolo de almacenamiento y su posterior andlisis
de concentraciones de proteinas, calcio, fosfato e inmunoglobulina A secretora total y los
respectivos perfiles proteicos y proteoliticos.

Del paciente se recolectaron los siguientes datos: edad, presencia o no de lesiones de
caries y si posee 0 no dieta (estricta).

Los criterios incluyentes para el estudio fueron los siguientes:

Pacientes de edad entre 4 y 13 afios.

De sexo masculino.

Que hayan sido diagnosticados con autismo leve o0 moderado. En el caso de la poblacién
control, que no tengan diagndéstico de ninguna enfermedad o condicién (a excepcién de
caries).

Que no se encuentren bajo ningun tratamiento médico que incluya medicinas y/o

farmacos de ningun tipo.
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Al momento de tomar la muestra, el paciente debié haber realizado su ultima comida y
luego cepillado sus dientes, 2 horas antes como minimo. Solo se permitié el consumo de
agua durante este tiempo.
Las muestras salivales fueron tomadas en un intervalo de horario entre las 10:00 am y
3:00 pm. Para garantizar sincronia del ciclo circadiano y que fueran una mezcla
proporcional de los tipos glandulares de saliva (saliva total o mixta).
La muestra fue de saliva total. No estimulada.

Se le pidi6é al paciente que acumulara saliva en su cavidad bucal de manera natural y al
tener un volumen suficiente, la depositara en un envase estéril. Se recolecté entre 2 y 3

mL por paciente.

IV.2.- Medicion de pH.
El pH se determing, una vez que el paciente habia terminado de depositar el volumen
de saliva en el recipiente, con la ayuda de un pHmetro portatil (marca Hanna Piccolo®,

EE.UU.).

IV.3.- Centrifugacioén de la saliva entera.

Se tomaron varias alicuotas de 1 mL de cada muestra de saliva y se afiadieron a un
tubo Eppendorf® estéril de 1,5 mL. Se usaron al menos 4 tubos Eppendorf® por paciente
para garantizar un tubo para cada analisis posterior (y asi evitar congelar/descongelar la
muestra). Los tubos fueron centrifugados a 16000 x g por 10 minutos. Luego, cada

sobrenadante fue almacenado a -20°C.
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IV.4.- Determinacion de la concentracion de proteinas totales en saliva humana
mediante el método de Lowry y col. (1951).

Se tom6 una de las alicuotas de saliva almacenada a -20°C, se descongel6 a
temperatura ambiente y se centrifugé a 16000 x g por 1 minuto. Del sobrenadante
recolectado, se tomé una alicuota de 10 pL y se llevé a un volumen de 500 pL con agua
bidestilada. Posteriormente se afiadieron 2,5 mL de la mezcla de soluciones A (Na,CO;
2%, NaOH 0,1N), B (Na-K-tartrato 2%) y C (CuSO, 1%), cuya proporcion fue A:B:C —
100:1:1; se agit6 en vortex y se dejé reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se afiadieron 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdotungstico) diluido
1:2 con agua bidestilada, se agit6 con vértex y se dejé en reposo durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Finalmente, se determind la absorbancia en un espectrofotdmetro (marca: Spectronic®,
modelo: Genesis2) a una longitud de onda de 660 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion con albumina de suero bovino (BSA) de 1mg/mL.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

IV.5.- Determinacién colorimétrica de la concentracién del i6n fosfato (PO,%) en
saliva por adaptacion del método de Fiske y Subbarow (1925).

Se descongeldé una alicuota de saliva por paciente a temperatura ambiente y se le
realizé una centrifugacién de 16000 x g por 1 minuto. El sobrenadante recolectado se
diluyé 1:20 con agua bidestilada.

Se tom6 una alicuota de 50 pL de esta dilucién y se completdé hasta 200 yuL con agua
bidestilada. Luego, se agregaron 700 puL de la solucién de molibdato de amonio al 2% en
H,SO, (2N) y seguidamente se agregaron 100 pL de FeSO, 40% en H,SO, (1N) y se

agitdé en vortex. Se dej6é reposar 45 minutos a temperatura ambiente y se leyé en
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espectrofotdbmetro (marca: Spectronic®, modelo: Genesis2) a una longitud de onda de
830 nm.

Se realizé una curva de calibracion con estdndar de fosfato inorgénico (Pi) a partir de una
soluciéon madre de fosfato monopotasico (KH,PO,4) 10 mmol/L.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

IV.6.- Determinacién de la concentracion del i6n calcio (Ca*") en saliva mediante la
adaptacion del método de Connerty y Briggs (1966).

Se trabajé con el método colorimétrico de orto-cresolftaleina complexona (Connerty y
Briggs, 1966) adaptado para muestras de saliva en nuestro laboratorio (Cortés y col.,
2008). Previamente se curaron todos los instrumentos de cristal que se usaron con HCI
(0,5 mol/L).

Se descongeld una alicuota de saliva por paciente a temperatura ambiente y se le
realizé una centrifugacion de 16000 x g por 1 minuto. Se tomaron 20 uL del sobrenadante
y se agregaron 1980 pL de la mezcla colorante, se agit6é en vértex y se dejo en reposo por
5 minutos a temperatura ambiente. Luego se ley6 en el espectrofotbmetro (marca:
Spectronic®, modelo: Genesis2) a una longitud de onda de 570 nm, utilizando una cubeta
de cuarzo.

La composicién de la mezcla colorante es: 2,5 mL de Buffer 14,8 (mol/L) de etanolamina-
borato, mas 750 pyL de solucién 5 % de 8-hidroxiquinoleina, mas 2,5 mL de OCPC 0,8
mg/mL y se aford con agua miliQ hasta un volumen final de 50 mL. La mezcla colorante
se preparé al momento de su uso.

Se realiz6 una curva de calibracion con solucion estandar de carbonato de calcio
(Ca,CO3) Immol/L y 5 mmol/L.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

27



IV.7.- Determinacion de la concentracion de inmunoglobulina A secretora total en
saliva (Hagel y col., 2000):

Para determinar la concentracion de IgA secretora total se utilizoé la técnica de ELISA
modificada (Hagel y col., 2000) en el Laboratorio de Inmunoquimica Il del Instituto de
Biomedicina "Dr. Jacinto Convit” en el Hospital José Maria Vargas, en conjunto con la Dra.
Isabel Hagel. Se utilizaron placas de microtitulacion (Nunc Maxi sorp®) sensibilizadas
durante 16 horas a 4 °C con un anticuerpo monoclonal anticomponente secretor IgA
humano (SIGMA®), a una dilucién 1:3000 en coating buffer bicarbonato (SIGMA -
ALDRICH®) a pH 9,6. Se aspiraron y se lavaron con 100 pL/pozo de PBS (por sus siglas
en inglés: phosphate buffered saline, tampon fosfato salino) —tween al 0,05%, cuatro
veces. Fueron bloqueadas con 100 uL/pozo de PBS—suero de caballo (Horse Serum
SIGMA- ALDRICH®) al 10% durante dos horas a 37 °C y luego se aspir6. Se dejaron
descongelar las muestras de saliva a temperatura ambiente, se diluyeron 1:4 con PBS-
suero de caballo (10%) y se agregaron 100 pL/pozo. Se colocaron durante una hora a 37
°C en una incubadora. Se aspir6 y se lavé con 100 uL/pozo de PBS —tween (0,05%)
cuatro veces. Se agregaron 100 uL/pozo del anticuerpo anti- IgA marcado con peroxidasa
(SIGMA®) diluido 1:1000 en PBS-suero de caballo (10%) y se colocaron a 37 °C por una
hora. Se aspiré y se lavé con 100 pL/pozo de PBS-tween (0,05%) cinco veces. Se reveld
con 100 pL/pozo de una solucion de 8 mg de OPD (orto-fenilenodiamina) en 12 mL de
agua bidestilada mas 5 L de peréxido de hidrégeno. Se dejoé reposar por 15 minutos en
oscuridad y se detuvo la reaccién con 30 pL/pozo de acido sulfarico (H.SO,, 1,25
mol/L). Se ley6 la absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA (Biorad® 550). Los
valores fueron expresados en ug/mL a partir de una curva de calibracién construida con
valores de concentracion de IgA secretora total humana de calostro (SIGMA®).

Cada ensayo se realiz6 una sola vez.
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IV.8.- Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% bajo condiciones disociantes
(SDS- PAGE).

Se realizaron geles de 12% de acrilamida, de 9 cm x 7 cm, en condiciones disociantes,
segun el protocolo descrito por Laemmli (1970), con revelado en tinciébn de azul de
Comassie.

Gel de separacion (Gel 12%):

Se mezclé Tris-HCI 0,4 mol/L (pH: 8,8), glicerol 1,5 %, acrilamida 12 %, SDS (por sus
siglas en inglés: sodium dodecyl sulfate, dodecilsulfato soédico) 0,1 %, TEMED (N,N,N',N'-
tetrametil-etileno- diamina) 0,1 % (v/v) (Marca River Behind®) y persulfato de amonio
(PSA) 0,02 %.

Una vez agregada toda la mezcla 12 % a las placas de vidrio, se dejé polimerizar y se
agreg0 agua destilada en la superficie para compactar el gel.

Gel de apilamiento (Gel al 5%):
Se realiz6 con una solucion de: Tris-HCI 0,36 mol/L (pH: 6,8), glicerol 1,5 %, acrilamida
4 %, SDS 0,1 %, TEMED 0,15 % y persulfato de amonio (PSA) 0,04 %.

Se agregd esta mezcla con una micropipeta en las placas de vidrio, sobre el gel de
separacion ya polimerizado, luego de escurrir el agua que éste tenia en su superficie.
Luego se calzé el peine para formar los bolsillos y se dejé polimerizar.

Preparacion de la muestra:

Se tomod una alicuota de saliva almacenada a -20 °C por cada paciente y se descongel6
a temperatura ambiente. Se tomé el volumen equivalente a 80 g de proteina de cada
muestra. Se agregd un volumen igual de TCA (acido tricloro acético) al 20 % para
precipitar las proteinas (quedando a una concentracion final de TCA al 10%). Se dejo
reposar 20 minutos en frio (cava con hielo). Luego se centrifugd a 16000 x g por 10
minutos y se descart6 el sobrenadante. Al sedimento se le agregaron 5 pL de Tris-HCI 1

mol/L (pH: 8) para basificar el medio y luego 45 pL del buffer de muestra: Tris-HCI 60
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mmol/L (pH: 6,8), glicerol 20 %, B-mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromo fenol 0,02 % y
SDS 10 %. Las muestras asi tratadas se agitaron con una varilla de plastico durante un
minuto, se centrifugaron a 16000 x g por 30 segundos y luego se calentaron en bafo de
Maria durante 5 minutos.

Se carg6 cada muestra en un bolsillo del gel.

Una vez montado el sistema en la cAmara electroforética, se corrié a un voltaje de 75 V
por media hora y luego se cambi6é a 120 V hasta que se observo el frente de corrida al
final del gel (tard6 alrededor de una hora).

Revelado del gel:
Tincion de azul de Comassie:

Se trasladé el gel a un recipiente y se cubri6 con solucién colorante (azul de
Coomassie R-250 al 0,25 % en metanol 50 % (v/v) y &cido acético 10 % (v/v)) por unas 12
horas. Se mantuvo en constante agitacion. Se escurrio dicha solucion y se agregdé
solucién descolorante (50% Metanol, 10% Acido acético (v/v)). Se realizaron lavados
consecutivos con esta solucién, cambiandola cuantas veces fue necesario, hasta que se
observaron solo las bandas coloreadas de azul en el gel. Luego se preservé el gel en

solucion conservadora (glicerol al 3% (v/v) y metanol 10% (v/v)).
Se digitalizé el gel en un escaner (marca HP®) y se analizé el perfil electroforético de las

proteinas observadas.

IV.9.- Zimografia en muestras de saliva total.

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% (7 cm x 9 cm)
copolimerizado con gelatina 1% (piel de cerdo, SIGMA®). Este procedimiento es una
modificacion del método descrito por Laemmli (1970), en donde se afade gelatina en

lugar de glicerol (Okada y cols, 1992). El gel separador es preparado a una concentracion
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de 12% (3 mL de buffer Tris-HCI a pH 8,8; 0,4% de dodecil sulfato sddico (SDS) (p/v);
acril-bisacrilamida en proporcion 29:1; gelatina piel de cerdo 1 mg/mL (p/v); agua
bidestilada; persulfato de amonio (PSA) y N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina o TEMED). El
gel de apilamiento se prepara sin modificacién alguna al protocolo descrito en el apartado
IV.5, manteniendo la concentracion de 5% (Acril-bisacrilamida en proporcion 29:1; tampén
Tris-HCI a pH 6.8; 0,4% de dodecil sulfato de sodio (p/v); agua bidestilada; persulfato de

amonio (PSA) al 10% (p/v) y N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina o TEMED).

Preparacion de las muestras para zimografia.

Para los zimogramas se agregaron volimenes de la saliva de cada paciente
equivalentes a 20 ug de proteina y se llevé a un volumen final de 30 puL con tampén de
carga (SDS al 2,5%; Sacarosa 0,01%; Rojo fenol 0,01%). Luego, las muestras se

cargaron en cada bolsillo correspondiente.

Una vez montado el sistema en la camara electroforética, el gel se corrié a un voltaje
constante de 100 V en buffer Tris/glicina/SDS y a una temperatura de 4 °C. Una vez
finalizada la corrida, los geles fueron lavados en Triton X-100 al 2,5% (v/v) tres veces por
30 minutos en agitacién continla. Terminada esta etapa, los geles fueron colocados en
buffer de digestién: 50 mmol/L CaCl,, 0,5 mol/L NaCl, 50 mmol/L Tris, pH 7,8 a 37 °C
durante 6 horas. Finalmente los geles fueron tefiidos en azul de Coomassie R-250 al
0,25% por 1 hora y media. Luego, se realizaron recambios continuos en solucion
decolorante (metanol 50% - acido acético 10%) para su revelado hasta que se observé el

perfil electroforético.

Se digitalizé el gel con un escaner (marca HP® scanjet 8520) y se analizd el patron

proteolitico observado.
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IV.10.- Andlisis odontolégico.

Los indices de caries y de higiene oral fueron suministrados por la odontéloga Morales y
se utilizaron como referencia de comparacién para la discusién de los resultados
bioguimicos. Dichos analisis fueron hechos siguiendo los siguientes parametros:
indice de Caries COP-D y ceo-d (Fernandez y col., 2015) e indice de Higiene Oral

Simplificado (Greene y Vermillion, 1964).

Tabla 1.- Clasificacion del indice COP-D y Tabla 2.- Clasificacion del indice IHO-S segun
ceo-d segln la OMS Greene y Vermillion.
— indice de higiene Clasificacion
Clasificacion
oo . _ oral simplificado cualitativa
Indice de caries cualitativa
- IHO-S
Oal muy bajo ( )
. 0,0-1,0 Optimo
2a3 Bajo P
1,1-20 Regular
4a5 Moderado g
21a3 Malo
+de 6 Alto
mas de 3 muy malo

IV.11.- Aplicacién de tratamiento estadistico a la data recolectada.

Los valores de pH y las concentraciones de calcio, fosfato, proteinas totales e
inmunoglobulina A secretora total se muestran respecto a su promedio y su desviaciéon
estandar (DE).

Se les aplicé a los datos el parAmetro de homogeneidad, prueba de Hartley- Cockran-
Barlett, para escoger el uso de la prueba estadistica paramétrica o no paramétrica.

Dado que los resultados obtenidos cumplieron con las condiciones y basados en la

teoria consultada (Pefa, 2009), la conclusion fue aplicar la prueba de “T” de student para
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grupos independientes, que mediante este andlisis se contrasta si dos grupos
independientes tienden a tener medias poblacionales diferentes uno del otro.
Se plantearon las siguientes hipétesis:
e Hipotesis nula (Ho). No existen diferencias observadas entre ambas poblaciones,
por lo tanto sus medias son iguales. = [y,
e Hipotesis alternativa (H;). Las medias de los resultados de un ensayo especifico
para pacientes con autismo son diferentes que los observados en pacientes

control. [VEEAVPY

Para todos los estadisticos de prueba se escogié una regiéon de rechazo de a = + 0,05.
Todos los p < 0,05 seran considerados significativos.

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa STATISTICA 10 para
Windows® (STAT Inc., EE.UU., 2009).

Cada resultado correspondiente a cada factor bioquimico evaluado se expresdé en
graficas conocidas con el nombre de “cajas y bigotes”, que permiten comodamente
observar los datos estadisticos de cada ensayo y hacer seguimiento de los pacientes a lo
largo de este estudio. Se definié el cuadro central del grafico como el promedio de los
valores de la poblacion, el cuadro que encierra a éste, como el promedio mas el error
tipico, las barras como el promedio mas el intervalo de confianza definido en 95%, los
valores atipicos seran los incluidos en el intervalo entre 5% y 0,1% de la poblacién y los
valores extremos seran los menores al 0,1% de dicha paoblacion.

Todo este analisis se realizé bajo la asesoria del profesor Victor Hugo Aguilar, del

Instituto de Geografia de la UCV.
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V. Resultados.

Se tomaron muestras de 68 pacientes, todos de sexo masculino, de los cuales 34
correspondian a diagnosticados con autismo leve o moderado que acudieron a consulta
odontoldgica privada al consultorio “Elite Dental” con la odontéloga Mariana Morales y de
los colegios que participaron. Y, los otros 34, fueron pacientes sin autismo los cuales unos
acudieron a consulta odontolégica igualmente con la odontdloga Morales y otros
acudieron al servicio de Triaje Infantil de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Santa Maria. Todos en Caracas, Venezuela.

A continuacién se muestran los datos y resultados de los ensayos realizados en
resumen de todos los pacientes en estudio (Tabla 3). Se obtuvieron valores muy cercanos
entre las poblaciones comparadas en la mayoria de los ensayos aplicados. Solamente
para la concentracion de calcio en saliva, el indice de caries y el indice de higiene oral, el
analisis estadistico arrojé diferencias significativas. No en todos los ensayos se pudo
evaluar la misma cantidad de pacientes, por lo que al lado de cada resultado se coloca el

tamano respectivo de cada poblacion (n).

34



Tabla 3.- Cuadro resumen de los factores bioquimicos y descripcion de la poblacion de los estudios realizados
en pacientes con autismo y control.

Paciente Poblacion
Autista Control total
(n)
Edad (afios) 34/ 34
(Prom = DE) 8,44 £ 2,16 7,76 £ 1,67 68
pH 34/ 34
(Prom + DE) 7,20 +0,48 7,27 +0,34 68
[Proteinas] 29/ 30
(Prom + DE) 2,07 +0,88 2,18 £ 0,83 59
[lones fosfato] (mmol/L) 9/8
(Prom + DE) 4,02 +1,87 3,33+2,11 17
[lones calcio] (mmol/L) 33/30
(Prom + DE) 0,57 £0,28 0,77 £ 0,36 63
[lgA] (ug/mL) 9/10
(Prom + DE) 71,43 + 18,43 80,82 + 46,76 19
Dieta 34/ 34
(%) 47,06 0 68
Caries 34/ 34
(%) 20,59 73,53 68
indice de caries (COP-D + ceo-d) 1+1 3+2 34/ 34
(Prom = DE) (muy bajo) (moderado) 68
indice de higiene oral (IHO-S) 2,3+0,83 1,79 +£0,59 30/ 31
(Prom = DE) (malo) (regular) 61

*  En color rojo se resaltan los resultados que tuvieron diferencias significativas estadisticamente, que
seran explicados més adelante.

Dentro de las poblaciones estudiadas, se identificaron subdivisiones de las mismas que
fueron también de importancia en este analisis comparativo. En la tabla 4 y 5 se
muestran sus datos, donde podemos observar que hubo diferencia estadisticamente

significativa para la concentracidon de calcio en saliva de los pacientes con autismo
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dependiente de la dieta y en la concentracion de fosfato en saliva de los pacientes

controles dependientes de la caries.

Tabla 4.- Cuadro resumen de los factores bioquimicos y descripcion de las subpoblaciones de los estudios

realizados en pacientes con autismo.

Pacientes con

Autismo Con dieta Sin dieta Con caries | Sin caries
[lones calcio] (mmol/L) 0,47 £0,27 0,67 £0,25 0,63+0,28 | 0,56 +0,28
(Prom = DE) (n=16) (n=17) (n=7) (n=26)
[lones fosfato] (mmol/L) 2,65+0,18 4,71 +1,97 2,44 429+19
(Prom = DE) (n=23) (n=6) (n=1) (n=8)
[lgA] (ug/mL) 55,83 74,02 +18,73 100,82 66,52 14,3
(Prom = DE) (n=1) (n=6) (n=1) (n=6)
Caries
(%) 25 16,67 | @ - | e
indice de caries (COP-D +
ceo-d) 1+1,68 0+098 | - | -
(Prom = DE) (n=16) (n=18)
indice de higiene oral
(IHO-S) 2,34 +1,06 2,28+0,49 | - | e
(Prom = DE) (n=16) (n=18)

*  En color rojo se resaltan los resultados que tuvieron diferencias significativas estadisticamente, que

seran explicados més adelante.
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Tabla 5.- Cuadro resumen de los factores bioquimicos y descripcién de las subpoblaciones de los estudios
realizados en pacientes controles.

Pacientes controles

Con caries Sin caries

[lones calcio] (mmol/L) 0,83+0,35 0,64 + 0,36
(Prom = DE) (n=21) (n=9)

[lones fosfato] (mmol/L) 1,47 £ 1,66 445+15
(Prom = DE) (n=23) (n=5)
[lgA] (ug/mL) 86,2 + 46,06 31,84
(Prom = DE) (n=9) (n=1)

*  En color rojo se resaltan los resultados que tuvieron diferencias significativas estadisticamente, que
seran explicados mas adelante.

2.- Determinacion de pH:

Se compararon los valores de pH medidos en las muestras de saliva recién tomadas
entre los pacientes y el grupo control. En la figura 5 se presentan en promedio los valores
de pH para los dos grupos evaluados con su respectivo tratamiento estadistico y podemos
observar un comportamiento casi igual para ambos, alrededor de un valor de pH= 7. Los

datos extremos y atipicos se encuentran acotados entre pH=6y 8,3.
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Grafico de cajas y bigotes de pH en Saliva
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Figura 5. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de pH promedio en saliva de pacientes con autismo (n=34)
y controles (n=34) medido con pHmetro portatil a la muestra recién tomada.

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (ts= 0,68; p=0,5; n= 34).

3.- Determinacién de concentracion de proteinas totales en saliva.

Se compararon los valores de concentracion de proteinas totales medidos en las
muestras de saliva mediante el método de Lowry (1954). Se observa en general, en la
figura 6, que ambos grupos mantienen valores muy similares y los datos extremos y

atipicos se ubican en el intervalo comprendido entre 0,5y 4 mg/mL.
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Grafico de cajas y bigotes de Proteinas en Saliva (mg/ml)
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Figura 6. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracién de proteinas totales (mg/ ml) promedio en
saliva de pacientes con autismo (n=29) y controles (n=30) cuantificado mediante método de Lowry.

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (ts= 0,49; p= 0,62; n= 30).

4.- Determinacion de concentracion de iones calcio en saliva:

Se compararon los valores de concentracion de iones calcio medidos en las muestras
de saliva mediante el método de Connerty y Briggs (1966) adaptado por Cortés en 2008.
Observamos que ambas poblaciones poseen homogeneidad en la mayoria de sus datos;
también, que hay una notable disminucién en la concentracién promedio del i6n para los
pacientes con autismo (0,57 = 0,28 mmol/L) respecto a los controles (0,77 + 0,36 mmol/L).
Para la poblacién con autismo, los datos extremos y atipicos estan comprendidos entre
0,1 y 1,4 mmol/ L, mientras que para la control, observamos un ligero desplazamiento

hacia arriba, con estos datos comprendidos entre 0,2 y 1,5 mmol/L (figura 7).
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Figura 7. — Gréfica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de iones calcio (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes con autismo (n=33) y controles (n=30) cuantificado mediante método de Connerty y Briggs
(1966) adaptado a saliva por Cortés (2008).

Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (ts= 2,45; p= 0,017; n= 33).

5.- Determinacion de concentracion de iones fosfato en saliva:

Se compararon los valores de concentracion de iones fosfato medidos en las muestras
de saliva mediante el método de Fiske y Subbarow (1925). Se observa en la figura 8 que
ambos grupos presentan valores de concentraciébn muy variados, ya que ambas cajas que
representan el promedio mas el error tipico son bastante amplias, lo que se interpreta
como variabilidad de los datos en la misma poblacién. Presenté solamente un dato atipico
y sin valores extremos para cada poblacion debido a lo pequefia de cada muestra. El
promedio de iones fosfato en las muestras para pacientes con autismo fue de 4,02 + 1,87

mmol/L y para los controles fue de 3,33 + 2,11 mmol/L.
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Figura 8. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracién de iones fosfato (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes con autismo (n=9) y controles (n=8) cuantificado mediante método de Fiske y Subbarow
(1925).

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (ts= 0,71; p=0,49; n=9).

6.- Determinacion de concentracion de IgA secretora total en saliva:

Se compararon los valores de concentracion de inmunoglobulina A (IgA) secretora total
en las muestras de saliva mediante el método de ELISA estandarizado por Hagel y col.
(2000). En este ensayo solo fue posible incluir diez de los pacientes analizados y en la
figura 9 podemos observar que se obtuvo una concentracion de IgA secretora total para la
poblacién control de 80,82 + 46,71 ug/mL ligeramente mayor que la obtenida para la
poblacién autista, 71,43 £ 18,43 ug/mL. Los pacientes con autismo muestran datos mas
homogéneos que los pacientes control y se puede evidenciar en la diferencia reportada
tanto en su desviacién estandar como en el ancho de ambas cajas en el gréfico. Se
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reportd un solo dato atipico para la poblacion con autismo y un solo dato extremo para la

control.
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Figura 9. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de IgA secretora total (ug/mL) promedio en
saliva de pacientes con autismo (n=9) y controles (n=10) cuantificado mediante método de ELISA
estandarizado por Hagel (2000).

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa (ts= 0,5; p= 0,62; n= 10).

7.- Perfil electroforético:

A cuatro muestras de saliva de pacientes control y cuatro muestras de pacientes
autistas se les realiz6 un perfil electroforético en gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) al
12% de 7 cm X 9 cm basados en el protocolo de Laemmli (1970) y se tifié con azul de
Comassie. La imagen que observamos a continuaciéon (figura 10) es la representacion

digitalizada del gel que se obtuvo.
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Est. PM C1 Cz C3 C4

206 kDa (_'

118kDa €<— W

97,3 kDa €— '

54,8 kDa €— .

37,7 kDa <_‘ o

Figura 10. —Gel de poliacrilamida al 12% en condiciones disociantes (SDS-PAGE) de 7cm x 9cm tefiido con
azul de Coomassie. Perfil electroforético de la saliva de pacientes con autismo sin caries (carril Als, A3s 'y
A4s), de paciente con autismo con caries (A2c), paciente control sin caries (carril C1s), pacientes control con
caries (C2c, C3c y C4c) y de estandar de masa molecular de corrida (carril Est. PM).Se han enumerado del 1
al 7 las bandas sobresalientes en la corrida y se calcul6 su respectiva masa molecular, indicadas en la tabla 6.
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Tablas 6 y 7.- 6) Masas moleculares aproximadas de las bandas observadas (1,2,3,4,5,6 y 7) calculadas a
partir de la figura 10 y proteinas con peso conocido extraido de la bibliografia representadas en la tabla 7.

6) 7)
Banda PM
(kDa) | Mucinas MG1_| 1000
170y 720
1 . 340
2 174 MucinasMG2__ 150y 200
3 125 80
4 102 73-78
. 23 Alblimina | 67
= = 46y 60
36
7 68 16
Cistatinas | 13

Podemos observar que en general los patrones de bandas en todos los pacientes son
muy similares, resaltando en ellos las mismas siete bandas que se indican en la figura 10
relacionadas con las masas moleculares respectivas de las tablas 6 y 7. La mayor
diferencia entre ambas poblaciones se puede observar en la densidad de las bandas 5, 6
y 7, es decir, en la expresion de dicha proteina en la muestra del paciente. En el carril
C2c, paciente control, la banda 5 estd mucho mas densa que en los otros pacientes,
incluso solapa las bandas subsiguientes de dicho carril. Y en los carriles A2c, A3s y Ads

observamos que la banda 7 estd mas concentrada que en las demas muestras.

8.- Zimografias:

Se realizaron dos geles de los perfiles de actividad proteolitica de las muestras de saliva
total de los pacientes, donde dicha actividad corresponde a las bandas claras de la
imagen, pues son resultado de la digestion de la gelatina en esa zona por las proteinas en
cuestion. En la figura 11 podemos observar el gel 1, en el que los dos pacientes con

autismo sin caries (Als y A2s) presentan un patron de bandas muy similar entre ellos, en
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el que solo se evidencio actividad en el area inicial de los carriles, con cuatro bandas
visibles y definidas (1, 2, 3 y 4). Mientras que en los carriles con las muestras de los
pacientes controles con caries (Clc y C2c) podemos ver que también ambos patrones
proteoliticos son similares entre ellos, las mismas primeras cuatro bandas definidas, pero
presentando mayor protedlisis en la banda 4 respecto a las muestras de los pacientes
autistas. El paciente C2c muestra un patrén mas extenso donde se observa una quinta

banda separada de las demas.

Est.
A, A, G G =
1
206 kDa
2 118 kDa
3
4 97,3 kDa
Banda PM
(kDa)
1 279,2
2 148,6 54,8 kDa
3 132,2
4 122,8
37,7 kDa
5 63,6

Figura 11. — Gel 1: Zimografia en gel de poliacrilamida al 12% copolimerizado con gelatina al 1% con tincion
de azul de Coomassie mostrando los patrones proteoliticos de muestras de saliva total de dos pacientes con
autismo sin caries (Als y A2s) y dos pacientes controles con caries (Clc y C2c). Se enumeraron del 1 al 5 las
bandas sobresalientes en la corrida. A la izquierda del gel se muestran en una tabla las masas moleculares de
las bandas observadas.

En la figura 12 se muestra el gel 2, una segunda zimografia donde se evaluaron cuatro
pacientes diferentes al gel 1. Se observa que ambas muestras de pacientes con autismo
sin caries (Als y A2s) tienen un comportamiento muy similar entre ellas a lo largo del
perfil electroforético, donde igualmente se evidencian las cuatro primeras bandas bien

definidas que observamos en el gel anterior. En este caso, para los pacientes control no
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ocurrié igual, el paciente control sin caries (Cls) presenta un patrén diferente al otro
paciente control con caries (C2c) en cuanto a la actividad de protedlisis, pues vemos las
bandas en el primero mas acentuadas y con una mayor digestién de la zona por la
proteina en cuestion, puesto que la banda se ve extendida en los laterales de la misma
indicando mayor protedlisis de la gelatina. Entre ambas poblaciones, podemos ver que el
patron es diferente, ya que la saliva de los pacientes autistas solo tienen el primer
intervalo de cuatro bandas (1, 2, 3y 4) y la de los controles presentan cuatro bandas mas
(5, 6, 7 y 8) con un patron mas largo de corrida y en definitiva, las bandas 2 y 3, con

mayor actividad proteolitica.

A: Azs C15 C et

206 kDa

118 kDa

Banda PM 97,3 kDa
(kDa)
1 2721
2 152,6
3 130,8

4 118,1 54,8 kDa
5 92,3
6 82,3

7 69,5 37,7 kDa
8 65,7

Figura 12. — Gel 2: Zimografia en gel de poliacrilamida al 12% copolimerizado con gelatina al 1% con tincion
de azul de Coomassie mostrando los patrones proteoliticos de muestras de saliva total de dos pacientes con
autismo sin caries (Als y A2s) y dos pacientes controles, uno sin caries (C1s) y otro con caries (C2c). Se
enumeraron del 1 al 8 las bandas sobresalientes en la corrida. A la izquierda del gel se muestran en una tabla
las masas moleculares de las bandas observadas.
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A continuacién se muestra una tabla (tabla 8) con una compilacién de datos teoricos

gue relacionan una metaloproteasa o un complejo proteico asociado con su respectiva

masa molecular calculada en un zimograma de gelatina, ya que lo utilizamos como base

para la discusién de nuestros resultados, partiendo del principio de que la mayoria de las

proteinas participantes en la protedlisis de la gelatina en nuestro ensayo son de este tipo.

Tabla 8.- Metaloproteasas 2 y 9 y compuestos asociados con masa molecular conocida en zimografias de
gelatina extraido de la bibliografia. (http:/protocol-place.com/assays/gelatin-zymography/gelatin-zymography-

protocol/.com) [consulta: 06 de Marzo de 2016]. (Farhat, 2013).

Proteina posible

Masa molecular

(kDa).
Multimero MMP 240
Dimero MMP-9 asociado 215
con microglobulina 25 kDa.
Dimero MMP-9 200y 180
Dimero MMP-2 144 y 140
MMP-9 asociado con 125
microglobulina 25 kDa.
Pro MMP-9 92
MMP-9 parcialmente 85y 83
glucosilada (precursor
intracelular).
MMP-9 activada 82
Pro MMP-2 72
MMP-9 activada 68y 67
MMP-2 activada 62y 58
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9.- Resultados de los indices caries e IHO-S:

Estos resultados fueron determinados y suministrados por la odont6loga Morales para
compararlos con los resultados biolégicos en este estudio.
A.- indice de Caries COP-D y ceo-d:

En la figura 13 observamos una notable diferencia entre los indices de caries de los
pacientes con autismo con respecto a los controles, donde los autistas tienen un indice
mucho menor (1 = muy bajo) de aparicion de dicha enfermedad bucal que los controles (3
= bajo). Con una desviacién estandar mas amplia para los controles que para los autistas,

donde los datos de los segundos son mas homogéneos que los primeros.

6.00 -

I+

2,00

5.00 -

4.00 -

3.00 -

+1,00

2.00 -

1.00 -

0.00 -
Pacientes Control

Figura 13.- Gréfica de barras para valores de indice de caries COP-D y ceo-d en promedio con su desviacion
estéandar para pacientes con autismo (n= 34) y pacientes control (n= 34). (Dato suministrado por la odontéloga
Mariana Morales).
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B.- Presencia de caries:
Se hizo una apreciacién simple y directa de presencia o ausencia de caries de cada
paciente evaluado y se reportd en porcentaje (figura 14) para observar el patron de

aparicion de la enfermedad en cada poblacion.

Controles con
Autismo can caries
caries
B Controlessin

caries

M Autismo sin
caries

73,53 %

Figura 14.- Representacion del porcentaje de presencia de caries para pacientes con autismo (n= 34) y
pacientes control (n=34). (Dato suministrado por la odontéloga Mariana Morales).

En la figura 14 notamos una gran diferencia entre las poblaciones, donde los pacientes
control en su mayoria presentan caries, mientras que los pacientes con autismo, todo lo

contrario, en su minoria tienen caries.

C.- indice de higiene oral simplificado (IHO-S):

El promedio del indice de higiene oral simplificado que observamos en la figura 15 para
pacientes con autismo (2,3 = malo) es superior al que presentan los control (1,79 =
regular). Ambas poblaciones con una desviacién estandar similar, autismo * 0,8 y control

+ 0,6, indicando la homogeneidad intrinseca de cada una.
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3.50 -
3.00
2.50 -
2.00 -
1,79
1.50 -

1.00 -

0.50 -

0.00 -

Pacientes Control

Figura 15.- Gréafica de barras para valores de indice de higiene oral simplificado en promedio con su
desviacion estandar para pacientes con autismo (n= 34) y control (n= 34). (Dato suministrado por la
odontéloga Mariana Morales).

10.- Comparaciones dentro de la poblacién con autismo:
A.- Concentracion de iones fosfato:

En la figura 16 observamos una comparacion de la concentracién de iones fosfato en
saliva de pacientes con autismo separados entre los que cumplen dieta estricta y los que
no. Se hace evidente la diferencia de esta concentracion: con dieta se obtuvo en
promedio 2,65 £ 0,18 mmol/L y sin dieta en promedio 4,71 + 1,97 mmol/L. Sin embargo, la
poblacién comparada es pequefa y no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa

(ts= 1,75; p= 0,12; n=9) ni presentan valores extremos o atipicos.
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Figura 16.- Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de iones fosfato (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes con autismo con dieta (n=3) y sin dieta (n=6) cuantificado mediante método de Fiske y
Subbarow (1925).

B.- Concentracion de iones calcio:

La concentracion de iones calcio en saliva de los pacientes con autismo dependiendo
de si seguian dieta o no tuvo un valor promedio diferente para cada condicién, como
podemos ver en la figura 17. Si no seguian dieta fue de 0,67 = 0,25 mmol/L, mientras que
el valor disminuy6 cuando seguian dieta a 0,47 + 0,27 mmol/L. Al realizar el analisis
estadistico se obtuvo significancia (ts= 2,28; p= 0,03; n= 17). Se observan valores

atipicos y extremos para ambos, desde 0,1 hasta 1,4 mmol/L.
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Figura 17. — G rafica “cajas y bigotes” para valores de concentracién de iones calcio (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes con autismo con dieta (n=16) y sin dieta (n=17) cuantificado mediante método de Connerty

y Briggs (1966) adaptado a saliva por Cortés (2008).

También se midié esta misma variable, pero separando la poblacion con autismo en

pacientes con caries y sin caries y se obtuvo valores en promedio muy parecidos, con

caries 0,63 + 0,28 mmol/L y sin caries 0,56 + 0,28 mmol/L (figura 18), como demuestra la

ausencia de diferencia estadisticamente significativa (ts= 0,61; p= 0,55; n= 26).
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Figura 18. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de iones calcio (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes con autismo con caries (n=7) y sin caries (n=26) cuantificado mediante método de

Connerty y Briggs (1966) adaptado a saliva por Cortés (2008).

C.- Resultados odontoldgicos:

1.- indice de caries COP-D y ceo-d:

Para evaluar el comportamiento de la caries asociado al tipo de nutricion de nuestros

pacientes con autismo, se compar6 el indice de la misma separando la poblacién en sin

dieta y con dieta y el resultado lo podemos observar en la figura 19, a continuacion:
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1.00 - 1,00 £0,92

0.50 -

0.00 -
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Figura 19.- Gréfica de barras para valores de indice de caries COP-D y ceo-d en promedio con su desviacion
estandar para pacientes con autismo con dieta (n= 16) y sin dieta (n= 18). (Dato suministrado por la
odontéloga Mariana Morales).

Para los pacientes con dieta se obtuvo un valor de 1y sin dieta un valor de 0, ambos
datos pertenecientes a la clasificacion “muy bajo”. Es decir, ambas poblaciones presentan

el mismo indice de caries.

2.- Presencia de caries:

Al comparar estas poblaciones en cuanto al porcentaje de aparicion de -caries,
encontramos un resultado que va de la mano del anterior, pues en efecto, si los pacientes
con o sin dieta presentan un indice de caries igual, el porcentaje de apariciéon de la misma
sera muy similar también entre ellos. Para los pacientes que cumplian dieta tuvieron un

25% de presencia de caries y los que no la cumplian, un 16,67% (Figura 20).
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caries
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Figura 20.- Representacion del porcentaje de presencia de caries para pacientes con autismo con dieta (n=
16) y pacientes sin dieta (n= 18). (Dato suministrado por la odont6loga Mariana Morales).

3.- indice de higiene oral simplificado (IHO-S):

Al evaluar si el indice de higiene oral dependia de los habitos alimenticios de la
poblacién con autismo se encontré que el valor promedio para ambos casos fue muy
similar. Como podemos ver en la figura 21, para la poblacion con dieta se alcanzé un IHO-
S de 2,34 (malo) y para la poblacion sin dieta de 2,28 (malo), exactamente el mismo

rango de clasificacion.

4.00 -

3.50 A

3.00 -

I+
o
B
o

2.50 2,34 2,28
2.00 -

1.50 A
1.00 -

0.50 -

0.00 -

Con dieta Sin dieta

Figura 21.- indice de higiene oral simplificado en promedio con su desviacion estandar para pacientes con
autismo con dieta (n=16) y sin dieta (n= 18). (Dato suministrado por la odontéloga Mariana Morales).
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11.- Comparaciones dentro de la poblacién control:

La poblacién control se subdividié en pacientes controles con caries y sin caries y se
compararon algunos factores que se midieron entre ellos.
A.- Concentracion de iones fosfato:

En la figura 22 vemos una clara diferencia entre la poblacién control con y sin caries
respecto a la concentracién promedio de iones fosfato que presentan en su saliva. Para
los pacientes controles con caries se obtuvo un valor de 1,47 £ 1,66 mmol/L y para los sin

caries de 4,45 + 1,50 mmol/L, con diferencia estadisticamente significativa (ts= 2,62; p=

0,04; n=15).
Grafico de cajas y bigotes de la concentracion de fosfato en Saliva (mmol/L)
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Figura 22.- Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de iones fosfato (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes control con caries (n= 3) y sin caries (n= 5) cuantificado mediante método de Fiske y
Subbarow (1925).
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B.- Concentracion de iones calcio:

Al cuantificar los iones calcio en saliva para la misma subclasificacién de poblacion
control, se encontré que para los pacientes con caries era de 0,83 + 0,35 mmol/L y para
los sin caries de 0,64 = 0,36 mmol/L. A pesar de que en la figura 23 podemos observar
una clara diferencia entre ambos resultados, no se encontré diferencia estadisticamente

significativa ((ts= 1,37; p=0,18; n= 21).
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Figura 23. — Grafica “cajas y bigotes” para valores de concentracion de iones calcio (mmol/L) promedio en
saliva de pacientes control con caries (n= 21) y sin caries (n= 9) cuantificado mediante método de Connerty y
Briggs (1966) adaptado a saliva por Cortés (2008).

12.- Medicién de factores bioquimicos en muestras de saliva del mismo paciente en
fechas diferentes

En la siguiente tabla (Tabla 9) se recopilaron varios datos de mediciones de factores
bioquimicos que se tuvo la oportunidad de evaluar en diferentes muestras de saliva del

mismo paciente, tomadas en diferentes fechas. Se compararon entre si para determinar si
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habia diferencias entre ellas y como vemos en la tabla 9, en efecto, siempre hubo
diferencias en el dato.

Tabla 9. — Comparacion de factores bioquimicos medidos en saliva en diferentes fechas a los mismos
pacientes con autismo (A) y controles (C).

Factor bioquimico | Paciente Fecha Fecha Diferencia
anterior posterior
0,68

006A 7,01 7,69
(3/10/14) (9/12/15)
032A 6,89 7,58 0,69
(22/2/15) (3/12/15)
007C 6,81 7,43 0,62
(3/10/14) (10/12/15)
pH 018C 7,81 8,16 0,75
(31/10/14) (10/12/15)
019¢C 7,14 7,01 0,13
(31/10/14) (10/12/15)
031C 7.6 7,31 -0,29
(2/2/15) (9/12/15)
006A 2,18 mg/mL 2,66 mg/mL 0,48
(3/10/14) (9/12/15)
[Protei na s] 032A 2,91 mg/mL 1,85 mg/mL 1,06
(22/2/15) (3/12/15)
031C 5,54 mg/ml 2,93 mg/mL -2,61
(2/2/15) (9/12/15)
006A 5 mmol/L 4 mmol/L -1
[Fosfato] (3/10/12) (9/12/15)
007C 4,56 mmol/L 3 mmol/L -1,56
(3/10/14) (10/12/15)
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V. Discusion.

En general, los resultados obtenidos al comparar diferentes factores bioquimicos en la
saliva de pacientes con autismo respecto a una poblacién control (sin autismo), fueron
muy similares. De acuerdo a la hipétesis que nos planteamos para este estudio, se
esperaban diferencias mas notables. Sin embargo, esta similitud también resulta
interesante, puesto que partiendo de los datos odontoldégicos suministrados por la
odontéloga Morales, donde se demuestra un indice de higiene oral (IHO-S) para autistas
de 2,3 + 0,80 (malo) y para los controles de 1,79 (regular) sumado a los diferentes habitos
alimenticios conocidos para cada poblacion, vemos un conjunto de factores promotores
de caries apuntando a los autistas y no s6lo se obtuvo un indice de caries menor en ellos,
sino que a pesar del déficit en su higiene bucal, estan logrando un patrén éptimo en su
equilibrio fisiolégico en boca tan, o quizas hasta mas, eficiente que el de los pacientes que
no tienen ni autismo ni estos factores cariogénicos.

Comenzando por el pH, para ambos grupos, se mantienen valores muy similares en
el intervalo comprendido entre pH 6,2 y 8,3. Para pacientes autista un promedio de 7,2 y
para controles de 7,27. Este valor es el esperado y considerado normal, pues
dependiendo del pH de la saliva, el fosfato se presentard en varias formas iGnicas de
acuerdo al pKa. Sabiendo que el sistema amortiguador fosfato tiene un pKa de 6,8 a 7,0,
es decir, que éste sera el pH al cual el sistema ejerce su maximo poder amortiguador
entonces, este valor de pH es el esperado en una saliva fisiologicamente normal. Este
sistema amortiguador es una de las principales caracteristicas de la saliva, involucrada en
la proteccion dental y la primera digestion de los alimentos (Pifiero, 2005). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas donde ambas poblaciones tenian
datos muy parecidos. Comparando estos resultados con estudios similares, encontramos
gue Pifiero (2005) obtuvo un dato de pH para nifios y adolescentes sanos de 10 y 11 afios

del estado Miranda entre 7,39 y 7,55; y Pulido (2008) publicé un intervalo de pH entre 6 y
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7,5 para nifios y adolescentes sanos de 9 a 16 afios de la zona centro de la ciudad de
Valencia (Venezuela).

La cantidad de proteinas que se miden en la saliva son el resultado del conjunto de
compuestos que conforman este fluido mas la interaccion que tiene el mismo con la
biopelicula dental. En 2008, Escérate y col., reportaron que el promedio de concentracién
de proteinas para nifios sanos venezolanos fue de 2,06 + 0,94 mg/ml (n=39), un valor
dentro de nuestros resultados y observaron que a medida que aumentaba el indice de
caries habia un leve incremento en la concentracion de proteinas de la poblacién, por lo
gue lo relacionaron con la presencia de microorganismos causantes de esa enfermedad.
En nuestro trabajo se esperaba un comportamiento similar, ya que se hall6 un indice
cariogénico mayor para los controles que para los autistas, sin embargo, podemos
observar que para los pacientes con autismo la concentracién de proteinas totales en
saliva fueron valores muy cercanos a los de los controles, ligeramente menores los
primeros y no hubo diferencias estadisticamente significativas.

En las determinaciones de la concentracién de calcio en saliva, el grupo con autismo
mantuvo valores comprendidos entre 0,20 y 1,34 mmol/L y el grupo control entre 0,22 y
1,5 mmol/L y este Ultimo grupo con mayor varianza entre los valores. Tulunoglu y col. en
2006, reportaron que la concentracion de calcio en saliva era mayor en nifios libres de
caries. Para que este ion pueda participar en el proceso de remineralizacion del esmalte,
debe estar en concentraciones de sobresaturacion en este fluido, por lo que es ldgico
esperar mayores concentraciones del mismo en pacientes con menor indice de caries,
pues no estan perdiendo dichos iones en la recuperacion del equilibrio del calcio-fosfato.
Pero en nuestros resultados observamos que aungue los pacientes con autismo tienen un
menor indice de caries, estan presentando una menor concentracion de calcio promedio
respecto a los controles. Al aplicar el analisis estadistico encontramos diferencia

significativa entre ambos grupos. Este resultado lo asociamos a que nuestra poblacion

60



autista en un 47,06% consume una dieta libre de gluten y caseina, es decir, bajo consumo
de lacteos y alimentos con trigo, por lo tanto, entre otras cosas, poco acceso a fuentes de
calcio. Hicimos una evaluacion dentro de esta poblacion para demostrar cuantitativamente
a qué condicion de las estudiadas se podia deber la disminucién de los iones calcio en la
saliva de los autistas. Cuando comparamos dicha concentracion en la saliva de los
pacientes autistas con dieta y sin dieta, obtuvimos que para los que no seguian dieta era
mucho mayor que para los que seguian dieta. Al realizar el analisis estadistico se obtuvo
significancia, confirmando que una de las posibles razones de esta disminucién del i6n en
saliva podria ser el tipo de dieta. Se realiz6 la misma comparacion, pero separando a los
pacientes autistas con caries y sin caries y el resultado fueron valores muy cercanos y
gue no arrojaron diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, el hecho de que
la concentracion de calcio esté mas baja en los pacientes con autismo que en los
controles, pareciera estar asociado a que casi la mitad de esta poblacibn cumple una
dieta libre de lacteos y aunque lo esperado era que esta concentracion fuera definida por
la presencia de caries, el factor de la dieta fue mas importante. También evaluamos el
comportamiento de este i6n dentro de la poblacién control separandolos con y sin caries.
El resultado mostrdé que los controles con caries tenian mayor concentraciéon de calcio y
sin diferencia significativa entre ellos. Podemos inferir que, al aumentar el tamafio

muestral, la tendencia cambie y se asemeje mas a la bibliografia consultada.

El fosfato libre en saliva también participa en el proceso de remineralizacion del
esmalte, pero su equilibrio i6nico se ve afectado por la presencia de caries. Escarate y
col. publicaron en 2008 que la concentracion de fosfato en saliva de nifios con caries era
de 4,37 £ 1,64 mmol/L (promedio £ DE, n = 62). Y otros estudios en Chile hallaron en
promedio en muestras salivales de nifios sanos, 1,75 mmol/ L (Bustos y col., 1999).

Nuestros resultados obtenidos en nifios estan acotados dentro de estos valores
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reportados previamente, observando grandes variaciones dentro de una misma poblacion.
En el articulo publicado por Escérate y col. (2008), establecen que la concentracion de
PO, en saliva en las primeras etapas de la caries es menor y al incrementar la
enfermedad observaron un aumento de la concentracién, lo que podria indicar que al
disminuir la concentracién de PO,* es cuando se desarrolla la caries, ya que el proceso
de remineralizacion del esmalte no se estaria llevando a cabo totalmente y que luego
cuando la enfermedad avanza, se produce una pérdida del material que compone al
esmalte (hidroxiapatita), es asi que, al progresar la enfermedad el proceso de
desmineralizacion del diente es tan avanzado, que resultaria en el aumento de la
concentracion de PO, en la saliva. En nuestros resultados los valores son muy similares
para ambas poblaciones y no hubo diferencia estadistica, pero si se observé una alta
variacion entre los datos. En este ensayo tuvimos obstaculos logisticos para evaluar una
mayor cantidad de muestras y por esta razon, quizas, la variabilidad entre los datos es tan
alta y el resultado es poco concluyente. Se evalud si el fosfato variaba dentro de las
poblaciones, dependiendo de si la condicion era la dieta o la caries y encontramos que en
los autistas que seguian dieta era mucho menor la concentracion que en los que no y que
la poblacién que seguia dieta era mucho mas homogénea que la otra, aunque no se
reporta diferencia estadistica. Que los autistas con caries tienen mucho menos fosfato en
la saliva que los sin caries (pero es un dato de referencia porque en la poblacion autista
con caries solo se obtuvo una muestra). En los pacientes controles con caries dio un valor
casi cuatro veces mayor que en los controles sin caries, indicando diferencia
estadisticamente significativa. Podemos sugerir que la dieta pareciera normalizar la
concentracién de fosfato circulante en saliva en los pacientes con autismo, es la tendencia
gue se observa, aungue la muestra es pequefia, en la poblacion con dieta presenta
valores menores y mas homogéneos que los sin dieta. La caries si resulté una condicion

determinante en los pacientes control, lo que se demostré al hacer el analisis estadistico,
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donde en ausencia de caries, la concentracion de fosfato en saliva era mucho mayor que
en los con caries. Respecto a la bibliografia consultada (Escarate y col., 2008),
encontramos que la poblacion afectada por la caries se encontraba en las primeras
etapas de la infeccion (el indice de caries promedio para la poblacion control fue de 3=
bajo) y definitivamente la tendencia es que la concentracién de fosfato en saliva es
determinante en el avance de la caries. Que en condiciones de sobresaturacion, los
dientes estaran protegidos, pero que una alteracion de su concentracion, ya sea por
encima o por debajo del valor regular, estaran indicando un rompimiento del equilibrio de
remineralizacion del esmalte.

En una observacion directa podriamos decir que los pacientes con autismo tienden a
tener mas alta la concentracién de este i6n y que cuando siguen una dieta especifica se
regula, pero que podria ser una explicacién simple por su bajo indice de caries, pues se
podria decir que sus dientes estdn mas protegidos por este aumento del fosfato en saliva.
Pero més all4 de la ausencia de caries en ellos, esta seria una consecuencia de algo a
nivel fisioldgico mas interesante que pudiera estar pasando en estos individuos. Todo el
proteoma es susceptible de variar su actividad por accion de las proteinas quinasas. El
genoma humano contiene cerca de 500 genes que codifican proteinas quinasas, estamos
hablando de que medir o analizar este factor libre (i6n fosfato) en saliva, puede ser una
“luz en el tunel” para llegar a una explicacién de la causa de la condicioén autista, puesto
gue suena ldgico decir, que una falla en la base fosforilativa traeria como consecuencia
un fenotipo como el autismo, ya que hemos observado que las fallas fisiol6gicas no son
puntuales, sino vemos que son muchas las alteraciones que hay. Y esta hipétesis podria
empezar con un factor libre en sistema como el fosfato, que es el protagonista de este
proceso vital que es la fosforilacion. Decir que la fosforilacion no estd ocurriendo
correctamente, es decir, que los procesos de sefalizacion celular estan sucediendo

incompletos, regulaciones que no se estan dando, proteinas que no se estan activando,
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procedimientos fisioldgicos que no estan ocurriendo regularmente y se podrian justificar
caracteristicas evidentes en el autismo como son la formacion incorrecta del sistema
nervioso o irregularidades en el sistema inmune como la intolerancia al gluten, etc,
(Castagnola, 2008).

Era necesario en nuestro estudio incluir un analisis del sistema inmune de estos
pacientes. Por ello, se midi6 concentracibn de IgA secretora total en saliva. Para
pacientes con autismo, se reporté un valor promedio menor que para los controles, pero
sin diferencia significativa; sin embargo, se observaron muy variables los datos
individuales de una poblacion respecto a la otra, por lo que de aumentar el tamafio de la
muestra, se observarian diferencias estadisticas con una tendencia marcada a una menor
concentracion en el autismo. Chacén y col. (2002) midieron IgA secretora total en saliva
de nifios sanos del estado Carabobo, utilizando el método nefelométrico y obtuvieron un
promedio de 70 pg/mL. Mientras que Conde y col. (2001), en Caracas reportaron un valor
de 120 pug/mL (ambos cercanos a nuestro estudio).

Hagel y col. (2000), hicieron un trabajo donde demostraban cémo el estado nutricional
afectaba la respuesta inmune frente infecciones parasitarias y encontraron un valor de
374,16 pg/mL de concentracion de IgA secretora total en saliva de nifios con infeccion
helmintica, pero con buena nutricibn. En nuestro ensayo, hay valores dentro de la
poblacién control que superan este ultimo valor citado, lo que nos hace dudar de si estos
pacientes tenian algun tipo de infeccién parasitaria que nos aumentaron el promedio en
este grupo, pues la IgA secretora que se midié fue la total. Es comin que estas
infecciones algunas veces pasen desapercibidas para los padres, pues muchas son
asintomaticas. Otra explicacion, es que como la caries es una infeccion causada por el

Streptococcus mutans (Bustos, 1999) y como el indice COP/ceo es mayor en esta

poblaciéon control, puede estar involucrada una IgA secretora especifica para esta

bacteria. Seria interesante repetir este ensayo, pero con un antigeno para esta IgA

64



secretora especifica y eliminar factores externos (infecciones no relacionadas con el
equilibrio bucal que aumenten su concentracion en niflos sanos).

Se esperaba discutir sobre las diferencias de este parametro, pues al ser intolerantes a
la caseina y gluten, los individuos con autismo, nos hace pensar que alteraciones en el
sistema inmunitario pueden estar implicadas con esta condicién, pero quizas no son
variaciones de concentracion sino variaciones morfolégicas de los componentes
inmunitarios, como reportan Ngounou y col. (2015). Otros estudios de IgA total (no
secretora) medida en sangre en pacientes con autismo apuntan hacia una deficiencia de
este anticuerpo para estos individuos. Gupta y col. (1996), establecen que el 20% de los
nifios con autismo tenian deficiencia de IgA y un 8% no tenian el anticuerpo. Warren y col.
(1997), tuvieron un resultado muy similar, en el 20% de su poblacion autista encontraron
deficiencia en IgA en suero sanguineo, mientras que todos los controles tenian el valor
regular. El valor promedio de IgA en suero para los autistas (h= 40, 31 masculinos y 9
femeninos, de 5 a 31 afos) fue de < 6 mg/dL mientras que los controles (n= 25, 19
masculinos y 6 femeninos, de 5 a 26 afios) estuvo en un intervalo de 33 a 235 mg/dL.
Pero quizads no sea una deficiencia o ausencia del anticuerpo como tal, sino que sean
cambios morfolégicos del mismo y el antigeno utilizado para la prueba no lo esté
reconociendo, segun indican los estudios mas recientes (Ngounou y col. 2015). Esto
explicaria la irritabilidad intestinal de los pacientes autistas, pues quizas presentan una
IgA ineficiente en su mucosa. En nuestro estudio, se obtuvo que la concentracion de IgA
secretora total para la poblacién control con caries era mayor que la sin caries. Para la
poblacién con autismo con caries también fue mayor que la sin caries y con dieta,
ligeramente menor a los sin dieta, pero sélo se reportan como datos referenciales, pues
por lo pequefia de nuestra muestra, algunas de estas condiciones estaban representadas
por un Unico individuo. Sin embargo, coinciden con la bibliografia y lo esperado, pues en

presencia de caries la concentracion de la IgA aumentd en ambos casos (autistas y
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controles), por ser ésta una infeccién. Y en presencia de dieta la IgA disminuyd, pues se
estan evitando algunos alimentos que contienen antigenos que activan este anticuerpo.
Para evaluar el patron electroforético de las proteinas presentes en las muestras de los
pacientes y compararlo entre las poblaciones con autismo y control, se realiz6 un gel de
poliacrilamida en condiciones disociantes SDS-PAGE. De manera general, podemos decir,
gue no se observaron diferencias de los perfiles entre los distintos pacientes y que incluso
no se observa ninguna banda particular para ningin caso. En la imagen podemos ver que
las mismas siete bandas alli indicadas, se identificaron en los ocho pacientes analizados,
con un ligero aumento de la banda 7 en los pacientes con autismo. Si comparamos entre
si a los pacientes controles, observamos que en el carril C2c (paciente control con caries),
las bandas 1 y 2 no estan nitidas, pero la banda 5 estd en mayor concentracién que
incluso solapa las bandas subsiguientes, respecto a los otros controles. La banda 5
presenta una masa molecular que corresponde a la masa de la lactoferrina, reportada en
la bibliografia en las tablas 6 y 7, la cual es una proteina que tiene actividad
antimicrobiana secuestrando iones de hierro imprescindibles para el crecimiento
microbiano. Segun la historia clinica del paciente C2c, éste presenta un indice de caries
de 4= moderado y los otros pacientes, Cls (control sin caries) es 0= muy bajo, C3c
(control con caries) es 3= bajo y C4c (control con caries) es 3= bajo, por lo que al ser el
C2c el paciente con mas alto indice de caries entre los comparados, se justifica que esta
banda sea posiblemente la lactoferrina sobreexpresada como parte del sistema inmune
atacando una infeccién. Si nos vamos al grupo de los autistas, observamos que las cuatro
corridas son muy similares, se observan las mismas siete bandas, pero la banda 7 esta
mas concentrada que en los controles. Segun lo reportado en teoria, la banda 7 tiene una
masa molecular parecido al de la albumina (tablas 6 y 7), la cual es una proteina de
transporte con una alta concentracion en saliva y otros fluidos corporales, pues su

principal funciéon es mantener la presién oncoética. Medir la concentracién de albumina en
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sangre es utilizado por los nutricionistas para supervisar los niveles de proteinas que esta
consumiendo un paciente y lo que necesitaria para tener una salud 6ptima. Las cuatro
muestras eran de pacientes con autismo que no seguian dieta libre de gluten y caseina,
pero no tenemos la informacion de cual era su dieta exacta, por lo que no podemos llegar
a ninguna conclusion respecto a la causa de por qué esta banda, que probablemente sea
albumina, estd aumentada sélo en los autistas y no en los controles. Vemos que esta
metodologia no es sensible para proteinas de masas moleculares menores a 55 kDa,
pues no se observa ninguna banda proteica por debajo de este peso.

Para complementar nuestro trabajo, también realizamos zimografias a estas
muestras de saliva. La zimografia es un ensayo que permite analizar la actividad
proteolitica que tienen algunas proteinas en su mayoria metaloproteasas, pues este
ensayo simula la actividad en la matriz extracelular que tienen in vivo estas proteinas
durante los recambios de tejido en el organismo (Okada y col., 1992). Se realizaron dos
geles. Tenemos el gel 1, en el cual se analizaron dos pacientes autistas sin caries (Alsy
A2s) y dos pacientes controles con caries (C1lc y C2c). En los cuatro perfiles proteoliticos
se observan las primeras cuatro bandas, excepto en el carril C2c que muestra un patron
con mas bandas activas que los otros pacientes y ademas de las primeras cuatro bandas,
se logra identificar una quinta banda. En general, la protedlisis se ve muy similar entre
ambas poblaciones, s6lo se observa que la cuarta banda es mas densa en los dos
controles con respecto a los dos autistas. Esta banda se puede asociar por su masa
molecular a la MMP-9 asociada a microglobulina de 25 kDa, segun la tabla 8. La banda 5,
gue es una banda extra que observamos sélo en el carril C2c, del paciente control con
caries, tiene una masa molecular que se asemeja a MMP-2 activada. El hecho de que
posiblemente la proteina que se esté expresando mas visible sea la MMP-9 en los dos
pacientes controles puede estar relacionado a la presencia de caries que esta asociada a

inflamacién de las encias (respuesta del sistema inmune a la infeccion) que a su vez
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incluye procesos en los que esta involucrada la matriz extracelular con esta proteina por
alteracion de dicho tejido. Y la posible MMP-2 que estamos viendo en el paciente C2c,
probablemente es porque este sujeto presenta un indice de caries superior al otro control
(3= bajo versus 2= muy bajo, respectivamente). El carril Als se ve mas angosto que los
otros, pero se puede inferir que fue un error experimental, que se agregd menos muestra
gue en los demas.

Observamos un segundo gel de zimografia, donde se corrieron dos muestras de
pacientes con autismo sin caries (Als y A2s) y dos muestras de pacientes control, uno sin
caries (C1s) y uno con caries (C2s). Los dos patrones proteoliticos para los pacientes
autistas son idénticos. En cambio, entre los dos pacientes controles encontramos una
notable variacion. En el carril C2c, vemos un comportamiento muy similar a los controles
del gel 1 y coincide en diferenciarse de los autistas por tener la banda 4 mas densa y por
ser mas extenso el patrén, tres bandas mas de menor masa molecular. En el carril Cls
observamos un patron muy particular, donde el aumento de la actividad proteasa es
evidente. Comparandolas con los datos tedricos de las masas moleculares (tabla 8), se
puede inferir que son la forma MMP-9 asociada a microglobulina 25 kDa (banda 4) mas
concentrada en controles que en autistas y las formas MMP-9 y MMP-2 activadas (bandas
7 y 8 respectivamente) presentes en los controles mas no en los autistas. Que
posiblemente sean estas proteinas las que estén presentes o mas concentradas significa
gue el recambio tisular en boca esta ocurriendo en mayor proporcion en los pacientes
control que en los con autismo. En el caso del paciente C2c, lo podemos asociar a la
presencia de caries, pero el paciente Cls no tenia caries. Al revisar el historial del
paciente C1ls, encontramos una alta concentracion de proteinas en su muestra salival
(5,54 mg/mL), fuera del promedio poblacional, considerado un dato atipico. No tenemos
mas informacién del individuo con la cual argumentar este patrén proteolitico tan

particular, pero el hecho de presentar una concentracion tan alta de proteinas totales
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explica la elevada actividad de esta muestra en la zimografia. El alto contenido proteico
en la saliva de este paciente puede ser por alguna condiciébn diferente a caries
desconocida para nosotros o simplemente el paciente no cumplié correctamente el
protocolo para la toma de la muestra.

Torres Chomon (2005), evalué muestras de saliva total de 17 pacientes femeninos 'y 17
pacientes masculinos de 4 a 14 afios, realizando zimografias para comparar la presencia
0 ausencia de actividad de las metaloproteasas (MMP-9 y MMP-2) en pacientes con
parotiditis crénica recurrente infantil respecto al grupo control y el resultado fue que la
actividad se encontraba aumentada en los pacientes con la enfermedad respecto a los
controles. Mejia y col. en 2014, presentaron resultados de zimografias de muestras
salivales de adultos con periodontitis respecto a controles sanos y también concluyeron
gue la actividad proteasa estaba incrementada en presencia de la enfermedad, incluso
compar6 muestras del mismo paciente antes y después de tratamiento para la
periodontitis y el individuo recuperaba el patron proteolitico de un individuo sano.
Entonces, podemos decir que, los nifios con autismo, al no presentar caries, tienen un
periodonto y tejido bucal, en general, mas sano, representado con patrones proteoliticos
de actividad proteasa muy baja y homogéneos.

Nuestra investigacién parti6 de una observacion odontolégica que indicaba que los
pacientes con autismo tenian menor presencia e indice de caries respecto a una
poblacién control. La diferencia es notable entre ambas poblaciones donde la tendencia
es irrefutable de que en presencia de la condicién autista es menor la probabilidad de
padecer caries y que esto ocurre a pesar de gue el indice de higiene oral (IHO-S) juega
en contra de estos individuos, ya que cumplir los habitos regulares de higiene oral es
complicado, intrinseco en la condiciébn que estamos analizando. Esto significa que, estos
pacientes acumulan mas biopelicula y célculo dental, lo que traeria como consecuencia

infecciones en boca como lo es la caries. El factor etiologico principal de la caries es la
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bacteria Streptococcus mutans (Bustos, 1999) en conjunto con el resto de la biopelicula

dental y se conoce que su principal sustrato es la glucosa, por lo que el primer
pensamiento que puede aparecer es que debido a la dieta libre de gluten y caseina, que
cumplen la mayoria de los pacientes con autismo, podria ser la razon principal de que la
caries no se esté desarrollando en ellos. Por esto, hicimos comparaciones de los datos
entre los pacientes que cumplian dieta respecto a su indice de caries, para determinar si
habia o no dependencia entre ambos factores (tipo de dieta y presencia de caries).
Mostramos el indice de caries para los pacientes autistas con y sin dieta y vemos que el
indice es el mismo, 0 a 1= muy bajo, para ambos habitos alimenticios. Al evaluar el
porcentaje de presencia de caries, vemos de nuevo que son valores muy cercanos
representativos de la tendencia del grupo completo con autismo. Y al medir el indice de
higiene oral (IHO-S), observamos que el patron de acumulacion de biopelicula y célculo
en estos pacientes es igual, cumplan o no la dieta. Por lo que, a pesar de no haber
encontrado resultados bioquimicos mas explicitos que nos lleven a la razén por la que
estos pacientes con autismo presentan menos caries, sabemos que la dieta no es el
motivo, pues estos resultados en conjunto nos demuestran que no son dependientes, la
caries de la dieta.

Tuvimos la oportunidad de tomarle muestras salivales a algunos pocos pacientes en dos
tiempos distintos y realizarle algunos de los andlisis bioquimicos. A pesar de ser el mismo
paciente y seguir los mismos protocolos, solo variamos que tomamos dos muestras
salivales en dos fechas distintas, sus andlisis arrojaron datos diferentes en el mismo
pardmetro evaluado. Dichos resultados se mantienen dentro del promedio de la poblacién
a la que pertenecen. Lo que nos lleva a decir que, la saliva es un fluido producto de tantos
factores en conjunto que posee una variabilidad bastante alta, no sélo dependiendo de
una condicién particular, sino de individuo a individuo y es sensible a la fecha y hora de la

toma en el mismo individuo (ciclo circadiano). Por lo que, los estudios hechos en saliva
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deberian ser reportados en intervalos que permitan definir una condicién regular o no y
con tamafios de muestras elevados, para obtener un dato representativo de una poblacién
especifica, asi seran tomadas en cuentas la mayoria de las variaciones posibles.

Por ser nuestro trabajo de investigacién uno de los pioneros en el tema de la bioquimica
de saliva de pacientes con autismo, se nos dificulta llegar a argumentos mas exactos en
los ensayos analizados. Sin embargo, hemos hecho un aporte mas en esta linea de
investigacion que apunta a seguir creciendo hacia la direccion de la especificidad en los
ensayos donde se desarrolle la protedmica de esta condicién, como sugieren Ngounou y
col. (2015) en su trabajo méas reciente donde analizaron electroforesis de geles de
poliacrilamida 2D y también Mejia y col. (2014), donde realizaron blogqueos quimicos en
sus zimografias que aumentaron la especificidad de su ensayo. Ambas técnicas nos
aproximan a las identidades de los factores bioquimicos involucrados en la condicion del

autismo.
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VI. Conclusiones

- En el pH promedio medido para ambas poblaciones, no se observan diferencias
significativas entre ellos.

- La concentracion de proteinas totales no presenté diferencias significativas entre
los grupos estudiados.

- La comparacion de concentracion de iones fosfato, aunque no presento diferencia
significativa, no se considera un resultado concluyente puesto que el tamafio de muestra
fue limitado. Ademas la varianza entre los datos fue alta.

- En la concentracion de IgA secretora total, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, pero al observar cada dato de cada poblacién, si se
observan diferencias marcadas, por lo que inferimos que de aumentar la muestra si se
evidencien diferencias entre las poblaciones cuya tendencia sea menor concentracion del
anticuerpo en los autistas.

- Entre las concentraciones de iones calcio en saliva se observo diferencia
estadisticamente significativa, donde el promedio para los pacientes con autismo fue
mucho menor que para los controles. Este resultado muy probablemente se debe a la
dieta que siguen la mayoria de la poblacion con autismo libre de gluten y caseina
(proteina presente en los lacteos).

- En el perfil electroforético no se observaron bandas de proteinas caracteristicas
para ningan grupo, ambas poblaciones presentaron patrones de corrida muy similares.
Sélo la masa de la banda 7, que se podria asociar a la proteina albumina basados en su
masa molecular, se encontrd ligeramente mas concentrada en los autistas que en los
controles.

- En los perfiles electroforéticos de la zimografia observamos que la actividad
proteolitica en los pacientes con autismo era mas baja y homogénea que en los pacientes
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controles. Lo asociamos a la presencia de caries en los controles, donde el recambio
tisular puede ser mas continuo por la inflamacién del tejido periodontal, dada la respuesta
inmunitaria a la infeccion. Ademas de la posible presencia de protedlisis de origen
bacteriano.

- Con las comparaciones entre las poblaciones principales demostramos que: en
autistas, la presencia de caries no es dependiente de su dieta, pero que la disminucion
de la concentracién calcio en su saliva si lo era y confirmamos que en presencia de
caries, en ambas poblaciones, la concentracion del i6n fosfato disminuye. Sin embargo,
en la misma comparacion pero del ién calcio, también importante en este equilibrio del
esmalte del diente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto
a la presencia o ausencia de caries.

- Se demostré una alta variabilidad de los factores bioquimicos, presentes en la
saliva total, al realizar una pequefia prueba donde se analizé saliva del mismo paciente
pero tomando la muestra en fechas diferentes y ninguno de los datos coincidié para el
mismo analisis.

- La hipotesis principal planteada en este trabajo no se cumpli6. Aunque los
pacientes con autismo presentan indices de caries mucho menores que los pacientes
control, no encontramos la explicacién directa a este fenbmeno entre los factores
bioquimicos analizados. Aun asi, podemos decir, que resulta interesante que aunque los
pacientes con autismo tienen factores cariogénicos como bajo consumo de productos
lacteos (poco acceso al calcio), una pobre higiene oral con IHO-S=malo y predileccién por
alimentos blandos, estadn teniendo una salud bucal tan buena o hasta mejor que la

poblacién control respecto a la incidencia de caries en sus dientes.
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VII. Recomendaciones

Después de realizar este estudio y analizar el aporte logrado se hizo una recopilacién de

las recomendaciones y futuros pasos para continuar y extender esta linea de

investigacion para la condicion de autismo en el area biolégica y odontolégica:

1)

2)

Aumentar la poblacion en estudio. Pudimos observar a lo largo de este estudio que
los factores estudiados en saliva eran ampliamente variables entre individuos de la
misma poblacién, hecho que es razonable ya que la saliva es producto de un
conjunto de metabolismos que dependen de una cantidad considerable del
engranaje genético muy particular de cada paciente. Sin embargo, si notamos una
tendencia del resultado, por lo que al aumentar la poblacién podremos observar
una disminucién de la variabilidad de dicho factor (desviacién estandar) y un
comportamiento mas homogéneo de dicha poblacion para cada caracterizacion

aqui descrita.

Realizar analisis de laboratorio mas especificos. Llevar el estudio a un nivel mas
especializado, pues por ser éste pionero en el tema se llevoé acabo de una manera
mas general. Por ejemplo, en el caso de los ensayos con IgA secretora total,
proponemos hacer mas pruebas pero del tipo IgA secretora especifica, que
pueden ser con ELISA en el que se utilice anticuerpos especificos y ademas que
puedan ser cotejados con IgA secretora especifica en intestinos (pruebas con
heces). De esta manera se podria hacer un rastreo mas detallado del
comportamiento del sistema inmune de los pacientes con autismo, ya que vemos
gue es uno de los sistemas afectados dada su condicién (lo pudimos notar
comparandolos entre ellos en subpoblaciones con y sin dieta); y asi descartar

otras afecciones, como presencia de parasitos, virus y/o enfermedades, que son
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3)

4)

5)

naturales en los seres humanos pero ajenos al autismo y aun asi alteran la
presencia de anticuerpos (inmunoglobulinas). En cuanto a los ensayos con
proteinas, también proponemos ampliarlos desde el punto de vista mas especifico,
con ensayos del tipo Western Blot por ejemplo o espectrometria de masas, ya que
seria sumamente interesante y enriquecedor para esta investigacion poder
identificar proteinas presentes en estos procesos y clasificarlas de acuerdo a su
funcion y aporte a la condicién de autista, y descartar las que pertenezcan a
procesos generales que aparezcan en comun tanto para los autistas como para los

controles. Explotar la protedmica de la condicién.

Proponemos utilizar programas para computadoras avanzados para sacarle mas
provecho a los geles de zimografia, en los cuales se permite calcular por diferencia
de densidad de las bandas, la actividad enzimética; que en conjunto con la
identificacion de la proteina en cuestidn, seria un aporte y avance cientifico

contundente.

Realizar ensayos microbioldgicos. Otra sugerencia es incluir ensayos de este tipo
en el estudio, ya que la cavidad oral es un nicho de microorganismos que conviven
alli tanto en bocas sanas como con enfermedades y condiciones. Podriamos darle
una explicacioén etioldgica a algun fenémeno alli ocurriendo, como el bajo indice de
caries en autistas, como también lo podriamos utilizar para aclarar el panorama de
nuestras observaciones y datos obtenidos, descartando factores que pertenezcan

al metabolismo bacteriano.

Realizar los ensayos de zimografia con inhibidores de proteasas para ir evaluando

la identidad de estas enzimas.
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VIl Anexos

COMITE

Bi§ETICA

FACLLTAD DE ODONTOLOGIA - LCH

N©0421-2013
Caracas, 05 de abril de 2013

Ciudadana
MSc. Mariana C. Morales Ch,

Nos dirigimos a usted en la oportunidad de informarie que ¢l Comité de Biodtica de
esta Facultad, una vez analizado el proyecto de investigacién, presentado por usted bajo el
titulo: “FACTORES SALIVALES QUE INFLUYEN EN EL iNDICE DE CARIES DE
PACIENTES AUTISTAS”.

Concluye que el mismo aprueba su protocolo de investigacién, por lo tanto tiene el
aval inicial, el cual tiene una validez de un afio a partir de la fecha 05-04-2013 al 06-04-
2014. Se le informa que al cabo del afio debe presentar un informe sobre los resultados
parciales o finales de la investigacién, ya que el aval es indispensable para defender su
presentacion o para publicarla. En caso de no concluirla, debers consignar un informe con
los resultados parciales antes mencionados, para prorrogar el aval o en el mejor de los casos
un informe con los resultados finales de su investigacién para concluir el seguimiento de la
investigacién por parte del Comité de Bioética.

El Comité no se subroga, ni reemplaza de responsabilidad a quienes han solicitado su
aval, para realizar un proyecto de investigacién o asesoramiento. Las resoluciones no son
un amparo juridico directo, la ejecucién debe estar en manos del profesional responsable,

Sin otro particular a que hacer referencia.

Atentamente.-

MJFF /mijff

Anexo 1. Aprobacion del protocolo de investigacion del presente estudio otorgado por el

Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia de la UCV a la odontéloga Mariana

Morales.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION

FACTORES SALIVALES QUE INFLUYEN EN EL

INDICE DE CARIES DE PACIENTES AUTISTAS

Yo, , de de
edad, identificado con la cédula de identidad N , domiciliado en

como representante legal o familiar de , declaro lo
siguiente:

He sido informado (a) sobre el proyecto de investigacion llevado a cabo por la Odontologa Mariana C.
Morales Chavez donde sera tomada una muestra de saliva de mi representado mediante el uso de algodones.

Me han explicado de forma clara y suficiente los objetivos del proyecto, entre los que se encuentran el
determinar los factores salivales en nifios autistas, comparandolos con nifios regulares para evaluar las
diferencias y poder determinar su relacion con el desarrollo de caries. Comprendo la vital importancia que
puede traer para los pacientes autistas y regulares los resultados que pueda acarrear esta investigacion en
cuanto a la prevencion del desarrollo de caries. Ademas he recibido material informativo sobre la
investigacién por lo que considero trascendental la participacion de mi representado.Se me ha explicado que
le seran introducidos en la boca de mi representado unos rollos de algodon cercanos a la salida del conducto
excretor de la glandula parétida (en la cara interna del carrillo, distal al segundo molar temporal) durante un
minuto, en el horario comprendido entre 9 y 11 de la mafiana, sin haber ingerido alimentos ni bebidas al
menos una hora previa al procedimiento.

Comprendo que la atencion del paciente con autismo es compleja por lo que a pesar de que la toma de la
muestra es minimamente invasiva y se realizara en una sola sesién, puede generar algun tipo de molestia, al
igual que el tiempo invertido para este procedimiento probablemente serd mayor debido a la necesidad de
adaptacion del nifio.

Acepto la realizacion de fotografias y otros medios diagnésticos que sean necesarios; garantizdndome la
confidencialidad, el resguardo de la identidad de mi representado y la utilizacién de dichos records solo con
fines académicos Y cientificos.

Se me ha explicado claramente que esta investigacién no acarreard ningln costo, ya que los mismos seran
cubiertos por la investigadora.

Confirmo que luego que aclararon mis dudas, me siento bien informado (a), comprendo la informacién, libre,
sin persuasion, manipulacién ni coaccién para decidir voluntariamente, con el tiempo suficiente para meditar
o consultar la decision con quien considere pertinente,

Anexo 2. Consentimiento Informado que se les entrega a los representantes de los nifios
a los que se les tomara la muestra para que sea firmado en constancia de su aceptacion
(Lado A).

81



de acuerdo con mis valores e intereses y me declaro competente para tomar las decisiones que correspondan.

Me siento libre, sin coaccidn, ni manipulacidon, para decidir de acuerdo con mis valores e intereses y me
declaro competente para tomar las decisiones que correspondan. En tal sentido DOY Ml
CONSENTIMIENTO A LA ODONTOLOGA MARIANA C. MORALES CHAVEZ A REALIZAR EL
TRATAMIENTO PERTINENTE ___ 0 NO CONSIENTO con el buen entendido que puedo retirar
este consentimiento por escrito cuando asi lo desee, sin represalia ni penalidad alguna. Asi mismo doy fe de
que mi representado FUE ESCUCHADO (se tom6 en cuenta su disposicion a la participacion, realizando los
procedimiento con la mayor consideracion) SI._ NO__ odiosu ASENTIMIENTOSI _ NO___

Mariana C. Morales Chavez

C.1. 14.350.185

Telf. 0416.6334628

COV. 19616 MPPS 19249

Nombre del Paciente:

Edad Nombre del Representante legal
C. Parentesco
Firma
Testigo, Nombre Testigo, Nombre
C.L C.l
En, alos del mes de 20

Anexo 3. Consentimiento Informado que se les entrega a los representantes de los nifios
a los que se les tomarda la muestra para que sea firmado en constancia de su aceptacion
(Lado B).
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