662 79455~ S ADPRO -

PREPARACION DE UNA SOLUCION PROTEICA

DE MUCINA PARA SER UTILIZADA
EN PACIENTES CON XEROSTOMIA

(VENEZUELA)

L. A. Escalona
M. Perrone

M. Soto-Luna
A. M. Acevedo

» st de 1 oy Od. (T

Universidad Central de Venezuels, Carncas.

“Rail Vincentelli”™. Facultad de Odontologfa.

v_—

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es preparar una solucion proteica lo
mds semejante a la saliva natural utilizando mucina extraida de glandulas
submaxilar de bovino. El proceso de extraccién se realizé de acuerdo a la
técnica modificada de Draus & Leung (1960), Una vez extraida la glin-
dula submaxilar de bovino (500 g aproximadamente) se corté y se almacené
en agua destilada durante 12 horas a 4° C con el objeto de eliminar restos de
tejido y sangre, luego el material fue homogeneizado y suspendido en solu-
cién amortiguadora buffer fosfato pH 7, durante 48 horas. Posteriormente
esta solucién fue centrifugada y el sobrenadante tratado para extraer la
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te. La solucién resultante se dializé contra agua destilada

con tres cambios y liofilizada. El producto liofilizado se diluyé con agua
destilada (1g/1)y se tomaron alicuotas para determinar la pureza de la pro-
teina. La solucién obtenida tiene una viscosidad y una composicién proteica
semejante a la de la saliva natural, la cual ofrece grandes ventajas para su
utilizacién en pacientes con xerostomia severa.
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INTRODUCCION

La xerostomia se refiere a una condi-
cién elinica subjetiva donde existe una
disminucién de la cantidad normal del
flujo salival sin que exista un limite de-

- finido entre lo normal y lo anormal’.

Esta es una condieién muy traumdti-

_ ca parg los paci que la pad y
es responsable de numerosos efectos
secundarios, incluyendo: mucosa bueal
seca, lisa y brillante, lengua enrojecida
con algunas fisuras o severas lobulacio-
nes. En casos mis avanzados todo el te-
jido bucal tiene una apariencia seca y
pegostosa, hay dificultad de movimien-
to para la lengua y labios, por lo tanto
inconveniente para masticar, deglutir,

hablar y gran malestar e incomodidad
nocturna y dolor.

El tratamiento para estos pacientes
que padecen de xerostomia puede ser
curativo o sintomitico dependiendo del
dano existente a nivel de las glindulas
salivales o de la etiologia.

Diversos métodos han sido utilizados
para el tratamiento de este sindrome
entre los cuales se encuentran: estimu-
lantes del flujo salival tales como la pi-
locarpina’, los cuales no fueron efecti-
vos en el caso de radiacion. Los enjua-
gues bucales han sido otro método
utilizado en los casos en que el flujo sali-
val no puede ser estimulado” ' * " *. En
vista que estos enjuagues bucales no

han resultado un método del todo satis-
factorio debido a su corta duracién y
sabor poco agradable, los tiltimos estu-
dios han sido dirigidos hacia el desarro-
llo de sustitutos de la saliva que fueran
lo mids semejante a la saliva natural,

Entre estos estudios los mis impor-
tantes han sido los de Matzker y Schrei-
ber en 1972 quienes desarrollaron un
sustituto cuyo contenido bisico es elec-
trolitos y carboximetil-celulosa (CMC)
que provee viscosidad a la solucié
artificial.

En 1974, 'S-Gravenmade y cols.,” pre-
pararon un sustituto salival euyo com-
ponente principal era la mucina extrai-
dade la glindula submaxilar de bovino,
en 1977 Shanon y cols., trabajaron con
un sustituto salival que contenfa CMC,
electrolitos y flior para promovér la
remineralizaeién.

Estudios posteriores han demostris
do que de todos estos sustitutos el que
mds alivio proporciona como trata-
miento sintomdtico para el paciente es
el produeido en base a mucina extrafda
de gléndula submaxilarde bovino o mu-
cina gastrica de porcino.

En Venezuela hasta el momento no se
ha producido ningiin sustituto salival
para el tratamiento sintomatico de los
paci que pad de xer i
cuyo porcentaje es bastante alto, yaque
son muchos los pacientes tratados con
radiacién en la zona de cabeza y cuello,
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Sindrome de Sjogrens.
Esta situacién nos motivé para la
de una solucién artificial

semejante a la saliva natural, utilizan-
domucina extraida de gléndula subma-

xilar de bovino para ser utilizada en pa-
cientes con xerostomia, asi como eva-
luar clinicamente la efectividad de esta
solucién en pacientes con la condicién
antes mencionada.
MATERIALES Y METODOS

Seleccion de los pacientes

Se seleceionaron para este estudio pi-
msmdw,qmum-la
Facultad de Odontologfa de la UCV, los
cuales presentaban xerostomia. Tres
de ellos por terapia de radiacién en la
zona de cabeza y cuello y dos por Sin-
drome de Sjogrens. Sus edades estaban
en el rango de los 12 a los 65 afos.

entidad estaban presentes en todos ellos;
mucosa bucal enrojecida, reseca, len-
gua roja, agrietada, labios resecos con
fisuras. Ademds presentaban dificul-
tad para hablar, deglutir, masticar, in-
ehuoddormirmbuunteineémodo
debido a la sensacién de ardor gue
era constante,

PREPARACION DE LA SOLU-
CION DE SALIVA EXTRAIDA
DE GLANDULA SUBMAXI-
LAR DE BOVINO

Obtencién de la glandula:

Las glindulas se obtuvieron enla Be-
neficindora de Ganado Caracas, si-
guiendo el procedimiento deserito a
continuacién: una vez obtenida la cabe-
24 del bovino se realizé la localizacién
topogréfica y anatémica de las glandu-
las submaxilares. Para suretirose utili-
6 bisturiy tijeras decirugia: yn obteni-
das las ghindulas fueron colocadas en
una cava con hielo para evitar la desna-
turalizacién de la protefna.

Extraccién y purificacion de la
proteina:

Después de obtenida ln giéndula se
procedié n su limpieza para desenrtar
todos los restos de tejido conjuntive, te-
jido graso y restos de sangre. Luego de
esta limpieza la glindula fuecortadaen
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de agua destilada donde fue suspendi-

da durante 72 horas & 4°C. El agua fue

Transcurridas las 72 horas, el tejido
glandular fue filtrado a través de un co-
ladordanylonyluegobomgenciudo
con una solucién buffer fosfato soren-
sen, 0.01M, pH 7 durante 1 hora en un
homogeneizador tipo Oster. Por cada
Idlommodegundulluuﬁnmsﬁ-
tros de la solucién buffer.

El homogenato obtenido fue dejado
durante 47 horas a 4°C en agitacién
lenta, para luego proceder a centrifu-
wu&wor.p.m.nmnmtﬂh-
pu‘poSornlu'Cdunnmmninm.
De esta centrifugacién obtuvimos un

-Wywmmsm

cipitado fue resuspendido en el buffer
sorensen y vuelto a centrifugar a 3.000
r.p.m. durante 20 minutos. Volvemos a
obtener un precipitado y un sobrena-
M.gl_pmipi:dqqdmwoyd
sobrenadante mezelado con el anterior.

Al sobrenadante total se le agregé
cloruro de sodio en una relacién de 15 g,
por cada litro de sobrenadante y un vo-
lumen igual de cloroformo. Se dejé en
agitacion lenta durante 18 horas a 4°C
unlmsarlkndolﬂrmdeu-
paracién durante 72 horas. 2o

precipitado, una fase acuosa y una fase
cloroférmica. El precipitado fue lavado
con pequenos voldmenes de agua desti-
lada para luego deseartar el precipita-
do, y la fase acuosa que se obtuvo de
este lavado se uni6 a la fase acuosa an-
terior obtenida de la centrifugacion.
Esta extraceién con eloroformo se repi-
ti6 dos veces mds. Después de la tercera
extraccion se procedié a la neutraliza-
cién de la solucién a un pH 7 adicionan-
do (Na OH) hidréxido de Na al 20%.
Luego se le agregé p-xilene-2 dcido sul-
fénico en una relacién peso volumen de
1%. Esta solucién se dejé en agitacién
lenta, durante 18 horas a 4°C, proce-
diendo después a ajustarel pH ad.0con

4eido nedtico diluido a1 10%, seguido de.

una centrifugacion a 20.000 r.p.m. du-
rante 20 minutos, Obtuvimos de esta

centrifugacién un precipitado que se.

deoearwyunaobmudmtenlcunlulo
ajusté el pH a 1.0con hidréxido de amo-
nio diluide al 10%. Esta solucién fue

Mhhﬂha(‘c.plraw.clb-
filizada en un liofilizador marca Ed-
wards. El producto de este liofilizado
fue un polvo blanco suave, liviano que
es almacenadoa 0°C.

El liofilizado obtenido de la gléndula
submaxilar de bovino fue disuelto en
mndutﬂldnmmedmﬁﬁdﬂ
mg/ml. Similar procedimiento fue reali-
zado para las muestras usadas como
m:mumm
de bovino (sigma) y liofilizado de muci-
na exteaida de bovino. Esta tdltima fue
cedida por el doetor Peter Shellis de la
Universidad de Bristol, Inglaterra.

Para cada una de las muestras se hi-
cieron tres diluciones con el fin de deter-
minar, & cudl de ellas era posible evi-
denciar con mayor precisién el patrén
electroforético. Las diluciones usadas
fueron: 1: 10, 1: 50, 1: 100. La electrofo-
resis serealiz6 a 150 voltios hasta queel
rior del gel. Una vez completada la co-
rrida, el gel fue coloreado con nitrato de
plata siguiendo el protocolo de Sam-
mons y cols., (1981).

Administracién de la solucién a
los pacientes:

La solucién fue administrada a los
puimmmbmmwmm—
tar la contaminaeién. a solucién
fina! ge prepard de la siguiente manera:
2 gramos del deshidratado se disuelven
en 1 litro de agua desgihllkah solu-
cién fue dializada durante 48 horas en
agun destilada con agitacién lenta &
£°C. Luegose dispensé la solucidn en los
fraseos con spray donde fueron calenta-
dos en bario de Marfa, durante 2horas a
B5O°C. Estos frascos se mantienen en re:
frigeracién. Su uso en los pacientes fue
ad Hbitum. |



RESULTADOS

Purificacién de mucina de gldn-
dula submaxilar de bovino:

Parael proceso de aislamiento y puri-
fieacién se utilizaron 10 glindulas. El
produeto obtenido después de la liofili-
zacion consisti6 en un polvo esponjoso,
blanco, el cual fue facilmente disuelto

en agua a una concentracionde 1 g /1.

El mismo fue caracterizado mediante:
a) Determinacién de proteinas.

b) Patron electroforético en geles
de policrilamide.

a) Determinacién de proteinas:

A las preparaciones purificadas de ln
glindula submaxilar de bovino, les fue
determinada la concentracién de pro-
teinas siguiendo el método de Lowry.

En la Tabla N* 3, se muestran los va-
lores obtenidos para las proteinas tota-
les. Estos valores estén expresados en
mg/ml para cada una de las diluciones
empleadas en la técniea. Como puede
observarse los valores se mantuvieron
entre el 33,8 y 50% siendo el valor pro-
medio 41,74%.

b)Patrdn electroforético en geles
de poliacrilamida:

La Fig. 5, muestra el patrén de mi-
gracién de la mucina de glindula sub-
maxilar de bovino procesada en esta in-
vestigacién, comparada con la mucina
comercial de Sigma y la mucina purifi-
cada por el doctor Peter Shellis de la
Universidad de Bristol, Inglaterra.

De las seis muestras representadas
enla Fig.5:dos (B, - B,) corresponden a

l'll-us' fi

liacrilamida al 10% de mucing

Lhu .t Patrén de

is en gel de
-bmxﬂ.rdabovho.ucn‘ye patron de PM.
alton.

Linea Al: Mucinn

purificada por el doctor P. Shellis em le como referencia, Con-
centracion T,-ﬂ) Linea B1: Huclnn pu en el te trabajo.
Concentracién 1:50. Linea C1: lluelu eo-mlnl igma) em m

como a. onentnc
P, Shellis emp

Lhe A2: Mudnn pu
onumlnddn

por el doctor |
nuo.u.un uulnn ud.u.l resente 1
ﬂll 4 - nlu}o rono
erencin, Concentracion 1:100,

tracién 1:100, l.huCS:

llis y dos (C - C) a la mucina
comercial (Sigma).

Diferentes concentraciones fueron
usadas, a fin de determinar con preci-
sién a cudl concentracidn era posible
evaluar el patrén electroforético, Las
mismas fueron: 1:50 y 1:100,

EIl patrén de migracién fue similar
para todas las proteinas. Sin embargo,
en el caso de la mueina comereial (Sigma)
no se pudo apreciar con precision su pa-
trén electroforético para ningunade las
diluciones empleadas, aunque las esca-
sas bandas observadas (C ) confirman

nuestra protefna, )g].pm. Illiﬂlm(ﬂdmllsmaﬂmhﬂ
mmfdnporoldi:'cmr analizadas.
TABLA N* 3

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN MUCINA
OBTENIDA DE GLANDULA SUBMAXILAR DE BOVINO

Diluciones Come. mrg/ml b 4 Valor promedio
1:10 0,500 50,0 %
1:20 0,450 45,0 % 4175 %
1:40 0,376 375%
1:80 0,338 338 %

Un patrén de peso molecular fue in-
cluido en esta corrida electroforética,
para por una parte determinar simili-
tud o no de las proteinas analizadas, y
por otra establecer el peso molecular,
Los valores de peso molecular para cada
una de las bandas estdn representadas
en la Fig. 5, donde es posible observar
que la mucina extraida de gléndula
submaxilar de bovino tiene un peso mo-
lecular aproximado de 66.000 dalton,

EVALUACION CLINICA DE
LOS PACIENTES

Los cinco pacientes seleccionados
para este estudio utilizaron la prepara-
cién durante dos arios. La forma de ad-
ministracién fue en frascos spray y el
ntimero de aplicaciones ad libitum.

El efecto de esta solucién en el alivio
de los sintomas, tales como: la sensa-
¢ién de boca seca, ardor, dificultad para
masticar, deglutir, hablar, dormir, fue
medido a través de cuestionarios abier-
tos, por medio de los cuales se obtuvie-
ron las impresiones de los pacientes.
Ellos manifestaron gran alivio con el
uso de esta preparacion, sobre todo
para hablar, ya que el movimiento de la
lengua y los labios estaba disminuido
por la resequedad de las mucosas.
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Figura 6. Elec(mfomls en gal de poliacrll:mlda de mucina de glan-

maxilar de bo
Linea A1: Mucina purlﬁcada por el doctor P Sheml em,
referencia. Concentracién 1:50. Linea B1: Mucina pu

ada como
cada en el

presente trabajo. Concentracién 1:50. Linea C1: Mucina comercial
(Sigma) en:&!uda como referencia. Concentracion 1:50. Linea A2:

Mucina pu
Concentracién 1:1

cada por el doctor P. Shellis em
. Linea B2: Mucina pu

leada como referencia.
icada en el presente tra-

bajo. Concentraciéon 1:100. Linea C2: Mucina comercial (Sigma)
empleada como referencia. Concentracién 1:100.

Igualmente las funci de m: -
cién y deglucién de los alimentos mejo-
ré notablemente.

Ninguno de los pacientes ha parali-
zado el uso de la solucién de mucina y
cuando se les indic6 otros sustitutos sa-
livales como las soluciones salinas o
agua con glicerina no sintieron ninguna
mejorfa y manifestaron su deseo de con-
tinuar el uso de la solucién de mucina.

Debido a que el nimero de individuos
analizados fue muy pequerio, se decidié
estudiar individualmente a cada pa-
ciente como la mejor estimacién para
cada individuo, por lo tanto las conclu-
siones de este estudio no pueden ser ex-
trapolados hasta tanto no se realice una
investigacién incluyendo mayor niime-
ro de pacientes.

Discusién

Basdndonos en la demanda ereciente
de pacientes con xerostomfa que necesi-
tan de una preparacién para el alivio de
los sintomas que de esta condicién se
derivan, decidimos preparar una solu-
ci6n artificial, lo mds semejante a la sa-
liva natural; utilizando mucina extrai-
da de glandula submaxilar de bovino y
evaluar clinicamente la efectividad de
esta solucién en los pacientes que pade-
cen este sindrome.
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La razén por la cual se decidié em-
plear una solucié pro
te de glindula submaxilar de bovino ra-
dica en el hecho de que su constituyente
principal es la mucina, y estd amplia-
mente documentado ('S-Gravenmade y
cols® 1974, Vissuk y cols.? 1983°1984,"
1985 1986)* Halton y cols. 19871
Mandel 1987, que las prepara-
ciones elaboradas en base a este compo-
nente brindan mayor alivio para los pa-
cientes que sufren de xerostomia).

La téenica de purificacién utilizada
en el presente trabajo es una modifica-
cién de la téenica usada por R P. Shellis
(1978),la cual a su vez fue modificada de
la técmca descrita por Draus y Leung
(1960)'°. El producto obtenido luego del
proceso de purificacién consistié en un
polvo blanco, esponjoso, ficilmente di-
suelto en agua.

Los resultados obtenidos en la purifi-
cacién de proteinas totales (33.8%
50%) son similares a los reportado:
(Draus y Leung 1960° Katzman
Eylar 1966 Pigman y Tettam
1968, Apostolopoulus 1964, y Rolla'y
Josen 1968”). l

Es importante destacar que prepara-
ciones de mucina extraida de gldndula
submaxilar humana, muestran una con-
centracion de proteinas similares a la
detectada en el presente trabajo. Asi,

Oemrawsingh y Ronkena (1974” ), re-
portaron entre un 23,6 a 41,7% de pro-
tefnas totales para su preparacién de
mucina extraida de humanos. Estos re-
sultados demuestran la similitud del
contenido proteico de la mucina huma-
na comparada con la mucina extraida
debovino, lo cual es sugerente, de la efi-
cacia de nuestra preparacion.

Elanilisis electroforético de la mues-
tra revelé similitud del patrén electro-
forético de nuestra preparacién con la
obtenida por Shellis (1978) y la purifica-
da por la casa Sigma. En esta tltima es
importante serialar que la concentra-
cién de proteina es muy baja,ya que ha-
biéndose utilizado las mismas dilucio-
nes para las tres preparaciones evalua-
das, sélo tenues bandas pudieron -
observarse con el preparado comereial, -
a diferencia de las preparaciones res- -
tantes donde se aprecia nitidez en la
aparicién de las bandas.

Con respecto al patrén de peso mole-
cular utilizado, cabe resaltar que las
bandas correspondientes a nuestra pro-
teina, al igual que a las otras dos mues-
tras analizadas, se ubicaron en la banda
de P.M. cercana a los 66.000 dalton.

La evaluacién clinica de la prepara-
cién por un periodo de 2 arios en pacien-
tes con xerostomia resulté en una gran
aceptacién de la solucién por parte de
los pacientes, ya que se observé gran
alivio de los sintomas, incluyendo dis-
minucién de la resequedad de las muco-
sas de carrillos, labios y lengua, dismi-
nucién de la sensacién de ardor o que-
mazén, lo que influyé en una mayor
alimentacién, mejor aplicacién de las
téenicas de higiene bucal ,mejor calidad
de vida) Si bien es cierto que el nimero
@ pacientes es limitado, este estudio
piloto de evaluacién clinica de nuestra
preparacién nos permitird, habiéndose
comprobado su rendimiento en un mayor
niimero de pacientes, crear la infraes- _
tructura necesaria, tanto de recursos -
humanos, como fisicos para poder pro-
dueir un mayor volumen de nuestra sa-
liva artificial y tener mayor alcance y
aplicabilidad.
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process was done in keeping with Drans

& Leung's (IM)NWM
Once the bovine submaxilar gland

M(appmuyswa).um'
and stored in destilled water for 12 hrs

at 4°C in order to eliminate any tissive
or blood remaining in the section. The
tisaue is then homogenized and suspen-
ded in a phosphate buffer solution with a
pH of 7for 48 hours. The solution is then
centrifuged and the supranatant is trea-
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lled water (1 g/1) taking aliquots to de-

termine the pureness of the proteins.
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and protein composition which is very
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use in patients who suffer from severe

xerostomy.,
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