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Resumen.

La secrecion de las glandulas salivales mayores y menores, junto con el
fluido crevicular, microorganismos y restos celulares en conjunto forman la saliva
total o mixta, la cual ha sido empleada como fluido biologico para el diagndéstico
de enfermedades sistémicas y propias de la boca, debido a que sus componentes
pueden ser usados como biomarcadores y presenta ventajas respecto a su
recoleccion, almacenamiento, método de deteccién de bajo costo y no invasivo.
Resultados obtenidos por diversos investigadores demuestran la variabilidad que
puede existir entre las muestras debido a las condiciones de almacenamiento y
tratamiento antes y durante su utilizacion con fines de diagndstico e investigacion,
por esto nos propusimos como objetivo de este trabajo estandarizar las técnicas y
determinar las condiciones adecuadas de tratamiento de las muestras de saliva
humana sin estimular, antes de su procesamiento para investigacion en el
laboratorio.

El tiempo de centrifugacion (5, 10 o 15 min) y los cambios producto de la
filtracion o no del sobrenadante, se determinaron al comparar la concentracion de
proteinas totales presentes en el sobrenadante de la muestra y a través del
crecimiento de las bacterias presentes en el mismo. Se analizaron perfiles
electroforéticos en geles de poliacrilamida para observar cambios o no, en la
composicién de proteinas con los diferentes tratamientos.

Igualmente, se determind si hay variaciones en cuanto a la concentraciéon
de proteinas totales y perfil electroforético de las muestras cuando se emplean o
no inhibidores de proteasas.

Ademas se utiliz6 una cromatografia de afinidad para extraer posibles
proteinas que estén enmascarando otras proteinas salivales en las muestras y
luego se realizo electroforesis a fin de analizar cambios en el perfil electroforético.

Los resultados obtenidos demostraron que las muestras deben ser
almacenadas el menor tiempo posible, ya que al almacenarlas se afectan las
concentraciones de Ca?, PO,> y proteinas totales. Se recomienda la
centrifugacion durante 15 minutos y el filtrado de las muestras a fin de descartar
los elementos insolubles y los microorganismos presentes en la misma.

El empleo o no de inhibidores de proteasas no se afectd en ensayos
preliminares, la concentracion de proteinas totales, ni el perfil electroforético de
las muestras. Al emplear la cromatografia de afinidad, en el perfil electroforético
se visualizan mejor algunas bandas de baja concentracion.
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Abreviaturas.

ANOVA: Andlisis de Varianza
BSA: Albumina Sérica Bovina.
Ig: Inmunoglobulina.

IgA: Inmunoglobulina A.

IgG: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

kDa: KiloDalton.

L: Litro.

MG1: Glicoproteina mucina tipo 1, oligomérica, con una masa molecular de 1000
kDa.

MG2: Glicoproteina mucina tipo 2, monomérica, con una masa molecular de 250-
200 kDa.

mM: Milimolar.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
PRPs: Proteinas ricas en prolina.

s: segundos

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio.

TCA: Acido Tricloro Acético.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

puL: Microlitro.



I-. Introduccion.

El fluido de la cavidad bucal es reconocido como un importante fluido en
investigacion debido a la variedad de sus componentes, ademas de las diversas
funciones que lleva a cabo dentro de la boca como son el gusto, la digestion, la

lubricacidn, limpieza, actividad antimicrobiana y capacidad tampon.

El fluido de la cavidad bucal esta constituido aproximadamente por 99% de
agua y 1% de moléculas organicas e inorganicas. Entre los componentes
organicos se encuentran glicoproteinas, enzimas, inmunoglobulinas y algunos
péptidos con actividad antimicrobiana; y entre los compuestos inorganicos se
hallan electrolitos como Na*, K*, Ca®*, CI, Mg?*, PO,> (Llena, 2006; Schipper y

col, 2007).

Este fluido biologico es denominado saliva. Por definicion, la saliva en los
humanos se origina principalmente de tres glandulas salivales mayores y de un
gran numero de glandulas salivales menores (Chiappin y col, 2007; Nieuw y col,

2007; Walsh, 2008).

La secrecion diaria de saliva de un adulto promedio esde 0,5a 1,5L y su
produccion es controlada por el sistema nervioso autbnomo (Humphrey y
Williamson, 2001; Chiappin y col, 2007; Schipper y col, 2007; Ross y Pawlina,
2008). Al analizar el fluido hipotonico secretado por las glandulas salivales, se
evaluaria solo una parte de esta mezcla de fluidos que se encuentran en la

cavidad bucal, ya que en la boca se encuentran la secrecién de las glandulas



mayores y menores, el fluido crevicular, microorganismos y restos celulares,

conformando la saliva total o mixta (Beeley, 1991).

La saliva ha sido empleada como herramienta para el diagnostico en
diversas investigaciones debido a sus propiedades biolégicas. Ha sido utilizada
para determinar presencia y/o concentracidon de anticuerpos, substancias de
grupos sanguineos, alcohol, drogas ilicitas y terapéuticas, hormonas esteroides
(cortisol, estrogeno, progesterona, testosterona y aldosterona), iones y proteinas.
Recientemente también estd siendo utilizada para estudiar patologias bucales

como la caries y la enfermedad periodontal (Edgar, 1992; Walsh, 2008).

Glandulas salivales.

Entre las glandulas salivales podemos encontrar dos tipos, las glandulas
salivales mayores y las menores. Las glandulas salivales mayores son la parétida,
la submandibular y la sublingual. Todas estan en pares y constituidas por un
epitelio glandular, un conducto intercalar, un conducto estriado, un conducto
excretor y un adenémero llamado acino, que es la unidad funcional basica de

estas glandulas (Chiappin y col, 2007; Ross y Pawlina, 2008) (Figura 1).

Por otra parte, las glandulas salivales menores se encuentran dispersas en
la mucosa y submucosa de la cavidad bucal, son esencialmente mucosas, poseen
un epitelio cubico no especializado (Llena, 2006; Ross y Pawlina, 2008). Dichas
glandulas secretan el 15 % del volumen de saliva producido por todas las

glandulas salivales (Humphrey y Williamson, 2001; Walsh, 2008).



Figura 1-. Glandulas salivales
mayores. Glandula parétida (1),
glandula submandibular (2) y glandula
sublingual (3). Tomado de Nieuw y col,
2007.

1.1. Glandulas salivales mayores.

1.1.1 Glandulas pardtidas.

Son las glandulas salivales de mayor tamafio, situadas por debajo y por
delante del oido, cuyo conducto excretor desemboca en la cavidad bucal frente al

segundo molar superior (Chiappin y col, 2007; Schipper y col, 2007).

Poseen acinos serosos que secretan proteinas como la a-amilasa, algunas
proteinas ricas en prolina (PRPSs) e histatina y algunos iones como el bicarbonato,
dando origen a una saliva fluida (Llena, 2006; Chiappin y col, 2007; Schipper y
col, 2007; Ross y Pawlina, 2008; Walsh, 2008). Estas glandulas secretan el 20 %
del volumen total secretado por todas las glandulas salivales (Humphrey y

Williamson, 2001; Walsh, 2008).



1.1.2 Glandulas submandibulares.

Estan ubicadas debajo del piso de la boca, una de cada lado, cerca de la
mandibula, son glandulas mixtas compuestas por acinos Serosos y mucosos
coronados por células serosas formando la medialuna de Von Ebner (Chiappin y

col, 2007; Schipper y col, 2007; Ross y Pawlina, 2008).

Secretan mas PRPs y proteinas ricas en histatina, que las glandulas
parétidas. En ellas predominan los acinos serosos por lo que se denomina
seromucosa y dan origen a una saliva fluida pero viscosa que es
aproximadamente el 60 % del volumen total secretado por todas las glandulas

salivales (Humphrey y Williamson, 2001; Llena, 2006; Walsh, 2008).

1.1.3 Glandulas sublinguales.

Las glandulas sublinguales son las mas pequefias de las glandulas
salivales mayores, situadas en el piso de la boca en la posicidbn anterior con

respecto a las glandulas submandibulares.

Poseen acinos mucosos con semilunas serosas y Su secrecion es
principalmente mucosa por lo que se denomina mucoserosa, dando origen a una

saliva muy viscosa (Llena, 2006; Schipper y col, 2007; Ross y Pawlina, 2008).

La secrecidon de estas glandulas es aproximadamente el 5% del volumen
total secretado por todas las glandulas salivales (Humphrey y Williamson, 2001;

Walsh, 2008).



2. Fluido crevicular.

Entre el diente y la encia (Figura 2) se encuentra el surco gingival de 2 mm
o menos de profundidad, constituido por un epitelio no queratinizado que secreta
un fluido extracelular, diferente al liquido secretado por las glandulas salivales,

denominado fluido crevicular (Harfin, 2005; Chiappin y col, 2007).

Aproximadamente de 2 a 3 pL de fluido crevicular son producidos por hora,
por cada diente. El fluido crevicular es considerado un trasudado del plasma, por
lo que, la saliva es funcionalmente equivalente al suero, al reflejar el estado
fisiolégico del cuerpo, incluyendo las variaciones emocionales, hormonales,
nutricionales y metabdlicas (Chiappin y col, 2007; Lee y Wong, 2009; Lee y col,

2009).

Surco
6ingival

Encia Libre

Figura 2-. Surco gingival. Diversos compuestos del plasma llegan a la cavidad bucal a través del
fluido crevicular, el cual es secretado a través del surco gingival. Modificado de
www.integradental.cl. [Consulta 20 de abril de 2011].

3. Componentes de la saliva.

El 1 % de la saliva esta constituida por elementos inorganicos y organicos,
algunos secretados por las glandulas salivales y otros provenientes de la sangre a
través de fluido crevicular. Estos componentes contribuyen con las funciones de la

misma.


http://www.integradental.cl/

3.1. Elementos Inorgéanicos.

Entre los elementos inorganicos se encuentran electrolitos, que
desempeiian diversas funciones dentro de la cavidad bucal. Los principales
electrolitos de la saliva son Na*, K*, Ca®*, CI', Mg®*, PO,> y su concentracién es
afectada por factores como el flujo salival, la estimulacién y la hora de coleccion

(Echeverri, 1994).

3.1.1. ca*".

El Ca** puede encontrarse en la saliva interactuando con proteinas, soluble
o unido a PO,*, contribuyendo a la remineralizacién del diente al formar la
hidroxiapatita, componente del esmalte dental. Entre la hidroxiapatita y estos

iones, se establece el siguiente equilibrio:

Cai10(PO4)s(OH), g » 10 Ca™?+6P0O,3 + 20H

<«

La concentracién de Ca?* en saliva se encuentra entre 0,5 y 2,75 mM
(Edgar, 1992). Las concentraciones elevadas de Ca** y PO,> favorecen la
remineralizacion, manteniendo la integridad del diente, por el contrario las bajas
concentraciones favorecen la desmineralizacion del diente. La remineralizacion
del diente también puede ocurrir en presencia de fllor, en cuyo caso se forma la
fluoropatita la cual es mucho mas resistente que la hidroxiapatita (Echeverri,

1994).



El Ca®* también forma sales que precipitan formando calculos, lo cual se
puede evitar por la accion de diversas proteinas presentes en la saliva (Bardow y

col, 2000).

3.1.2. PO,%.

El PO,> forma complejos con el Ca®* como la hidroxiapatita, su
concentracion oscila entre 0,63 y 7,47 mM (Edgar, 1992). Participa en el control
del pH de la saliva, particularmente en situaciones de reposo a través del

equilibrio del siguiente tampoén (Bardow y col,. 2000; Llena 2006; Walsh, 2008):

PO4H, > PO4H* +H"

3.1.3. Bicarbonato.
El sistema amortiguador mas importante de la saliva es el bicarbonato. El

equilibrio de este tampdn es el siguiente:

HCOs + HG > CO,+H,0

El bicarbonato difunde por toda la cavidad bucal, incluso por la pelicula
adquirida y es capaz de neutralizar el acido producido por los microorganismos

presentes en ella (Bardow y col, 2000; Walsh, 2008).

Pocos minutos después del cepillado dental sobre los dientes se forma de
manera natural y espontanea una biopelicula delgada, amorfa y electrondensa
adyacente a la superficie del esmalte dental, cuyo grosor varia segun el sitio de 1
a 2 um y es denominada pelicula adquirida (Barrancos y Barrancos, 2006;

Gutiérrez, 2006).



3.1.4. Sodio, potasio y cloruro.
El Na" se encuentra en concentracion de 0 a 0,80 mg/mLy K* de 0,6 a 1
mg/mL en la cavidad bucal, ambos contribuyen con la osmolaridad en la saliva

(Edgar, 1992).

La concentracion de CI' en saliva se encuentra entre 0,6 — 1 mg/mL,
contribuye con la osmolaridad de la saliva y sirve como cofactor de algunas

enzimas presentes en la misma, como la a-amilasa (Edgar, 1992).

3.2. Elementos orgénicos.

En la saliva se encuentran componentes organicos como glicoproteinas,
enzimas, inmunoglobulinas y algunos péptidos con actividad antimicrobiana, los
cuales en conjunto o por separado desempefian diversas funciones dentro de la

cavidad bucal.

3.2.1. Mucinas.

Las mucinas son glicoproteinas con residuos de oligosacaridos en su
cadena, y en su composiciébn predominan aminoacidos como serina, treonina,
alanina y prolina. Mediante interacciones hidrofilicas enlazan agua, que es
esencial para mantener la hidratacion de la mucosa bucal (Walsh, 2008).

Las mucinas tienen baja solubilidad, alta viscosidad, elasticidad y gran

adherencia (Schenkels y col, 1995).

En la saliva humana se encuentran dos tipos especificos de mucinas.
Mucinas de alta masa molecular (MG1) que sobrepasan los 1000 kDa, éstas se
adhieren a la superficie del diente formando una barrera contra la accién de los

acidos, ayudada por su capacidad de formar complejos con otras proteinas

9



salivales. Las mucinas de baja masa molecular (MG2), cuya masa se encuentra
alrededor de 200-150 kDa, promueven la separacion y posterior agregacion de
bacterias, que posteriormente son removidas por la saliva (Nieuw y col, 1987,

Echeverri, 1994).

3.2.2. Proteinas ricas en prolina (PRPSs).

Las PRPs contienen predominantemente residuos de prolina, glicina y
glutamina, son secretadas por las glandulas parétidas y submandibulares y
constituyen una fraccidn significante de las proteinas totales en saliva (Schenkels

y col, 1995).

Estas proteinas previenen efectos dafiinos de la dieta, modulan la flora
bucal y sufren modificaciones post-transduccionales como protedlisis vy

glicosilacion (Malgorzata, 2007).

Las PRPs pueden ser &cidas, bésicas o glicosiladas. Las PRPs acidas
poseen una masa molecular de 27 a 16 kDa y fuerte afinidad al Ca*, participan
en la formacién de la pelicula adquirida del diente y de la hidroxiapatita, al
mantener el Ca?* en equilibrio con la del PO4* en la saliva (Bennick y col, 1983;
Schenkels y col, 1995). La pelicula adquirida se forma en no mas de dos horas en
una superficie dental limpia, carece de microorganismos y sus productos estan

formados por proteinas y glicoproteinas (Barrancos y Barrancos, 2006).

Las PRPs basicas (6-9 kDa) estan implicadas en funciones de proteccion.
Por otra parte, las glicosiladas (36 kDa) participan en la lubricacion y actian

contra ciertos microorganismos (Bennick y col, 1983; Schenkels y col, 1995).

10



3.2.3. a-amilasa.
La a-amilasa es una glicoproteina con una masa molecular entre 55 y 62
kDa, su funcidn es hidrolizar los enlaces glicosidicos a 1-4 entre unidades de

glucosa en polisacaridos como el almidoén.

Esta enzima requiere CI' como cofactor, es uno de los componentes mas

abundantes de la saliva (Echeverri, 1994). La a-amilasa puede inhibir el
crecimiento de algunas bacterias. Esta también se puede encontrar no
proteolizada y adherida a la superficie del diente formando parte de la pelicula

adquirida (Jensen y col, 1992; Walsh, 2008).

3.2.4. Histatinas.

Las Histatinas son una familia de péptidos, en los cuales los residuos de
histidina representan entre el 18 y 29 % de los aminoacidos presentes en la
proteina. Estas proteinas se encuentran presentes Unicamente en el fluido salival

(Malgorzata, 2007).

Estan involucradas en otras funciones especificas de la cavidad bucal,
como la formacion de la pelicula adquirida del diente y la inhibicibn de la
liberacion de histaminas por los mastocitos, lo que sugiere que juegan un rol
importante en la inflamacion. Adicionalmente, poseen un efecto bactericida y
fungicida, al unirse a la membrana plasmatica del microorganismo, alterando su
integridad y permeabilidad (Schenkels y col, 1995; Lamkin y col, 1996;

Malgorzata, 2007; Walsh, 2008).

11



3.2.5. Cistatinas.
Las cistatinas pertenecen a una clase de inhibidores de las cisteina
proteinasas, se encuentran presentes en todas las secreciones mucosas. Tienen

una masa molecular de 14,4 kDa (Barrett, 1987).

Pueden regular la actividad de las catepsinas liberadas durante la
inflamacion, participan en la inhibicion de varios virus y en el control de la
proliferacion e invasion de células tumorales (Sloane y Honn, 1984). Por otra
parte, se ha determinado su union a la hidroxiapatita y su participacion en la

formacion de la pelicula adquirida del diente (Schenkels y col, 1995).

3.2.6. Peroxidasa.

La peroxidasa es una enzima con una masa molecular de 70 kDa, que
empleando peroxido de hidrégeno cataliza la oxidacion de tiocianato (SCNY)
salival a la molécula toxica hipotiocianato (OSCN-), que desactiva las enzimas
bacterianas, inhibiendo su crecimiento (Battino y col, 2002; Walsh, 2008); al

impedir el transporte y la glicdlisis de los carbohidratos (Douglas, 1994).

3.2.7. Lactoferrina.

La lactoferrina es una glicoproteina de la familia de las transferrinas que
enlaza hierro (Fe** o Fe®"), tiene una masa molecular de 80 kDa (Echeverri, 1994;
Humphrey y Williamson, 1995). Al unirse a la pared celular de algunas bacterias
puede aglutinarlas y por su afinidad al hierro libre, causa efectos bactericidas en
varios microorganismos que requieren del elemento para su supervivencia

(Echeverri, 1994; De Almeida, 2008).
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3.2.8. Lisozima.

La lisozima es una proteina antimicrobiana con una masa molecular de 14
kDa, secretada por la glandula parétida. Puede hidrolizar la pared celular de
algunas bacterias, debido a su fuerza catidénica y causar su lisis (Humphrey y
Williamson, 1995; Echeverri, 1994; Edgerton y Koshlukova, 2000; Nieuw

Amerongen y col, 2004; De Almeida, 2008).

3.2.9. Estaterina.
La estaterina es una proteina de baja masa molecular, con un extremo
amino terminal muy acido, que inhibe la precipitacién de PO,*> calcico al unirse a

los cristales de hidroxiapatita (Edgar, 1992).

3.2.10. Albumina.

Es una proteina sérica con una masa molecular de 65-69 kDa, se sintetiza
en el higado y es responsable del transporte de lipidos, hormonas y determinados
farmacos. Se encuentra en sangre en concentraciones de 35-52 g/L, y su
presencia en saliva es asociada al mecanismo de trasudacion del plasma a travées

del surco gingival (Schenkels y col, 1995; Teijén, 2001; Garcia, 2006)

La albumina forma complejos con las PRPs y glicoproteinas, participando
en la formacion de la pelicula adquirida y en la lubricacion de los tejidos presentes

en la cavidad bucal (Schenkels y col, 1995).

3.2.11. Otras proteinas salivales.
La gustina o anhidrasa carbdnica es una enzima con una masa molecular
de 42 kDa y es esencial para la percepcion del gusto, ademas de servir como un

factor de crecimiento y desarrollo de las papilas gustativas (Echeverri, 1994).
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La aglutinina es una proteina altamente glicosilada con una masa
molecular de aproximadamente 340 kDa, esta proteina lleva a cabo funciones de

agregacion bacteriana (Nieuw y Veerman, 2002).

Los inhibidores tisulares de proteasas (TIMPS) son inhibidores de
metaloproteinasas secretados por las glandulas paroétidas y submandibulares, con
una masa molecular de 28 kDa. En la saliva, el TIMP-1 participa en el control de
enfermedades inflamatorias y se ha encontrado relacion entre la baja
concentracion de TIMP-1 con personas con enfermedad periodontal (Nieuw y

Veerman, 2002).

3.2.12. Elementos Inmunoldgicos.
La saliva contiene inmunoglobulinas, principalmente inmunoglobulina A
(IgA), con bajas concentraciones de inmunoglobulinas provenientes del plasma

IgG e IgM, las cuales llegan a la saliva a través del surco gingival.

La IgM tiene una masa molecular aproximada de 900-971 kDa, ésta
inmunoglobulina facilita la agregacion de los microrganismos al unirse a estos,
facilitando a su vez la remocién de los microorganismos de la cavidad bucal por el
flujo salival (Wan y col, 2003; Romero, 2007; Koneman, 2008; Baynes y

Dominiczak, 2011).

La IgG es la principal inmunoglobulina del plasma, con una masa molecular
alrededor de 150-160 kDa, se une a los microorganismos facilitando el
reconocimiento de los mismos por los fagocitos (Wan y col, 2003; Romero, 2007;

Koneman, 2008; Baynes y Dominiczak, 2011).

14



La IgA es la principal inmunoglobulina secretada en las superficies
mucosas, se puede conseguir en forma de mondémeros (160 kDa) o dimeros (400
kDa) (Romero, 2007; Koneman, 2008). En la saliva se encuentra en una
concentracion de 0,2 mg/mL; es producida por plasmocitos del tejido conectivo y
transportada a través de las células ductales hacia las glandulas (Edgar, 1992;

Echeverri, 1994; De Almeida, 2008; Wan y col, 2003).

Las funciones de la IgA en la cavidad bucal, son contribuir a la inmunidad
inhibiendo la adherencia de microorganismos a las células; participar en la
neutralizacion de virus e interactuar con antigenos de los alimentos evitando su
absorcion hacia el torrente sanguineo, reduciendo la incidencia de reacciones

alérgicas (Tapia y Quiroga, 1998).

4. Funciones de la saliva.

Los diferentes componentes organicos e inorganicos presentes en la saliva,
combinados o por separado, le permiten desempefiar multiples funciones en la
cavidad bucal, como el inicio de la digestion, su capacidad tamp6n y la actividad

antimicrobiana entre otras.
4.1. Gusto y digestion.

La saliva mantiene los alimentos en solucion y la presencia de la proteina
gustina unida al Zn?* permite la sensacion del gusto (Edgar, 1992; Humphrey y

Williamson, 2001; Llena, 2006; Chiappin y col, 2007; De Almeida, 2008).
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Con los alimentos en solucion comienza el proceso de digestion de los
mismos al formar el bolo alimenticio, esta funcion es mediada por un nimero de
enzimas, incluyendo la a-amilasa, proteasas y nucleasas (Edgar, 1992; Chiappin y

col, 2007; De Almeida, 2008; Walsh, 2008).

4.2. Mantenimiento, lubricacion y limpieza.

El flujo constante de saliva remueve los restos de alimentos, sustancias y
algunos microorganismos, de esta manera ejerce una funcién de limpieza,
disminuyendo los efectos nocivos de las sustancias que ingerimos o de las que
producen los microorganismos presentes en la cavidad bucal (Edgar, 1992; Llena,

2006).

La saliva cubre los tejidos blandos y duros presentes en la boca, los lubrica
y protege al hablar o masticar, disminuyendo roces entre los dientes y la mucosa
o con los alimentos ingeridos; previene la deshidratacion, facilitando la deglucion y
la masticacion, y evita la adhesién de microorganismos (Llena, 2006; Schipper y

col, 2007; De Almeida, 2008).

Proteinas como las mucinas son esenciales en estas funciones, ya que
mantienen la hidratacion de la mucosa bucal. La presencia de regiones altamente
glicosiladas en estas proteinas y su capacidad de adherencia, permiten la
proteccion de la superficie de los dientes y de la mucosa de la accién de enzimas

proteoliticas (Humphrey y Williamson, 2001, Walsh, 2008).
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4.3. Capacidad tampon.

Los componentes inorganicos y organicos presentes en la saliva mantienen
el pH en un rango mas o menos estable entre 6,7 y 7,4; evitando dafio a los
tejidos y desmineralizacion del esmalte por accién de los acidos ingeridos o

producidos por los microorganismos (Walsh, 2008).

El pH de la saliva en condicidn de reposo, serd mas bajo que cuando ésta
sea estimulada. De igual manera serd mas bajo al dormir e inmediatamente al
despertar, que durante el dia. Un aumento en los niveles de bicarbonato en la
saliva aumentara el pH salival durante las horas de vigilia, inhibiendo el
crecimiento de microorganismos aciduricos como Streptococcus mutans (De

Almeida, 2008; Walsh, 2008).

4.4. Actividad Antimicrobiana.

La saliva contiene una gran variedad de agentes con accién antibacteriana
y antifingica, tales como la IgA, IgM, IgG, lisozima, peroxidasa, lactoferrina y

aglutininas (Walsh, 2008).

Proteinas como las mucinas, histatinas entre otras, interactian con los
microrganismos e inhiben su crecimiento y adherencia a los tejidos; ademas,
promueven su lisis evitando infecciones bucales (Humphrey y Williamson, 1995;

Schipper y col, 2007).
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5. Saliva como herramienta diagndstica.

La saliva ejerce funciones importantes que ayudan al mantenimiento de la
salud de la cavidad bucal. En los ultimos afios este fluido biol6gico ha aumentado
su importancia en el diagnostico de enfermedades sistémicas y propias de la

boca.

Como muestra para el diagndstico, la saliva presenta ventajas en cuanto a
su recoleccion, almacenamiento, método de obtencién no invasivo y facil de usar,
en comparacion con el suero y la orina (Llena, 2006; Chiappin y col, 2007; Nieuw

y col, 2007; Schipper y col, 2007; Lee y col, 2009)

A su vez, la obtencién no invasiva de la muestra de saliva, podria aumentar
la disposicion de los pacientes a someterse a controles que incrementaria la

posibilidad de controlar su salud general (Lee y Wong, 2009).

Los diversos componentes de la saliva le permiten realizar las funciones
antes mencionadas (ver apartado 4) dentro de la cavidad bucal. Actualmente,
dichos componentes estan siendo empleados como marcadores para el

monitoreo y diagnodstico de enfermedades sistémicas y bucales.

La tabla | muestra algunas enfermedades sistémicas en las que se emplea
la saliva como alternativa para el diagnéstico o como elemento para monitorear

cambios en su composicion en personas que padecen determinadas patologias.
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Tabla I-. Empleo de la saliva como muestra diagnéstico o para el monitoreo de sus
diversos componentes.

Enfermedad
sistémica

Caracteristicas

Diagndstico

Referencias

Hepatitis B

Deteccion de virus de la
hepatitis B en saliva.

El virus de la hepatitis B fue
detectado en saliva en
pacientes con la enfermedad.

Heathcote y col,
1974.

Caries dental

La identificacion de

factores que puedan

ayudar a prevenir o
controlar la enfermedad

Deteccion de la forma soluble
de CD14 en nifios sin lesiones
de caries y ausencia de CD14
en nifios con lesiones de
caries.

Bergandi y col,
2007.

Caries dental

Factores de Riesgo
Cariogénico: Estreptococus
Mutans, Caries por
Superficie, Ca*?y PO,
Salival en Nifios.

No encontraron diferencias
estadisticamente significativa
entre la concentracién de Ca*?

y PO,y la caries dental.

Bustos y col,
1999

Cirrosis
hepatica

Identificacion de diferencias
buco dental y en la saliva
de personas con y sin la

enfermedad.

Mayor niumero de dientes
cariados y ausentes, mayor
flujo salival estimulado en
pacientes con cirrosis
hepatica.

Bagén vy col,
1998.

Cancer

Efecto de las
concentraciones de
electrolitos en suero y
saliva de pacientes
sometidos a radioterapia.

Aumento en la concentracién
deNa*, ClI', ca™ yMg"y
disminucién de la
concentracion de HCOj3 en
pacientes sometidos a
radioterapia.

Dreizen y col,
1976.

Estomatitis

Determinacién de la
concentraciéon de albimina
en saliva.

Aumento en la concentracion
de albimina en saliva en
pacientes con estomatitis.

Izutsu y col,
2006.

VPH

Determinacion de la
concentracién de IgA en
saliva de mujeres con VHP
en la orofaringe.

Bajos niveles en la
concentracioén de IgA fueron
asociados con VPH en la
orofaringe.

Gongalves y col,
2006.

Hipertension

Flujo salival en reposo y en
presencia de estimulos en
personas con y sin
hipertesion

Pacientes con hipertesién
padecen de disminucion del
flujo salival aun en presencia

de estimulos.

Rahn y col,
1983.

Asma

Determinar la
concentracion de Ca*",
PO, e IgE en saliva.

La concentracion de PO43' e
IgE fueron elevadas en
personas con asma.

Hyyppa, 2005.

Periodontitis

Determinar la
concentracién de Ca®* y
PO43' en saliva.

La concentracién de Ca** fue
elevada en pacientes con
periodontitis.

Hyyppa, 2005;
Mejia, 2008.

Niveles
hormonales

Evaluar la presencia de
insulina en saliva.

Deteccion confiable de los
niveles de insulina en saliva.

Fabre y col,
2007.
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6. Antecedentes.

Uno de los principales problemas en el estudio de la saliva para el
diagnoéstico de enfermedades bucales, es la metodologia llevada a cabo para la
toma de muestra, almacenamiento y procesamiento antes de realizar las

mediciones de parametros como la concentracion de iones y proteinas.

Las principales ventajas para el uso de saliva como muestra para el
diagnéstico en lugar de sangre, han sido descritas por autores como Ferguson
(1987); Mandel (1990) y Malamud (1992); del mismo modo, consideraciones en
cuanto a la seleccion del tipo de saliva, es decir, saliva completa o de una
glandula especificamente han sido detalladas por Sreebny y Zhu (1996); los
métodos de recoleccién de la muestra fueron revisados por Navazesh (1993), y
los factores fisioldgicos que afectan la recoleccién por Dawes (1993), sin
embargo, el uso de saliva como muestra para diagnéstico o investigaciones
puede plantear problemas debido a sus complejas propiedades bioquimicas y

fisicoquimicas; y a su variabilidad e inestabilidad inherente (Schipper y col, 2007).

En los trabajos en los que se emplea saliva como muestra bioldgica,
investigadores como Jenzano y colaboradores (1986), Gavido y colaboradores
(2004), Nieuw y colaboradores (2004) y Heikkinen y colaboradores (2010),
emplearon muestras de saliva estimulada por el uso de parafina para sus analisis,
sin embargo, no especifican si los pacientes comieron o realizaron algun tipo de
higiene bucal antes de la toma de la muestra. Parris y colaboradores (1990),

tomaron muestras de saliva estimulada empleando imagenes.
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Ruhl y colaboradores (2005), Costa y colaboradores (2009) y Zehetbauer y
colaboradores (2009) emplearon muestras de saliva no estimulada y pidieron a
los individuos no ingerir ningun tipo de alimento ni realizar ningun tipo de higiene

bucal en un tiempo de 1 a 2 horas antes de la toma de la muestra.

Huang (2004) y Bergandi y col. (2007) pidieron a los donantes no comer o
beber por un minimo de 2 horas antes de la toma de la muestra, ademas estos
donantes debian realizar una limpieza dental con cepillo sin pasta dental y

emplear agua como enjuague bucal justo antes de la toma de la muestra.

Los investigadores citados coinciden en que al emplear muestras de saliva
estimulada o en condicién de reposo, éstas deben ser mantenidas en frio, hasta
gue las mismas sean almacenadas o procesadas. Una vez mantenida la muestra
en frio, los mismos difieren en cuanto a la temperatura de almacenamiento y

protocolo para el procesamiento de las muestras.

Wan y colaboradores (2003), Ruhl y colaboradores (2005) y Costa y
colaboradores (2009), recolectaron muestras de saliva e inmediatamente las
almacenaron aproximadamente a -75 °C hasta su analisis. Carol y colaboradores
(2000), igualmente almacenaron las muestras y posteriormente justo antes de

analizarlas las centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos.

Por el contrario, investigadores como Cowman y colaboradores (1979),
Bergandi y colaboradores (2007), Escéarate y colaboradores (2008), White y
colaboradores (2009) y Pramanik y colaboradores (2010), colectaron muestras de

saliva, las centrifugaron y tomaron el sobrenadante para ser almacenado o
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analizado. El tiempo que estos investigadores emplearon para la centrifugacion va

de 5 a 20 minutos y la fuerza de centrifugacion varia de 604 a 15.000 x g.

Atkinson y colaboradores (2008), realizaron diversos tratamientos a las
muestras de saliva y concluyeron que, entre los diversos métodos con
centrifugacion sola obtuvieron la mayor concentracion de proteinas en
comparacion con tratamientos como centrifugacion y filtracion, después de que
las muestras fueran congeladas y descongeladas. Ellos ponen de manifiesto la
necesidad de validacion de las condiciones de recoleccion de la muestra y

tratamiento de la misma antes de realizar los analisis de rutina.

Una vez establecidos algunos parametros en cuanto a la toma de
muestras, procesamiento y almacenamiento de la misma, se puede emplear la

saliva como fluido para el diagndstico y para investigacion cientifica.

Campese y colaboradores (2009), realizaron estudios determinando las
concentraciones de histatinas y PRPs en la saliva entera y en la secretada por
cada glandula y concluyeron que la saliva entera proporciona un ambiente
proteolitico en el que las proteinas son degradadas, lo que explica que las
concentraciones de estas proteinas en la saliva entera son mucho mas bajas que

en las secreciones glandulares.

Los resultados obtenidos por Campese y colaboradores (2009), resaltan la
importancia de mantener las muestras de saliva en frio antes y durante su
procesamiento, para evitar que la concentracion de proteinas disminuya debido a

la degradacion de las mismas.
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Estudios realizados en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Celular
aplicada del Instituto de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela, por Escarate y colaboradores (2008), quiénes
determinaron las concentraciones de PO,>, Ca®', proteinas y los perfiles
electroforéticos en saliva procedente de nifios venezolanos con y sin caries, y por
Mejia (2008) quién en su trabajo especial de grado, determind concentracién de
Ca®*, PO, y proteinas totales en saliva de adultos venezolanos con enfermedad
periodontal; resaltan la importancia de la saliva como medio de diagnéstico y el
establecimiento de estrictos protocolos en la coleccion, manipulacién y

procesamiento de las muestras de saliva.

Zehetbauer y colaboradores (2009), realizaron una comparacion cualitativa
de los perfiles de proteinas salivares entre nifios con y sin caries, concluyendo
que a pesar de no haber encontrado diferencias significativas entre lambos
grupos, la vision general exhaustiva actual de los perfiles de proteinas salivales
son muy importantes y suministran una primera base necesaria para los futuros
avances en este campo, ayudando a identificar biomarcadores para el

reconocimiento temprano de nifios en peligro de sufrir caries.
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lI-. Objetivos

1. Objetivo general.

Estandarizar la toma de muestras de saliva humana y determinar las
condiciones adecuadas de tratamiento de las mismas, antes de su utilizacion para

investigacion de sus propiedades quimicas y bioquimicas en el laboratorio.

2. Objetivos especificos.

e Establecer el tiempo de centrifugacion adecuado a una velocidad de 16.000
X g para descartar la mayor cantidad de contaminantes en la saliva.

e Determinar el efecto del tiempo de congelacion en las concentraciones de
iones PO, y Ca®", y proteinas totales en las muestras de saliva humana.

e Establecer si existen diferencias en la concentracion y patron
electroforético de proteinas de las muestras centrifugadas y filtradas y las
centrifugadas sin filtrar.

e Establecer si existen diferencias respecto al patron electroforético de
proteinas de las muestras tratadas con y sin inhibidores de proteasas.

e Determinar, mediante cromatografia de afinidad, si proteinas de
aproximadamente 60 kDa presentes en la saliva, enmascaran la presencia

de otras proteinas en los perfiles electroforéticos
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lll-. Materiales y Métodos

1. Material bioldgico.

Se emplearon 51 muestras de saliva humana no estimulada (35 mujeres y
16 hombres), de estudiantes de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Central de Venezuela, diagnosticados como odontolégicamente sanos, con
edades comprendidas entre 19 y 33 afos. Las muestras fueron proporcionadas
por la Dra. Maria Antonieta Méndez del Postgrado de Periodoncia de la

Universidad Central de Venezuela.

2. Obtencién de las muestras de saliva.

Antes de la toma de la muestra, los estudiantes estuvieron al menos una
hora sin comer, beber o realizar algin tipo de higiene bucal. La saliva fue
colectada en condiciones de reposo, permitiendo que se acumulara en el piso de
la boca y posteriormente fue depositada en un vial adecuado, previamente estéril
y mantenido en frio. Los viales con aproximadamente 2 mL de muestra fueron
transportados al laboratorio en una cava a una temperatura de aproximadamente

4 °C.

3. Determinacion del tiempo de centrifugacién.

La determinacion del tiempo adecuado para la centrifugacion de las

muestras de saliva no estimulada se realizd, al comparar la concentracion de
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proteinas totales presentes en el sobrenadante de la muestra centrifugada por
diferentes tiempos y a través del crecimiento de las bacterias presentes en el

sobrenadante de la muestra, empleando medio de cultivo liquido.

La muestra de saliva no estimulada depositada en el vial, fue separada en
tres alicuotas de 500 pL, las cuales fueron centrifugadas en una centrifuga
Eppendorf®a 16.000 x g a 4 °C durante 5, 10 6 15 minutos. Una vez centrifugadas

las alicuotas se almaceno el sobrenadante a -20 °C y se descart6 el sedimento.

4. Filtracion de las muestras de saliva.

La filtracion del sobrenadante de las muestras de saliva no estimulada se

realiz6 empleando filtros para jeringa, los cuales poseen un poro de 0,20 micras.

La muestra de saliva no estimulada fue separada en tres alicuotas de 500
uL. La primera alicuota fue mantenida a 4 °C y no se centrifugd, la segunda y
tercera alicuota fueron centrifugadas en una centrifuga Eppendorf® a 16.000 x g a
4 °C durante 10 min, después de la centrifugacién se conservo el sobrenadante y
se descarto el sedimento. El sobrenadante de la segunda alicuota fue mantenido
a 4 °C y el sobrenadante de la tercera alicuota fue filtrado en condiciones

estériles. El filtrado fue mantenido a 4 °C.

Posteriormente las alicuotas ya tratadas como se explicé anteriormente son
sembradas en medio de cultivo, se determind la concentracion de proteinas

totales y se analizo su perfil electroforético.
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5. Cultivo de bacterias presentes en las muestras de saliva.

Para el cultivo de las bacterias presentes en las muestras de saliva se
empled el medio de cultivo liquido Soyabean Casein Digest Medium MO011
(HiMedia®), el cual es un medio de uso general empleado para el cultivo de una

amplia variedad de microorganismos.

Se tomaron 20 pL de la muestra y se colocaron en un tubo de ensayo que
contenia 3 mL de medio de cultivo estéril. Una vez colocada la muestra, el tubo es
tapado y mantenido aproximadamente a 30 °C. Este protocolo se realizé el mismo

dia de la recoleccién de la muestra.

6. Determinacion de la concentracidén de proteinas totales.

La concentracion de proteinas totales en la muestras de saliva fueron
determinadas por el método de Lowry y col. (1951). Se realiz6 una curva de

calibracién empleando albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL.

La absorbancia fue determinada en un espectrofotémetro (Beckman® DU-

600), a una longitud de onda de 660 nm.

7. Determinacion de PO,

La determinacion de PO,* en la muestras de saliva se realizé empleando el

meétodo colorimétrico de Fiske y Subbarow (1925).

27



Brevemente, el sobrenadante de la muestra de saliva almacenada a -20 °C
fue diluido 1:20 en agua destilada. Se le agregaron 700 pL de molibdato de
amonio ((NH4)sM07024) y se inicio la reaccion colorimétrica al afiadir 100 yL de
sulfato ferroso (FeSO4) 40% p/v en H,SO4 (1N), se agitd y se dejé en reposo por
30 minutos. Posteriormente se determind la absorbancia a una longitud de onda

de 830 nm en un espectrofotémetro (Beckman® DU-600).

Se realizd6 una curva de calibracibn con estandar de KH,PO, en

concentraciones crecientes.
8. Determinacion de Ca?".

La determinacién de Ca®* se realiz6 mediante el uso del cromégeno o-
cresolftaleina complexona segun el método de Connerty y Briggs (1966),
adaptado para saliva en el laboratorio Bioguimica y Biologia Celular aplicada del
Instituto de Biologia Experimental de la Universidad Central de Venezuela

(Resultados no publicados).

Se prepararon 5 mL de mezcla de trabajo que contiene tampodn
etanolamina-borato (14,8 M), 8-Hidroxiquinoleina (5 % p/v) y o-cresolftaleina-
complexona (0,8 mg/mL), en proporcién 2,5:0,75:2,5. Se colocaron 198 uL de la
mezcla de trabajo y se afiadieron 2 yL del sobrenadante de la muestra de saliva,
en placas de 96 pozos. Se incub6 por 5 minutos y se midié la absorbancia en un
espectrofotémetro Tecan® modelo IP 214 a una longitud de 570 nm. Se realiz6

una curva de calibracion empleando CaCO3; como solucién patron.
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9. Estabilidad de las muestras.

Para determinar el efecto del tiempo de congelacion en la concentracion de
PO,* y Ca**, y proteinas totales en el sobrenadante de las muestras de saliva se
empled el método de Fiske y Subbarow (1925), el método de Connerty y Briggs

(1966) y el método de Lowry y col. (1951), respectivamente.

Las muestras de saliva fueron centrifugadas en una centrifuga Eppendorf®
a 16.000 x g a 4 °C durante 10 minutos, luego de la centrifugacion se descarto el
sedimento y el sobrenadante fue separado en 6 alicuotas de 200 uL en tubos

Eppendorf®.

Las alicuotas fueron nombradas (0, 1, 5, 15, 20 y 25) de acuerdo al dia (dia
0, 1, 5, 15, 20 y 25) en que serian empleadas para realizar la determinacion de la

concentracion de iones PO,> y Ca*, y proteinas totales.

El dia que las muestras fueron colectadas (dia 0), se empleé la alicuota O
para la determinacion de la concentracion de PO, y Ca®", y proteinas totales. El
resto de las alicuotas fueron almacenadas a -20 °C y cada una fue descongelada
el dia correspondiente (dia 1, 5, 15, 20 y 25) para la determinacién de los distintos

parametros.

10. Empleo de una mezcla de inhibidores de proteasas.

Se empled una mezcla de inhibidores de proteasas P2714 de uso general
de la marca Sigma-Aldrich® que contiene los inhibidores AEBSF, Aprotinin,
Bestatin, EDTA, E-64 y Leupeptin.
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Una vez colectada la muestra, la misma fue separada en 2 alicuotas de 1
mL. Una de las alicuotas fue mezclada con 10 pL de la mezcla de inhibidores.
Ambas alicuotas fueron mantenidas a 4 °C hasta llegar al laboratorio donde
fueron centrifugadas a 16.000 x g a 4 °C durante 10 minutos en una centrifuga
Eppendorf®, se descartdé el sedimento y el sobrenadante se empled para la
determinacién de la concentracion de proteinas totales y el analisis del patron

electroforético.

11. Cromatografia para la extraccién de proteinas de la muestra de saliva.

Para extraer de la muestra proteinas de aproximadamente 60 kDa se
empleé el “Protein Enrichmet Kit” de Bio-Rad® a fin de determinar si estas
proteinas solapan en el perfil electroforético de otras proteinas presentes en la
saliva, que puedan resultar de interés y cuya masa molecular sea

aproximadamente 60 kDa.

La matriz de la cromatografia, viene en tubo Eppendorf® y sera
denominado columna. La columna, se prepar6é empleando tampén de lavado vy
centrifugacion (1.000 x g durante 30-60 s). Se emple6 un pool con 200 pL del
sobrenadante de 6 muestras de saliva previamente centrifugada, ya que la
muestra debe estar libre de sedimento. Se tomaron 400 pL del pool, se colocaron
en la columna, se centrifug6 a 1.000 x g durante 30-60 s, el eluato obtenido
después de la centrifugacion se denomindé E1 y se almacend para analizar su

perfil electroforético.
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Se agregaron 200 pyL de tampon de lavado a la columna y se centrifugé a
1.000 x g durante 30-60 s, este paso de lavado se realiz0 tres veces. Finalmente
se afadieron 200 pL de agua destilada, se centrifugd a 1.000 x g durante 30-60 s,
se descartd el agua y se agregaron 20 L reactivo de elucion rehidratado, se

centrifugd a 1.000 x g durante 30-60 s, la elucidén (E2) contenia las proteinas.

Se empled el eluato (E2) obtenido en una electroforesis en condiciones

disociantes en gel de poliacrilamida a fin de analizar su perfil electroforético.

12. Electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE).

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiz6 segun el método
descrito por Laemmli (1970). El gel de separacién empleado fue realizado con una
solucion madre (acrilamida 30 % vy bisacrilamida 0,8 %) en concentracién en
gradiente de 10 a 20 %. Se emplearon geles de 16x14 cm, 13x14 cm y 9x6 cm.
La separacion electroforética se realiz6 a un voltaje constante de 60 V por 18

horas.

12.1. Preparacion de las muestras para la electroforesis.

Las muestras de saliva fueron preparadas para realizar geles de
poliacrilamida fueron coloreados con diferentes tinciones. Un gel sera tefido en

azul de Coomassie R250 y otro gel fue tefiido con nitrato de plata (Ag>2NO3).
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12.1.1. Preparacion de las muestras para la tinciéon en azul de Coomassie

R250.

El sobrenadante de la muestra de saliva almacenado a -20 °C fue
descongelado y se tom6 un volumen que contiene 300 pg de proteinas totales (el
volumen se tom6é de acuerdo a la concentracion de proteinas determinada
anteriormente, ver apartado 6). Se mezclé con un volumen equivalente de acido
tricloro acético (TCA) al 20 % p/v para la precipitacion de las proteinas, se
centrifugd durante 5 minutos a 16.000 x g a 4 °C en una centrifuga Eppendorf®, se
descartd el sobrenadante y el sedimento se neutraliz6 con 5 puL de Tris 3M.
Posteriormente las proteinas fueron resuspendidas en tampdn de carga (Tris-HCI
a pH 6,8; SDS al 8 % p/v; glicerol al 40 % p/v; 2-B-mercaptoetanol al 4 % v/v; azul
de bromofenol al 0,01 % p/v). Las proteinas resuspendidas fueron calentadas a

90 °C durante 5 minutos y posteriormente fueron cargadas en el gel.

12.1.2. Preparacion de las muestras para la tincién en nitrato de plata

(Ag 2N03).

Se tomd un volumen equivalente a 60 ug de proteinas totales de acuerdo a
la concentracion de proteinas determinada anteriormente (ver apartado 6) y se
llevé a un volumen final de 50 pL con tampon de carga, esta mezcla fue calentada

a 90 °C durante 5 minutos y posteriormente fue cargada en el gel.

32



12.2. Tincién en azul de Coomassie R250.

El gel se colocd en solucion de azul de Coomassie R250 (azul de
Coomassie R250 al 0,1 % p/v; acido acético glacial y metanol), por un tiempo
minimo de una hora en agitacion constante. Posteriormente se destifié el gel
lavandolo sucesivamente con solucion descolorante (metanol 50 % y de acido
acético 10 %) se hicieron cambios cada 20 min hasta obtener la intensidad de
bandas deseadas, luego el gel fue colocado en solucion conservadora que

contiene agua 'y 5 % de glicerol, y finalmente fue escaneado.

12.3. Tincién de plata para el gel de Electroforesis.

La Tincion de plata para el gel de electroforesis se realiz6 segun el método

de Merril y col. (1982).

El gel se colocd en solucion fijadora que contiene acido tricloro acético al
20 % durante 30 minutos, posteriormente fue lavado tres veces con una solucién
gue contiene etanol 10 % y acido acético 5 %, cada lavado se realiz6 durante 10
minutos, luego del tercer lavado se agregé solucion A que contiene dicromato de
potasio y acido nitrico y se mantuvo en ella durante 5 minutos. Luego se lavé 4
veces con agua desionizada un minuto por vez y se le agreg6 la solucién B
durante 30 minutos, esta solucién contiene nitrato de plata. Posteriormente se
transfirid el gel a una bandeja con agua desionizada por 3 minutos, luego se le
agrego soluciéon C que contiene carbonato de sodio y formaldehido, se mantuvo
en esta solucién hasta obtener la intensidad de bandas deseada y finalmente se
detuvo la reaccidon con acido acético al 1 %, se mantuvo el gel en solucién

conservadora y se escaneo.
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13. Analisis estadistico.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via, que se emplea en
modelos experimentales con tres 0 mas grupos. Se determind si existian
diferencias significativas (p < 0,05) entre las concentraciones de proteinas
totales de muestras de saliva a las que se les aplicaron diversos tratamientos.

En los casos en que la variacion en la concentracion de proteinas totales
de los diferentes grupos no fue significativa (p > 0,05) se realizé la prueba
estadistica de Fisher que se emplea para comparar entre dos grupos.

En la prueba de Fisher p < 0,05 refleja diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones de proteinas totales.

Para los andlisis estadisticos se empled el programa portatil Statistica

version 8.0.
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IV-. Resultados

1. Estabilidad de las muestras de saliva humana no estimulada.

Se tomaron 3 muestras de saliva, las cuales fueron separadas en 6
alicuotas, cada una de las alicuotas fue descongelada sélo el dia en que se le

realizaron las determinaciones de Ca?", PO,

y proteinas totales. Cada
determinacién se hizo por triplicado y los resultados que se presentan

corresponden a los promedios de cada alicuota.

1.1. Estabilidad de las concentraciones de Ca®* en muestras de saliva.

En la figura 3 se observan los promedios de las concentraciones de Ca®*
de tres muestras, determinadas por el método modificado de Connerty y Briggs
(1966). Se encontré una disminucién de la concentracién de Ca®* con el aumento
de los dias de congelaciébn de la muestra. La mayor concentracion en los
sobrenadantes de la saliva, se registr6 el dia de la toma de la muestra (sin

congelar) y la menor a los 25 dias de congelacién.
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Figura 3-. Determinacién de la concentracién Ca** en muestras de saliva humana. Se
muestran las concentraciones de Ca** de tres muestras M1 (muestra 1), M2 (muestra 2) y M3
(muestra 3) + la desviacién estandar. La determinacion de la concentraciéon de Ca** fue realizada
por triplicado para cada muestra, empleando el método de Connerty y Briggs (1966).

1.2. Estabilidad de las concentraciones de PO,> en muestras de saliva.

La concentracién de PO, en las muestra de saliva fue determinada
empleando el método de Fiske y Subbarow (1925). La figura 4 muestra la
concentracién de PO,> de cada muestra, cada uno de los dias en que fue
realizada la determinacion. Se observa variabilidad de la concentracion entre las
muestras, sin embargo, las concentraciones de PO,* disminuyen en las tres

muestras empleadas al aumentar el tiempo de congelacion.
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Figura 4-. Determinacion de la concentracién PO43' en muestras de saliva humana. Se
representan las muestras M1 (muestra 1), M2 (muestra 2) y M3 (muestra 3) que fueron empleadas
en el ensayo de estabilidad de la muestra + la desviacién estandar. La determinacion de PO43' se
realizé por triplicado para cada muestra, empleando el método de Fiske y Subbarow (1925).

1.3. Estabilidad de las concentraciones de proteinas totales en muestras

de saliva.

Empleando el método de Lowry (1951) se determiné la concentracion de
proteinas totales en las muestras de saliva. En la figura 5 se observan los
promedios de las concentraciones de proteinas totales presentes en las muestras
de saliva. Con el aumento de los dias de congelacién la concentracién de

proteinas totales en todas las muestras disminuye.
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Figura 5-. Determinacidon de la concentracién de proteinas totales en muestras de saliva
humana. Se muestra la concentracion de proteinas totales de las muestras M1 (muestra 1), M2
(muestra 2) y M3 (muestra 3) empleadas en el ensayo de estabilidad de las muestras, * la
desviacion estandar. La determinacion de proteinas se realizo por triplicado para cada muestra,
empleando el método de Lowry y col. (1951).

2. Determinacion del tiempo de centrifugacién adecuado.

Se determiné la concentracion de proteinas en 10 muestras de saliva cada
una separada en tres alicuotas y tras ser centrifugadas a una velocidad constante
de 16.000 x g y por tiempos de 5, 10 6 15 minutos. El sobrenadante de las

muestras fue colocado en medio de cultivo.

2.1. Concentracion de proteinas totales en el sobrenadante de saliva

centrifugada por diferentes tiempos.

La determinacion de proteinas totales en saliva se realiz6 en 10 muestras
para cada tratamiento, por el método colorimétrico de Lowry y col. (1951). La
figura 6 corresponde a la concentracion promedio de proteinas totales de las
muestras para cada tratamiento.
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Figura 6-. Determinacion de proteinas totales en saliva de adultos sanos centrifugada
durante diferentes tiempos. Cada barra representa el promedio de la concentracion de proteinas
totales (mg/mL) en el sobrenadante de las muestras de salivas + la desviacion estandar, obtenida
a diferentes tiempos de centrifugacion (5, 10 y 15 minutos). La determinaciéon de proteinas se
realizé por triplicado para cada muestra y empleando el método de Lowry y col. (1951). n=10 para
cada tiempo de centrifugacion.

Las concentraciones de proteinas en las muestras que fueron
centrifugadas solo por 5 minutos fue de 3,30 + 0,63 mg/mL, otra alicuota de estas
muestras fue centrifugada durante 10 minutos y la concentracién de proteinas fue
de 3,43 £ 0,64 mg/mL, una tercera alicuota fue centrifugada durante 15 minutos y

la concentracion de proteinas fue de 3,50 + 0,61 mg/mL.

Las diferencias entre la concentracion de proteinas de los tres grupos no
fueron significativas (p > 0,05) de acuerdo con el andlisis de varianza. En la
prueba de Fisher al comparar los grupos de dos en dos, no se encontraron

diferencias significativas (p > 0,05).
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2.2. Cultivo del sobrenadante de saliva de adultos sanos centrifugada por

diferentes tiempos.

El sobrenadante de 8 muestras centrifugadas por diferentes tiempos fue
colocado en medio de cultivo liquido. La figura 7 corresponde al crecimiento de
bacterias presentes en el sobrenadante de las muestras de saliva en el medio de
cultivo. Se observa menor turbidez del medio de cultivo al aumentar el tiempo de
centrifugacion de la muestra aun cuando los cultivos fueron realizados al mismo

tiempo.

Cultivo 1: Cultivo del
sobrenadante de la
muestra de saliva
centrifugada durante
5 min.

Cultivo 2: Cultivo del
sobrenadante de la
muestra de saliva
centrifugada durante
10 min.

Cultivo 3: Cultivo del
sobrenadante de la
muestra de saliva
centrifugada durante
15 min.

Figura 7-. Crecimiento bacteriano en sobrenadante de saliva centrifugada durante
diferentes tiempos. Cultivo de 20 pyL de sobrenadante de las muestras de saliva centrifugadas
durante 5, 10 y 15 minutos, en medio de cultivo liquido. Se muestra el crecimiento bacteriano de 3
muestras para cada tiempo de centrifugacion.

3. Centrifugacién y Filtracion de las muestras.

Se tomaron 22 muestras de saliva y cada una fue separada en tres
alicuotas; la primera alicuota fue mantenida a 4 °C y no fue centrifugada, la

segunda y tercera alicuota fueron centrifugadas en una centrifuga Eppendorf® a
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16.000 x g a 4 °C durante 10 min, el sobrenadante de la tercera alicuota fue
filtrado. Posteriormente a cada alicuota se le determind la concentracion de
proteinas totales, fueron colocadas en medio de cultivo y se analizé6 su perfil

electroforético.

3.1. Concentracion de proteinas totales en la muestra sin centrifugar,

centrifugada y centrifugada vy filtrada.

La concentracion de proteinas totales en saliva fue determina por el
método colorimétrico de Lowry y col. (1951). La figura 8 muestra el promedio de la
concentracion de proteinas totales de las alicuotas que no fueron centrifugadas,
las que si fueron centrifugadas y las alicuotas que fueron centrifugadas y cuyo

sobrenadante fue posteriormente filtrado.

[e1}

Concentracion de Proteinas
(mg/mL)

OSin Centrifugar B Centrifugada M Centrifugada y Filtrada

Tratamientos aplicados a la Muestra

Figura 8-. Determinacion de proteinas totales en muestras de saliva sin centrifugar,
centrifugada y centrifugada y filtrada. Cada barra representa el promedio de la concentracién
de proteinas totales (mg/mL) en el sobrenadante de las muestras de salivas * la desviacion
estandar, obtenida a diferentes tratamientos (sin centrifugar, centrifugada y centrifugada vy filtrada).
La determinacion de proteinas se realiz6 por triplicado para cada muestra y empleando el método
de Lowry y col. (1951). n=22 para cada tratamiento.

* Prueba de Fisher p <0,05.
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El promedio de la concentracion de proteinas totales de las alicuotas que
no recibieron ningan tratamiento fue 4,04 + 1,46 mg/mL; el del sobrenadante de
las alicuotas que fueron centrifugadas fue 3,21 + 1,33 mg/mL y el de las proteinas
totales que contenia el filtrado del sobrenadante de la tercera alicuota fue de 3,06

+ 1,32 mg/mL.

El promedio de las concentraciones de proteinas totales entre los tres
grupos no mostraron diferencias significativas (p > 0,05), de acuerdo con el
analisis de varianza. En la prueba de Fisher al comparar el promedio de la
concentracion de proteinas totales en las muestras sin centrifugar con la
concentracion de las centrifugadas y las centrifugadas con las centrifugadas y
filtradas, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05). Al comparar la
concentracion de proteinas de las muestras sin centrifugar con las centrifugadas y
filtradas si se encontraron diferencias significativas (p < 0,05), siendo menor la

concentracion en las muestras centrifugadas vy filtradas.

3.2. Cultivo del sobrenadante de muestras de saliva sin centrifugar,

centrifugada y centrifugada vy filtrada.

Se realiz6 el cultivo de las muestras de saliva sin centrifugar, centrifugada y
centrifugada y filtrada en medio de cultivo liquido. En la figura 9 se observa la
turbidez del medio indica el crecimiento de bacterias presentes en la alicuota que
no fue centrifugada (saliva completa) y en el sobrenadante de la alicuota
centrifugada. En el cultivo de la alicuota que fue centrifugada y cuyo
sobrenadante fue filtrado no se observo crecimiento de bacterias, ya que el medio

se observa sin turbidez.
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Cultivo 1: Cultivo de la
muestra sin centrifugar.

_ Cultivo 2: Cultivo del
sobrenadante de la
muestra de saliva
centrifugada.

Cultivo 3: Cultivo del
sobrenadante de la
muestra de saliva
centrifugada y filtrada.

Figura 9-. Crecimiento bacteriano en sobrenadante de saliva sin centrifugar, centrifugada y
centrifugada y filtrada.. Cultivo de 20 pL de muestras de saliva sin centrifugar, centrifugada y
centrifugada vy filtrada, en medio de cultivo liquido. Se muestra el crecimiento bacteriano de 4
muestras para cada tratamiento.

3.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes
de muestras de saliva sin centrifugar, centrifugada y centrifugada y

filtrada.

Con el proposito de establecer si existen o no diferencias en cuanto al
patrén de proteinas de las muestras de saliva centrifugada y centrifugada y

filtrada se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida.

La figura 10 representa un gel en gradiente de acrilamida tefiido con azul
de Coomassie R250. Se muestra el patron de proteinas correspondiente al

sobrenadante de una muestra de saliva centrifugada durante 10 minutos (carril 1)
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y una alicuota de la misma muestra que fue filtrada con filtros para jeringas de

0,20 micras (carril 2).
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1181 - . b 5 2 =206,3
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973 ‘ 1 8 3 135
—7 4 121
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12 7 74
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377 .
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- —13 10 54
294 ‘ ‘_.14
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17 15 186
67 W 16 14
SC SCF 17 10
SC: Sobrenadante de la saliva centrifugada durante 10 min.
SCF: Filtrado del sobrenadante de la salivacentrifugada
durante 10 min.

Figura 10-. Perfil electroforético de muestras de saliva centrifugada y centrifugada y filtrada.
Gel de electroforesis en condiciones disociantes (13x14 cm) de poliacrilamida en gradiente de 10 a
20% tefido con azul de coomasie. Panel A: Perfil electroforético del sobrenadante de la saliva
humana (carril 1) y del sobrenadante de la saliva filtrado (carril 2), a la izquierda se observa el
estandar de masa molecular (kDa). Panel B: Tabla con las masas moleculares aproximadas de las
17 bandas indicadas y numeradas en A.

Se distinguieron 17 bandas las cuales fueron numeradas. El tamafo
correspondiente a cada banda se muestra en la tabla que se muestra en la figura
10. Se observa el mismo namero de bandas en ambos carriles a pesar de que la
muestra recibid diferentes tratamientos. Las bandas 4, 5, y 6 se observaron un

poco mas intensas y definidas en el sobrenadante de la saliva que fue filtrado.
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La figura 11 muestra un gel en gradiente de acrilamida tefiido con

azul de Coomassie R250. En el carril 1 se encuentra el sobrenadante de una

muestra de saliva centrifugada durante 10 minutos y en el carril 2 una alicuota de

la misma muestra cuyo sobrenadante producto de la centrifugacion fue filtrado. En

este gel se observaron 16 bandas, las bandas 1, 2, 3, 4, 5y 13 se observan mas

intensas en el carril 2, cuando el sobrenadante de la muestra es filtrado.

1 2
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1181 |
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3T e 54
10 50
294 —s 12 1 43
»13 12 23
13 25
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175 — 15
v 186 15 <175
I :? 18 <175
SC SCF
SC: Sobrenadante de la saliva centrifugada durante 10 min.
SCF: Filtrado del sobrenadante de la salivacentrifugada durante
10 min.

Figura 11-. Perfil electroforético de muestras de saliva centrifugada y centrifugada y filtrada.
Gel de electroforesis en condiciones disociantes en gel (13x14 cm) de poliacrilamida en gradiente
de 10 a 20% tefiido con azul de coomasie. Panel A: Perfil electroforético del sobrenadante de la
saliva humana (carril 1) y del sobrenadante de la saliva filtrado (carril 2), a la izquierda se observa
el estandar de masa molecular (kDa). Panel B: Tabla con las masas moleculares aproximadas de
las 16 bandas indicadas y numeradas en A.
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El perfil electroforético de las muestras de saliva que fueron centrifugadas y
centrifugadas y filtradas, fue visualizado empleando la tincion de plata segun el
meétodo de Merril y col, (1982). En las figuras 12 y 13 se observa el patron de
proteinas del sobrenadante de la saliva centrifugada (carriles 1y 3) y el filtrado del

sobrenadante de una alicuota de la muestra que fue centrifugada (carriles 2 y 4).

kDa Masa
206.3 Bandas | Molecular
! kDa
118.1 1 =206,3
973 2 ~206,3
3 156
4 67
548
5 59
6 55
AT 7 48
29.4 E =
9 24
10 186
175
11 12
SC: Sobrenadante de la saliva
67 centrifugada durante 10 min.
SCF: Filtrado del sobrenadante
SC SCF SC SCF dela saliva centrifugada durante
10 min.

Figura 12-. Perfil electroforético de muestras de saliva centrifugada y centrifugada y filtrada.
Gel de electroforesis en condiciones disociantes en gel (16x14 cm) de poliacrilamida en gradiente
de 10 a 20% tefiido con plata. Panel A: Perfil electroforético del sobrenadante de la saliva humana
(carril 1 y 3) y del sobrenadante de la saliva filtrado (carril 2 y 4), a la izquierda se observa el
estandar de masa molecular (kDa). Panel B: Tabla con las masas moleculares aproximadas de las
11 bandas indicadas y numeradas en A.

En las figuras 12 y 13, los carriles 1y 2, y 3 y 4 presentan patrones
similares de bandas aunque las alicuotas difieren en los tratamientos recibidos.
Se observa el mismo numero de bandas al comparar los carriles 1 con 2y 3 con 4

en ambas figuras (figura 12 y 13).
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SC: Sobrenadante de la saliva
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Figura 13-. Perfil electroforético de muestras de saliva centrifugada y centrifugada y filtrada.
Gel de electroforesis en condiciones disociantes en gel (13x14 cm) de poliacrilamida en gradiente
de 10 a 20% tefiido con plata. Panel A: Perfil electroforético del sobrenadante de la saliva humana
(carril 1 y 3) y del sobrenadante de la saliva filtrado (carril 2 y 4), a la izquierda se observa el
estandar de masa molecular (kDa). Panel B: Tabla con las masas moleculares aproximadas de las
12 bandas indicadas y numeradas en A.

4. Empleo de una mezcla de inhibidores de proteasas.

Se tomaron 10 muestras de saliva y cada una fue separada en dos
alicuotas al momento de la recoleccién. La primera alicuota fue mantenida a 4 °C
y a la segunda alicuota se le afiadié una mezcla de inhibidores de proteasas que
contiene AEBSF, Aprotinin, Bestatin, EDTA, E-64 y Leupeptin, igualmente fue
mantenida a 4 °C. Posteriormente ambas alicuotas fueron centrifugadas y a cada

alicuota se le determind la concentracion de proteinas totales.
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4.1. Concentracion de proteinas totales en la muestra con y sin inhibidor

de proteasas.

La concentracion de proteinas totales en saliva fue determinada por el
meétodo colorimétrico de Lowry y col. (1951). En la figura 14 se observa el
promedio de la concentracion de proteinas totales de las alicuotas que no

contenian y de las que si contenian la mezcla de inhibidores de proteasas.

El promedio de la concentracion de proteinas totales de las alicuotas que
no contenian inhibidores de proteasas fue 1,79 + 0,75 mg/mL y el promedio de
proteinas totales de las alicuotas que contenian la mezcla de inhibidores de

proteasas fue de 1,66 + 0,78 mg/mL.
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Figura 14-. Determinacion de proteinas totales en muestras de saliva humana con y sin
mezcla de inhibidores de proteasas. Cada barra representa el promedio de la concentracion de
proteinas totales (mg/mL) en el sobrenadante de las muestras de saliva + la desviacion estandar,
obtenida a diferentes tratamientos (sin mezcla de inhibidores y con mezcla de inhibidores). La
determinacion de proteinas se realizé por triplicado para cada muestra y empleando el método de
Lowry y col. (1951). n=10 para cada tratamiento.
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Las diferencias entre la concentracion de proteinas fueron analizadas
estadisticamente empleando solo la prueba estadistica de Fisher. Al comparar la
concentracion de proteinas totales las muestras sin inhibidor de proteasas con la
concentracion de las que contenian inhibidor de proteasas no se encontraron

diferencias significativas (p > 0,05).

4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes

de muestras de saliva con y sin inhibidor de proteasas.

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
disociantes con muestras de saliva tratadas con y sin inhibidor de proteasas, con
el objetivo de establecer si existen o no diferencias, en cuanto al patrén

electroforético derivado del tratamiento que recibi6 la muestra de saliva.

El perfil de proteinas de tres de estas muestras se muestra en la figura 15.
En los carriles 1, 3 y 5 se observan las muestras sin la mezcla de inhibidor de
proteasas y en los carriles 2, 4 y 6 se observa una alicuota de las muestras
tratadas con la mezcla de inhibidores de proteasas. Se observan 14 bandas
correspondientes a proteinas salivales. Al comparar los carriles 1 con 2, 3con 4y
5 con 6 se observa que el patrén de proteinas en cuanto al nUmero e intensidad
de las bandas el mismo en la muestra con y sin la mezcla de inhibidor de

proteasas.
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Figura 15-. Perfil electroforético de muestras de saliva tratadas con y sin mezcla de
inhibidores de proteasas. Gel de electroforesis en condiciones disociantes en gel (16x14 cm) de
poliacrilamida en gradiente de 10 a 20% tefiido con azul de coomasie. Panel A: Perfil
electroforético del sobrenadante de la saliva (carril 1, 3 y 5) y del sobrenadante de saliva con
mezcla de inhibidores de proteasas (carril 2, 4 y 6), a la izquierda se observa el estandar de masa
molecular (kDa). Panel B: Tabla con las masas moleculares aproximadas de las 14 bandas
indicadas y numeradas en A.

13. Cromatografia para la extracciéon de proteinas de la muestra de saliva.

Se tomaron 200 upL de sobrenadante de 6 muestras de saliva, se
combinaron para formar una mezcla o pool, el cual fue tratado con el “Protein
Enrichmet Kit” de Bio-Rad®. A los eluatos (E1 y E2) obtenidos se les determiné la

concentracion de proteinas totales y se analizaron sus perfiles electroforéticos.
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4.3. Concentracion de proteinas totales en el pool antes y después de

realizar la cromatografia de extraccion

La concentracion de proteinas totales fue determinada por el método
colorimétrico de Lowry y col. (1951). La concentracion de proteinas totales del
pool de muestras, antes ser tratada con la cromatografia (2,21 mg/mL) y la
concentracion de proteinas del eluato (E2) (1,66 mg/mL), es decir las proteinas

gue se unieron a la columna.

4.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes
del pool de las muestras de saliva, antes y después de realizar la

cromatografia de extraccion

A fin de conocer el patron electroforético del pool de muestras de saliva y
su cambio después de ser tratado con la cromatografia de extraccion, se realizé
una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones disociantes, el cual se

observa en la figura 16.

En el perfil de proteinas del pool de las muestras de saliva antes y después
de ser tratado con la cromatografia de extraccidén (carriles 1 y 3) se observan 6
bandas de proteinas salivales que pueden ser asociadas a proteinas ya

identificadas y reportadas.
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Figura 16-. Perfil electroforético de muestras de saliva centrifugada antes y después de
realizar la cromatografia de extraccion. Gel de electroforesis en condiciones disociantes en gel
(9x6 cm) de poliacrilamida en gradiente de 10 a 20% tefiido con azul de coomasie. Panel A: Perfil
electroforético del pool de muestras antes y después de ser tratado con el cromatografia de
extraccion (carril 1 y 3) y del resto de la muestra que no se uni6 a la columna de cromatografia de
extraccion (carril 2), a la izquierda se observa el estandar de masa molecular (kDa). Panel B:
Tabla con las masas moleculares aproximadas de las 7 bandas indicadas y numeradas en A.

En el carril 2 de la figura 16 se encuentra el perfil de proteinas del pool de
muestras que no se adhirié a la columna, se observa que las proteinas de baja
masa molecular (menos de 55 kDa) no se encuentran en este perfil

electroforético.
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V-. Discusion.

La saliva ofrece un papel vital en el mantenimiento de la salud bucal, esto
se atribuye a sus multiples componentes, que pueden destruir o inhibir el
crecimiento de microorganismos en la cavidad bucal (Llena, 2006; Schipper y col,

2007).

La idea de emplear la saliva para el diagnéstico, deteccion precoz de
ciertas enfermedades, el control de la evolucion de estas enfermedades y la
deteccién de drogas adictivas, surgié aproximadamente a mitad del siglo XX

(Chiappin y col, 2007; Lee y col, 2009).

Enfermedades hereditarias como la fibrosis quistica y el sindrome de
Sjogren han sido relacionadas con cambios en algunos componentes de la saliva
(Slomiany y col, 1982; Tishler y col, 1999). La presencia de Helicobacter pylori en
la saliva evidenciada mediante PCR, demuestra la via de transmision oral-oral de
esta bacteria (Loeb y col, 1997). La saliva también ha sido utilizada para la

deteccién de anticuerpos frente al virus de la rubéola, VIH, parotiditis y sarampion.

La presencia de algunas hormonas como el cortisol, la aldosterona, la
testosterona, el estradiol y la insulina, pueden detectarse en la saliva con una alta
correlacion con sus concentraciones en suero (Kaufman y Lamster, 2002; Walsh,

2008).

El uso de la saliva como alternativa para el diagnostico es una via

prometedora, la cual puede hacer posible controlar varios biomarcadores, incluso
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en muchas circunstancias en las que la sangre y muestras de orina no estan
disponibles (Motemayel y col, 2010). El analisis de la saliva puede ofrecer un
enfoque rentable para la proyeccion de grandes poblaciones (Kaufman, 2002);
debido a que la extraccidn de sangre es mas costosa y no es conveniente para el
paciente, ya que las muestras deben ser recogidas en la clinica, y se puede
inducir un estrés traumatico, sobre todo cuando las muestras deben ser tomadas

en repetidas ocasiones (Voss, 1999; Nieuw y col, 2004).

No obstante, los investigadores difieren en el protocolo para la obtencion
de la muestra, ya que esta puede ser estimulada o en condicion de reposo; en su

almacenamiento e incluso en el procesamiento de la misma.

En este trabajo han sido estudiados algunos componentes de la saliva
como el patrén y concentracion de proteinas, ademas de las concentraciones de
Ca?* y PO,%, para establecer pardametros en cuanto al empleo de saliva como
muestra diagndstico de enfermedades bucales como la enfermedad periodontal y

las caries.

Una vez tomada la muestra de saliva es importante que el manejo no
afecte la naturaleza y composicion de la misma (Schipper y col, 2007), por lo que
esta, es colectada en un vial mantenido en frio. Una vez colectada es igualmente

mantenida en una cava con hielo, a fin de evitar cambios en su composicion.

Schipper y colaboradores (2007), sugirieron centrifugar las muestras de
saliva antes de realizar la determinacion de parametros a fin de eliminar los

restos de alimentos, células epiteliales desprendidas, microorganismos,
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componentes insolubles y la turbidez de la saliva que puede interferir con algunas

técnicas analiticas.

Asi mismo Chiappin y colaboradores (2007), recomiendan centrifugar la
saliva, descartar el sedimento y almacenar el sobrenadante a -20 °C, hasta que

sea empleado para realizar la determinacion de los distintos parametros.

Con el propésito de establecer el rango de tiempo en el que las muestras
puedan mantenerse almacenas a -20 °C, sin que se afecten drasticamente los
parametros de interés, se realiz6 un ensayo en el que la muestra se separ6 en 6
alicuotas, las cuales fueron almacenadas a -20 °C y descongeladas un dia

especifico, para realizar la determinacion de los parametros.

El promedio de las concentraciones de Ca?*, PO,> y proteinas totales de
cada una de las muestras, determinadas los dias 0, 1, 5, 15, 20 y 25 se observan

en las figuras 3, 4 y 5 respectivamente.

Las muestras siguen una tendencia de disminucién de la concentracion de
Ca®', al aumentar el tiempo de almacenamiento. Desde el dia 0 al dia 1, la
concentracién de Ca®* en las muestras, disminuye aproximadamente en un 20%.
Al dia 5 de congelacién la concentraciéon de Ca?* disminuye un 25% y después del

dia 10 la concentracion es menos de la mitad de concentracién inicial.

La concentracion de PO, al igual que la de Ca*, se ve afectada al
aumentar los dias de congelacion de las muestras. El dia 15 de congelacion la
concentraciéon de PO,* disminuyé en promedio, aproximadamente 20% de la

concentracion inicial.
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De la misma manera, la concentracion de proteinas totales en las muestras
disminuye al aumentar los dias de congelacion, con una pérdida en promedio de
aproximadamente un 30% de la concentracion inicial de proteinas totales para el

dia 5 de congelaciéon y de 43% para el dia 25 de congelacion.

La disminucion de la concentraciéon de Ca®*, PO, y proteinas totales en
las muestras durante el aumento de los dias de congelacion, evidencia que aun
manteniendo las muestras congeladas a -20 °C su concentracién varia, por lo que
se recomienda el empleo de las muestras para la determinacion de la
concentracién de Ca?*, PO, y proteinas totales durante los primeros 5 dias

después de la recoleccion de la muestra.

Una disminucién de Ca®" en saliva fue demostrada por Raynal y
colaboradores en 2003, con la formacién de un gel en la muestra, sugiriendo que
el Ca®* media enlaces intermoleculares entre mucinas, que a su vez se unen con
facilidad a proteinas como histatina, estaterina y ligandos hidrofébicos (lontcheva

y col, 2000; Loomis y col, 1987).

Durante el tiempo en gque se realizé el ensayo observamos que, a partir del
dia 1 al descongelar las muestras se observaba un precipitado con aspecto
mucoso, que en algunos casos impedia la toma correcta del volumen de muestra
necesario para la determinacion de los parametros, esto podria deberse a que los
cambios lentos de temperatura a los que es sometida la muestra, favorecen la
formacion de este gel o precipitado (Schipper y col, 2007). Por otra parte las
moléculas de mucinas en solucidn pueden entrecruzarse para formar agregados

via puentes de hidrégeno, interacciones hidrofobicas y electrostaticas, asi como
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por fuerzas de Van der Walls. El incremento en el nimero de entrecruzamientos

conduce a la formacién de un gel (Gésime y col, 2009).

Como se mencion0 anteriormente las muestras de saliva deben ser
centrifugadas. Con el fin de determinar el tiempo de centrifugacion adecuado para
las muestras de saliva humana no estimuladas empleadas para determinar la
concentracion de proteinas totales, se realiz6 un ensayo en el que la muestra fue
centrifugada a diferentes tiempos 5, 10 y 15 minutos a una velocidad constante de

16.000 x g.

La figura 6, corresponde a la concentracion promedio de proteinas totales
de las muestras centrifugadas a diferentes tiempos. Los resultados obtenidos en
cuanto a la concentracion de proteinas totales no mostraron diferencias
significativas (p>0,05) en la prueba de andlisis de varianzas ni en la prueba
estadistica de Fisher, entre los diferentes tiempos de centrifugacién. Los valores
obtenidos para la concentraciones de proteinas totales son cercanos a los

reportados por Chiappin y colaboradores (2007) y por Mejia (2008).

En la figura 7, se observa el crecimiento bacteriano obtenido del cultivo de
20 uL del sobrenadante producto de la centrifugacion de las muestras y en este
se puede apreciar el crecimiento de las bacterias al incrementar la turbidez del
medio. El medio de cultivo con el sobrenadante que solo fue centrifugado durante
5 minutos presentd mayor crecimiento de bacterias que el de 10 minutos y en el
de 15 minutos el crecimiento de bacterias fue menor, demostrando que aun al

centrifugar durante 15 minutos, se encuentran bacterias presentes en la muestra.
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Las concentraciones de proteinas totales presentes en las muestras
centrifugadas a diferentes tiempos no presentan una diferencia marcada entre los
valores, sin embargo, es necesario comprobar si los valores obtenidos no son
afectados por la presencia de microorganismos, que permanecen en la muestra
después de la centrifugacion, aunque la misma sea mantenida en frio. Es por ello
gue se realizé un ensayo en el que el sobrenadante producto de la centrifugacion
de la muestra es filtrado, para descartar todos los microorganismos que puedan

estar presentes en el sobrenadante.

Los resultados observados en la figura 8, corresponden al promedio de la
concentracion de proteinas totales de la muestra sin centrifugar, centrifugada y
centrifugada y filtrada, observandose disminucion en los valores de proteinas

totales al centrifugar y centrifugar y filtrar las muestras.

En la saliva total (sin centrifugar), se encontré la mayor concentracion de
proteinas y en la que fue filtrada la menor, la diferencia entre la concentracion de
proteinas totales con estos tratamientos fue significativa (p < 0,05) para la prueba
de Fisher. Sin embargo la diferencia entre la concentracion de proteinas de la
muestra no centrifugada y la centrifugada no fue significativa (p > 0,05) para la

prueba de Fisher.

La diferencia entre la concentracion de proteinas totales entre las muestras
centrifugadas y las centrifugadas y filtradas no fue significativa (p > 0,05) para la
prueba de Fisher, lo cual nos indica que el tratamiento de filtracion elimina pocas

proteinas con respecto a la centrifugacion sola.

58



La concentracion elevada de proteinas totales presentes en la muestra de
saliva total o sin centrifugar con respecto a los otros dos tratamientos, puede
deberse a la turbidez y alta viscosidad de la muestra o a la pérdida de algunas
proteinas de gran masa molecular como glicoproteinas y mucinas que pueden
sedimentar durante la centrifugacion (Schipper y col, 2007). Proteinas como la
lisozima tiende a sedimentar durante la centrifugacion, al formar complejos con

las mucinas (Virella y Goudswaard, 1978).

La muestra sin centrifugar presenta alta viscosidad por lo que se dificulta la

toma del volumen exacto para la determinacion de los parametros.

En la figura 9 se observa cultivo de la muestra de saliva sin centrifugar,
mostrandose turbio por el crecimiento de la gran cantidad de microorganismos
que se encuentran presentes en la muestra, el cultivo con la muestra que fue
centrifugada, el cual es menos turbio en relacion al cultivo de la saliva total y el
medio de cultivo con la muestra centrifugada y filtrada, el cual se observo
translucido, indicando la ausencia o0 presencia de un bajo nivel de

microorganismos no detectable a simple vista.

A fin de comprobar si al filtrar la muestra, la misma queda libre de
microrganismos, se recomienda realizar estudios posteriores, para cuantificar el

crecimiento bacteriano.

Al centrifugar y centrifugar y filtrar las muestras no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) entre la concentracién de proteinas totales, sin

embargo a fin de observar si existian diferencias o0 no en cuanto al perfil
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electroforético, se realizd una electroforesis en condiciones disociantes con estas

muestras.

La electroforesis fue realizada en geles con una concentracion en gradiente
de acrilamida de 10 a 20 %. Escarate (2008), recomendo6 el uso de gel en
gradiente de 10 a 20 % para poder observar las bandas con la mejor resolucion
posible, segun resultados obtenidos a través del analisis desintométrico del perfil

electroforético de las proteinas salivales.

El perfil electroforético de las proteinas salivales obtenido en las muestras
de saliva no estimulada de estudiantes de odontologia de la Universidad Central
de Venezuela (figura 9) es similar al obtenido por Mejia (2008) con adultos

venezolanos y al obtenido por Escérate (2008) con nifios venezolanos.

En la figura 10 se distinguieron 17 bandas en el sobrenadante de la
muestra y en el filtrado de este sobrenadante. Sin embargo las bandas 4, 5,y 6 se
observaron un poco mas intensas y definidas en el sobrenadante de la saliva que

fue filtrado.

El perfil electroforético del sobrenadante de otra muestra y del filtrado de
éste sobrenadante se muestra en la figura 11. Aunque se distingue en mismo
namero de bandas (16) para los distintos tratamientos, las bandas 1, 2, 3, 4,5y
13 se observan mas intensas en el carril 2, cuando el sobrenadante de la muestra

es filtrado.

60



Las bandas de proteinas salivales, fueron caracterizadas de acuerdo al
estandar de masa molecular (kDa) y en la figura 17 se realizdé una analogia entre
las masas moleculares de las proteinas encontradas en los perfiles
electroforéticos de la saliva en este trabajo, con las proteinas de masa

moleculares conocidas, identificadas por otros investigadores.

kDa B ——3|Agiutinina 300340kDa (Nieuwy Veerman, 2002).
2063 = Mucinas (MG2) 200-150 kDs (Nieuw y col., 1887;
- Echeverr, 1994).
118,18
973 - :
- » Lactofeming 80kDa (Echaver, 1994).

— 5 Peroxidasa 70kDa (Batinoy col., 2002, Walsh, 2008).

— 3 Albumins 65-63kDsa (Schenkels y col., 1935; Teijon, 2001).
548 4 ::} a-amisss 55-62 kDa (Echeverr, 1994).

— 3 Gusting 42 kDs (Echevem, 1934).
Quitingss 40kDs (Nizuw y Veerman, 2002).

377 '
. — 5 TIMP 28 kDs (Nieuw y Veerman, 2002).
294 >
PRPs acidas 27-16kDsa (Bennick y col., 1383;
Schenkels y col., 1995).
175 B
‘ Cistatinas 14,4kDs (Barrett, 1987).
¥ | isozima 14 kDs (Humphrey y Wilismson, 1995;
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Figura 17-. Caracterizacién de bandas observadas con proteinas salivales identificadas y
reportadas. Se observaron 17 bandas de las cuales 14 han sido asociadas a proteinas ya
reportadas de acuerdo a su masa molecular.

Las bandas 1 y 2 presentan una masa molecular mayor a 206,3 kDa y se
podrian asociar la aglutinina que ha sido reportada con una masa de 340 kDa

(Nieuw y Veerman, 2002; Nieuw y col, 2004).
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Las siguientes bandas con un tamafio de 135 a 121 kDa, son asociadas
con las mucinas (MG2) de 200 a 150 kDa en sus isoformas, las cuales son
diferentes en su contenido de carbohidratos (Nieuw y col, 1987; Echeverri, 1994,
Nieuw Amerongen y col, 2007). Entre estas bandas se podria encontrar IgA en
forma de mondémero con aproximadamente 170 kDa de masa molecular e 1gG
provenientes del fluido crevicular con una masa molecular de 160-150 kDa

(Romero, 2007; Koneman y Allen, 2008).

Las bandas de aproximadamente 90 y 75 kDa podrian asociarse a
lactoferrina de 80 kDa (Echeverri, 1994; Humphrey y Williamson, 2001) y

peroxidasa de 70 kDa (Battino y col, 2002; Walsh, 2008).

La albumina de suero de 65 a 69 kDa llega a la saliva a través del surco
gingival, en el gel de electroforesis esta podria asociarse a la banda de

aproximadamente 68 kDa (Schenkels y col, 1995).

La proteina con mayor abundancia en saliva es la a-amilasa (55 y 62 kDa),
gue posee dos isoformas, glicosilada y sin glicosilacion (Echeverri, 1994). Las
bandas de aproximadamente 59 y 54 kDa en el perfil electroforético de la saliva

humana, podrian corresponder con las isoformas de la a-amilasa.

Las bandas de aproximadamente 50 y 48 kDa tienen una masa equivalente
que las proteinas gustina de 42 kDa y quitinasa de 40 kDa. Entre las bandas de
30 a 16 kDa se encuentras las PRP acidas y TIMP (Schenkels y col, 1995; Nieuw

y Veerman, 2002).
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La cistatina de 11,4 kDa y lisozima de 14 kDa son proteinas que se
encuentran en la saliva, en el perfil electroforético mostrado en la figura 10 estas

podrian relacionarse con la banda de aproximadamente 14 kDa.

En los casos en que los geles son tefidos con plata, se distinguen un
namero menor de bandas, debido al “fondo” producto de la sensibilidad de la
tincion. En la figura 13, al comparar el carril 1 y 2, se observa que las bandas 1, 2
y 3 son un poco mas intensas en el filtrado del sobrenadante de la muestra (carril
2). Al comparar el carril 3y 4, en las bandas 3 y 7 pareciera haber desigualdad en

la intensidad de las bandas, sin embargo esto podria deberse al “fondo” del gel.

La tincion de plata por ser mas sensible que la tincibn con azul de
Coomassie R250, nos permite visualizar pequefias cantidades de proteinas (0,3
ng de proteina), no obstante presenta como desventaja, que las proteinas que se
encuentran en grandes cantidades no se puedan observar claramente. Por ello el
uso de esta tincion se emplea con el fin de visualizar proteinas salivales de bajo

peso molecular.

En la figura 14 se muestran otras dos muestras sometidas al tratamiento de
centrifugacion vy filtracion. En este caso las bandas de alta masa molecular no se
observan con claridad, al comparar el carril 1 con el 2, las bandas 2, 3, 7y 8

presentan mayor intensidad en el sobrenadante de la muestra que fue filtrado.

El perfil electroforético de las muestras de saliva, presenta el mismo
namero de bandas aun cuando el sobrenadante de estas muestras es 0 no
filtrado. Sin embargo se puede observa que la intensidad de algunas bandas

aumenta, después del tratamiento de filtracién del sobrenadante.
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Las diferencias del patron electroforético entre las muestras de saliva
centrifugada y centrifugada y filtrada podria deberse a productos del metabolismo
de microorganismos presentes en el sobrenadante o a proteasas provenientes de

los mismos, que pueden degradar proteinas salivales (Caldwell y Pigman, 1964).

No obstante, debido a las pocas diferencias observadas en el patrén de
proteinas salivales, se recomienda el empleo de la centrifugacion a fin de eliminar
los elementos insolubles y algunos microorganismos que puedan estar presentes

en la muestra.

Entre los componentes organicos de la saliva, se encuentran diversas
enzimas. Estas pueden llegar a la saliva a través de la secrecion de las glandulas
salivales mayores o menores e incluso a través del fluido crevicular y degradan

otras proteinas salivales con alta eficiencia (Sun y col, 2009).

La degradacién de proteinas salivales, producto de protedlisis es un factor
importante que se debe tener en cuenta al emplear la saliva en investigacion e
incluso como muestra diagndstico. La presencia de enzimas propias de la saliva y
de enzimas bacterianas, han sido implicadas en la destruccion de los tejidos
bucales conduciendo a estados patolégicos. Sin embargo se desconoce la
identidad de algunas de las enzimas presentes en la cavidad bucal (Sun y col,

2009).

Sun y colaboradores (2009), realizaron estudios en los que compararon la
actividad proteolitica de la saliva humana sin centrifugar y centrifugada. Sus
resultados mostraron que la tasa de degradacion de la saliva sin centrifugar es 7,5

veces mas rapida que en el sobrenadante de la saliva, y que aproximadamente el
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88,2% de la actividad proteolitica de la saliva es asociada con sus componentes
insolubles. Estos resultados resaltan la importancia de centrifugar las muestras de

salivas antes de que la misma sea analizada.

A fin de establecer si la centrifugacion de las muestras de saliva es
suficiente para que la actividad proteolitica de las enzimas no afecte su
concentracion de proteinas totales y su perfil electroforético, se realizdé un ensayo
empleando una mezcla de inhibidores de proteasas P2714 de uso general de la

marca Sigma-Aldrich®.

La figura 14 muestra el promedio de la concentracion de proteinas totales
de las muestras con y sin inhibidor de proteasas. Las diferencias entre la
concentracion de proteinas de las alicuotas de las muestras con y sin inhibidor de

proteasas no fueron significativas (p > 0,05) segun la prueba de Fisher.

El empleo o no inhibidores de serin proteasas, cistein proteasas, aspartil
proteasas y metaloproteasas, no afecta significativamente la concentracién de

proteinas totales en muestras de saliva.

No obstante, a fin de observar si el empleo 0 no estos inhibidores de
proteasas afecta el perfil electroforético de las proteinas salivales, se realizé una
electroforesis en condiciones disociantes empleando muestras con y sin inhibidor

de proteasas.

En la figura 15 se muestra el perfil electroforético de tres muestras tratadas
con y sin la mezcla de inhibidores de proteasas. Los carriles 1 y 2 corresponden a
una muestras (M1), 3 y 4 a una segunda muestras (M2) y los carriles 5y 6

corresponden a una tercera muestra (M3).
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Cuando las muestras no son tratadas con la mezcla de inhibidores de
proteasas (carriles 1, 3 y 5) se muestra el perfil electroforético, el mismo nimero
de bandas que se observan cuando la muestras es tratada con la mezcla de

inhibidores de proteasas (carriles 2, 4 y 6).

En el perfil electroforético de las alicuotas de las muestras de saliva
tratadas sin la mezcla de inhibidor de proteasas, no se observa la desaparicion de
bandas de alta masa molecular o la aparicion de bandas de poco peso molecular

gue puedan ser producto de protedlisis.

Se han identificado serin proteasas, cistein proteasas, aspartil proteasas y
metaloproteasas en saliva (Sun y col, 2009). Sin embargo los inhibidores AEBSF,
Aprotinin, Bestatin, EDTA, E-64 y Leupeptin que componen la mezcla utilizada y
que inhiben estos tipos de proteasas encontradas en la saliva, en estos ensayos
preliminares, no afectan de forma notable el perfil electroforético de las proteinas

salivales.

Se recomienda realizar zimografia con las muestras con y sin la mezcla de
inhibidores de proteasas a fin de comprobar la inhibicion o no de las proteasas

salivales.

La proteina albumina de 69-65 kDa, llega a la saliva a través del surco
gingival (Schenkels y col, 1995). Sin embargo su concentracién en saliva podria

verse afectada debido a lesiones en la cavidad bucal.

A fin de establecer si la proteina albumina presente en saliva, enmascara
otra u otras proteinas salivales en el perfil electroforético, se realiz6 un ensayo en

el que se empleo la columna de cromatografia
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Se empled un pool de muestras al cual se le determiné la concentracion de
proteinas totales antes y después del tratamiento con la columna. Después del
tratamiento con la columna de cromatografia, el eluato obtenido contiene 75% de

la concentracion de proteinas que contenia el pool de muestras inicialmente.

No obstante es necesario conocer si el empleo de la columna de
cromatografia afecta el perfil electroforético de las proteinas salivales, al eliminar
la proteina albumina. Con este fin se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% en condiciones disociantes, el cual se observa en la figura

16.

En el carril 1 (figura 16), se encuentra el pool de muestras antes de ser
tratada con la columna de cromatografia, en el carril 2 se encuentran las proteinas
presentes en el pool que no se unieron a la columna y en el carril 3 se encuentra

el eluato que contiene las proteinas que se unieron.

Se observa que en el carril 1 y 3, se pueden visualizar 7 bandas las cuales
pueden ser asociadas a proteinas salivales ya reportadas. Sin embargo en el
carril 2 se distinguen solo 3 bandas (bandas 3, 4 y 5) , las cuales son asociadas
de acuerdo a su masa molecular (entre 69-55 kDa) con proteinas como la
albumina y las dos isoformas de la a-amilasa, las cuales se encuentran en

concentraciones abundantes en saliva (Echeverri, 1994; Schenkels y col, 1995).

El empleo de la columna de cromatografia, facilita la visualizacion de
algunas bandas de poca intensidad en el perfil electroforético de las proteinas
salivales y disminuye la intensidad de algunas bandas que generalmente son muy

abundantes, cuya masa molecular esta comprendida entre los 69 y 55 kDa.
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Carpenter y colaboradores (1996), realizaron estudios de la saliva
producida por la glandula parétida e identificaron una lectina con una masa
molecular de aproximadamente 60 kDa, cercana a la posicion de la a-amilasa.
Esta proteina podria encontrarse en el carril 3 (figura 16), en alguna de las

bandas que nosotros asociamos con la albumina o la a-amilasa.

Sin embargo serian necesarios ensayos para el reconocimiento especifico
de las proteinas que se encuentran en las bandas entre 69 y 55 kDa, a fin de
comprobar si la columna de cromatografia, descarta completamente la proteina
albumina de las muestras de saliva y de ser asi, identificar que proteinas se
encuentran en el perfil electroforético cercanas a la masa molecular de la

albimina.
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VI-. Conclusiones.

La determinacion de las concentraciones de Ca®*, PO,% y proteinas totales
en las muestras de saliva debe realizarse una vez tomadas las mismas o
luego de 1 o 2 dias de almacenamientos a -20 °C.

Las muestras de saliva deben ser centrifugadas a 16.000 x g durante 15
minutos y el sobrenadante filtrado, para eliminar restos de alimentos y
células.

El empleo de inhibidores de proteasas, no afecta significativamente la
concentracion de proteinas totales, ni el perfil electroforético de las
muestras.

Se requiere identificar las proteinas de masa molecular 69 y 57 kDa unidas
a la columna de cromatografia de afinidad a fin de determinar si son
diferentes a las proteinas eluidas.

Estos resultados, proporcionan una base para establecer protocolos en la
coleccién, manipulacion, procesamiento y almacenamiento de las muestras

de saliva.
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