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RESUMEN

Introduccion: La saliva es una secrecion exocrina compleja importante en el
mantenimiento de la homeostasis bucal, su composiciéon quimica-molecular esta
relacionada al estado de salud general de los individuos y ha llegado a ser un
medio para evaluar condiciones fisiolégicas y patolégicas en humanos. La
hipertensién y la diabetes son las patologias sistémicas crénicas mas importantes
de nuestro pais, las cifras de pacientes aumentan afio tras afio colapsando nuestro
sistema de salud publica, su tratamiento y control oportuno incrementa
significativamente la calidad de vida de los pacientes que las padecen. Los

profesionales Estomatologicos estan cada vez mas involucrados en este proceso.

Objetivo: Analizar el contenido diferencial de proteinas totales en patrones
electroforéticos y de espectrometrias de masas de muestras de saliva, obtenidas
de pacientes hipertensos y diabéticos que acuden a consulta en la Clinica de

Estomatologia del Complejo Regional Sur de la BUAP en Tehuacéan, Puebla.

Metodologia: Las muestras de saliva fueron cuantificadas, las proteinas
resultantes fueron analizadas por dos métodos: 1) desnaturalizadas vy
posteriormente separadas por peso molecular en geles de acrilamida SDS-PAGE
y los geles obtenidos fueron tefidos con azul de Coomassie; 2) desnaturalizadas
y separadas por espectrometria de masas para afinar la observacién de las

diferencias de expresion de las proteinas.

Resultados: Se identificaron diferencias de intensidad entre bandas de proteinas,
dependiendo de la muestra de saliva, los pacientes sanos, con gingivitis o
periodontitis presentaron una tincibn menor a la que se observa en las muestras

de los pacientes hipertensos e hipertensos-diabéticos.

Conclusiones: La busqueda de biomarcadores protéicos clinicos de enfermedades

sistémicas crénicas en la saliva, sigue siendo un area de investigacion dificil de
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abordar pero posible con el desarrollo de tecnologias sofisticadas como la

espectrometria de masas.

Palabras clave: saliva, biomarcadores, diabetes, hipertension.



MARCO TEORICO

Introduccion

A lo largo de la historia los métodos de diagndstico han evolucionado haciéndose
mas sensibles y precisos pudiendo asi detectar enfermedades de manera mas
eficaz.(Anaya-Saavedra,2012)

El andlisis de los componentes de la sangre ha sido el pilar fundamental en los
procedimientos diagndsticos por el Laboratorio. Hoy en dia sabemos que existen
otros fluidos biolégicos que se pueden usar con frecuencia en el diagnéstico de
laboratorio como la orina, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, saliva etc.

Es sorprendente, que hace mas de dos mil afios la medicina tradicional china
referia que la saliva y la sangre son “hermanos” en el cuerpo y tienen el mismo
origen; destacaban que los cambios en la saliva son indicativos del bienestar del
paciente. (Helmerhorst EJ, 2017)

Desde finales del siglo XIX, se conocia la influencia de la saliva sobre la digestion,
y a lo largo del siglo XX, se ha investigado sobre sus propiedades y composicion,
pero no es sino hasta los ultimos 40 afios, cuando se comienza a indagar sobre el
valor de la saliva como material de muestra en las determinaciones de laboratorio,
y es principalmente a partir de 1999, cuando se desarrollan grandes iniciativas
para la investigacién de biomarcadores en saliva. Figura 1. (Pereira Lima, 2010)
La capacidad para monitorizar, ver como y cuando una enfermedad comienza,
como progresa y observar el resultado del tratamiento a través de técnicas no
invasivas es el fin mas deseable en la promocion del estado de salud y bienestar.
(Taboada Vega, 2006)

El objetivo es:

1. Que existan biomarcadores especificos asociados al estado de salud o
enfermedad

2. Que estos biomarcadores se puedan detectar y monitorizar de forma no invasiva

3. Que existan tecnologias que discriminen estos biomarcadores y el resto de las
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Figura 1. Diagndstico Molecular mediante marcadores salivales.

Saliva

El término saliva es usado indistintamente para describir la combinacién de fluidos

en la cavidad bucal, la cual contiene 99% de agua y 1% de sélidos disueltos. Estos

sélidos pueden ser diferenciados en 3 grupos: componentes organicos proteicos,

los no proteicos y los componentes inorganicos o electrolitos, 1o cual hace de la

saliva una secrecion exocrina compleja, transparente, sin olor, débilmente acida,



ligeramente viscosa e importante en el mantenimiento de la homedstasis de la
cavidad bucal. Sus funciones principales, aunque no Unicas, son humedecer y
ablandar los alimentos, es un lubricante muy activo para los tejidos blandos

bucales y los dientes.(Liu, 2012; Spielmann y Wong, 2011)

La parte inorganica de la saliva esta compuesta por electrolitos, siendo los mas
comunes sodio, potasio, calcio, cloruro, bicarbonato, tiocianato, fosfato inorganico,
magnesio, sulfato, yoduro y fluoruro. La parte organica contiene componentes
tales como proteinas, lipidos y productos de putrefaccién. Entre las proteinas
destacan enzimas, inmunoglobulinas y otros factores antimicrobianos,
glucoproteinas, albumina, polipéptidos y oligopéptidos. En general, la saliva
contiene ptialina o alfa amilasa, que es una enzima digestiva, mucinas que
contribuyen al caracter viscoso, seroalbumina, lisozima, globulinas, leucocitos,
restos epiteliales, asi como una gran cantidad de microorganismos y sus productos
metabdlicos. También podemos encontrar en saliva glucosa y productos

nitrogenados como la urea y el amoniaco. Figura 2.(Vega Galina y Chavez Oseki)

La saliva es producida por un grupo de glandulas exocrinas, las glandulas
salivales, cada una de ellas interviene de modo diferente en la produccién
cualitativa y cuantitativa de la saliva. Las glandulas salivales se clasifican en:
glandulas salivales mayores, responsables de la produccién del 92 — 95 % de la
saliva y glandulas salivales menores, responsables de la produccién del 5 — 8 %

de la saliva(Chojnowska, 2017; Soares Nunes, 2015).

La glandula parotida excreta saliva predominantemente serosa a través del
conducto de Stenon; la glandula submandibular produce una secrecion
seromucosa a través del conducto de Wharton, mientras la glandula sublingual
secreta saliva mucosa en exclusividad a través del conducto de Bartholin y las
glandulas salivales menores son principalmente las glandulas de Von Ebner,

enteramente serosas y las glandulas mucosas de Blandin y Nuhm.



Funciones Constituyentes Salivales

Formacién bolo Mucing, agua.
alimenticio
Digestié Amilasas, proteasas, lipasa lingual, ADMasa, ARNasa, aldolasa,

foefatasa dcida, agua.

Percepcion gustativa | Gustina, agua
Lubricacion para la Mucinas, agua.

masticacion, deglucion

y habla

Revestimiento tisular | Amilasa, cistating, PRPs anidnicas, estaterinas, mucinas.
Lavado/limpieza Agua.

Lisozima, [actoleming, lacloperoxidas, mucinas, cistinas,
histatinas, inmunogiobulinas, PRPs anicnicas, cromograning

CORIOLRNCIODIG A esfaterinas, complemento, defensinas, trembospondina,
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa.
Mantenimienta pH Bicarbonaio, fosfato, proteinas, anhidrasa carbonica.
Remineralizacion PRPs anidnicas, estaterinas, caicio, fosfato.
Balance hidrico Agua.
: Factores de crecimiento (EGF, TGF-a, TGF-8, FGF, NGF, IGF-1, |
Cicatrizacion " I
IGF-2), factores de la coagulacian VI, 1X y X1 [
PAPs: proteinas ricas en proina FGF: factores de crecimiento de los fibroblastos.
EGF: factor de crecimisnio enidérmico. MGF: factor de crecimienio nenioso.

TGF-a: factor de crecimiento ransfomanie alfa. |GF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1.
TGF8: facior de crecimiento ransformante befa.  1GF-2; facior de crecimiento insulinico ftipo 2.

Figura 2. Componentes salivales y sus funciones fisiologicas

Tanto la cantidad como la calidad de |la saliva dependen de la actividad del sistema
nervioso autbnomo. La estimulacion parasimpatica producird una saliva rica en
agua y electrolitos mientras que la estimulacién B-adrenérgica favorecera la

produccién de proteinas (Chavez Oseki, 2010).
Composicion Proteica de la saliva

Expresiones como saliva total, saliva mixta y fluidos orales son usadas con
propdsitos cientificos para representar la combinacién de fluidos en la boca que

provienen de las glandulas salivales mayores y menores, junto con el exudado



gingival llamado liquido crevicular. Aproximadamente entre 85-90% de las
proteinas encontradas en la saliva pueden ser clasificadas en tres grupos: 1)
proteinas como histatinas y las proteinas ricas en prolina que estan presentes sélo
en la saliva; éstas modifican la adherencia, inhiben el crecimiento y la viabilidad
bacteriana; 2) proteinas que estan presentes en varias partes del cuerpo como es
la lisozima, las mucinas que otorgan viscosidad a la saliva y las inmunoglobulinas;
3) proteinas que no provienen de glandulas secretoras, sino de otras fuentes como

el plasma sanguineo, como lo es la albumina (Kodukula, 2017).

Figura 3. Posicién anatémica de los tres pares

de gldndulas salivales mayores: parotida (1),

submandibular (2) y sublingual (3). Adaptado
de A. Van Nieuw Amerongen, 2004.

Existen diversos caminos por los que algunas proteinas que no son constituyentes
habituales de la saliva pueden llegar a ella, a través de rutas intra o extracelulares.
Figura 3. Las vias intracelulares mas habituales son la difusién pasiva y el
transporte activo, mientras que la ultrafiltracion a través de las estrechas uniones
celulares, es el mecanismo extracelular mas conocido. Figura 4. Algunas
moléculas llegan hasta la saliva desde el suero atravesando las barreras de los

capilares, los espacios intersticiales, y las membranas de las células acinares y



ductales hasta llegar a la luz de los tubulos excretores, asi mismo los componentes
del suero también pueden llegar a la saliva a través del fluido crevicular, gracias a
esta posibilidad, se abre una perspectiva para su aplicacion en el diagnéstico de

determinadas patologias. Figura 5y 6. (Castagnola, 2011)

Transport mechanism Components

Ultrafiltration through
gap junctions between
secretory cells

Molecules < 1.9 kDa (ions, water
and some peptides)

Selective transport via Lipophilic molecules (steroid
passive diffusion hormones)
; Figura 4. Mecanismo de Transporte de los
ACIIVE.IFEHSPDFI through lons (Na*, K+, CI- and HCO.) g - P !
ion channels 4 componentes de la saliva a través de las
Water channels gldandulas salivales

: £ Water
{Aquaporins)

Qrganic components
(lysozyme, lactoferring,
peroxidases, cystatins, histatins,
immunoglobulin A, salivary alpha
amylase)

Synithesized and secreted
in acinar or ductal cells

Saliva como Método de Diagnéstico

El andlisis salival ha resultado muy util en las siguientes condiciones:

1) Deteccion de farmacos y drogas ilegales: Al igual que otros fluidos corporales,
como el suero y la orina, la saliva ha sido propuesta para monitorizar los niveles
sistémicos de ciertos farmacos. La determinacion de algunas drogas en saliva va
a depender de su concentracion en sangre, de su capacidad de difusion,
liposolubilidad y tamafio de molécula. Asi mediante la saliva podemos controlar
los niveles de diversos medicamentos (litio, carbamacepina, barbitaricos,
benzodiacepinas, fenitoina, teofilina y ciclosporina), los niveles de drogas legales
(alcohol y tabaco), y los niveles de drogas ilicitas (marihuana, la cocaina y las
anfetaminas)(Malathi, 2014).



2) Analisis hormonal: El conocimiento de que las hormonas esteroideas pueden
ser medidas por medio de la saliva ha existido desde hace mas de 30 afios.
Hormonas como el cortisol, la aldosterona, la testosterona, el estradiol o la
insulina, pueden detectarse en la saliva con una alta correlacibn de sus
concentraciones en suero(Banderas-Tarabay, 1997).

T0.0 &
[ OU Q y 0
0 0 0 O RBC
J == ®
[ = H ] U Receptor
«':I—I:- - = | D: — U Bfﬂ—molmllt
v + \] | O Bio-molecule
k |
o >

Figura 5. Diagrama Esquematico de las rutas celulares que son utilizadas por las proteinas del suero para
mezclarse con la saliva, haciéndola valiosa para el manejo de diversas varias patologias sistémico cronicas.



IONES

COMPONENETES SALIVA PLASMA
CA 1-2 mM 2.5mM
MG 0.2-0.5 mM 1mM

NA 5-25 mM 140mM
K 15-30 mM 4AMmM
NII 1-7 mM 0.03mM
Fosfato 2-20 mM 2-3Mm
Cl 15-30 mM 103Mm
HCO 2-30 g/L 27 g/L
SCN 0.1-2 g/L -
BIOMOLECULAS

COMPONENTES SALIVA PLASMA
UREA(SOLUTO) 2-6 mM 5mM
UREA 1-2 mM -
URATO 0.2 mM 3 mM
AMINOACIDOS 1-2 mM 5 mM
GLUCOSA 0.05 mM 5mM
LACTATO 0.1 Mm -

AC. GRASOS 0.01 g/L 3g/lL
LIPIDOS 0.025 g/L 5g/L
PROTEINAS

COMPONENTES SALIVA PLASMA
TOTAL 1..5-6.5 mg/L 70 mg/L
GLICOPROTEINAS 0.1- 0.3mg/L 14 mg/L
AMILASAS 0-0.4mg/L -
LISOZIMA 0.4mg/L -
PEROXIDASA 0.003 mg/L -
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IgA 0.2 mg/L 1.3 mg/L
Igl 0.015mg/L 13 mg/L

Figura 6. Comparacion de los valores de diferentes componentes entre la saliva y el plasma.

3) Enfermedades infecciosas: Los anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) de la saliva total estan en relacion con los niveles hallados en suero.
Encontramos que los niveles de sensibilidad y especificidad de los anticuerpos VIH
salivales para la deteccion de la infeccion son de un 95-100%, demostrando que
la saliva es una gran herramienta para el diagnéstico de la infeccion por VIH. La
hepatitis, una enfermedad de etiologia viral que causa inflamacion del higado, se
puede diagnosticar a traves de la saliva(Pizzo, 2010). Hay que sefalar que la
deteccion en la saliva del antigeno de la hepatitis A y del antigeno de superficie de
la hepatitis B, se ha utilizado en estudios epidemioldgicos, asi como la presencia
de anticuerpos del tipo inmunoglobulina M (IgM) e inmunoglubina G (IgG) frente a
ambos tipos de hepatitis. Existen medios comercializados para la determinacién
de anticuerpos frente al virus de la hepatitis B y C con una sensibilidad vy
especificidad del 100%. El uso de la saliva como una herramienta de diagnéstico
para la infeccién por Helicobacter pylori (una especie de bacteria que infecta a la
superficie de la mucosa del estbmago y puede causar Ulceras pépticas, gastritis,
y cancer gastrico), es una opcion atractiva para los estudios epidemioldgicos en
nifos

A nivel oral, debido a que la caries es una patologia infecciosa caracterizada por
la destruccién del tejido dentario por accion bacteriana, la cuantificaciéon en saliva
de la presencia de bacterias cariogénicas como el Lactobacillus y el Streptococcus
mutans puede ser de utilidad para valorar el riesgo de caries. La candidiasis
también puede diagnosticarse por medio de los niveles de candida en saliva.
Ademas, la saliva puede ser un buen método de diagnédstico y control de la
enfermedad periodontal por medio de la medicibn de la microflora

11



periodontopatdgena, los niveles de inmunoglobulinas, enzimas y componentes del
fluido gingival (Cheng, 2014).

4) Enfermedades neoplasicas malignas: La saliva podria ayudar en el diagnéstico
temprano de tumores malignos, los anticuerpos p53 pueden ser detectados en los
sueros de pacientes con diferentes tipos de tumores malignos, pudiendo
detectarse en la saliva de los pacientes diagnosticados con carcinoma oral de
células escamosas (COCE), ayudando en el diagnéstico precoz de este tumor. Un
informe reciente sugiere que los carcinomas de cabeza y cuello pueden ser
detectados utilizando ADN derivado de la exfoliacion de células de la mucosa oral
recogido en la saliva. Los estudios muestran que los tumores malignos localizados
en la cabeza y el cuello pueden ser diagnosticados a través de la saliva con un
91% de precisién, siendo este un hecho importante para el diagndstico precoz y el
aumento de la posibilidad de un tratamiento exitoso(Kruger, 2013).

5) Enfermedades hereditarias: La fibrosis quistica, esta considerada como una
exocrinopatia caracterizada por una alteracion en el transporte de electrolitos en
las células epiteliales y la secrecién de un moco viscoso por parte de las glandulas
y los epitelios. Se asocia con una elevacion en los niveles de calcio, proteinas,
sodio, fosfato, cloro y lipidos. Para el diagndstico de la enfermedad, la deteccion
en saliva de IgA y anticuerpos muestra una alta especificidad y una baja
sensibilidad, al contrario de lo que sucede con las determinaciones en suero que
son altamente sensibles y menos especificas(Banderas- Tarabay, 1997).

6) Enfermedad renal: Aunque existen escasos articulos sobre el uso de la saliva
para diagnosticar enfermedades renales, autores como Lloyd y cols. han
observado que los niveles de creatinina en saliva muestran una gran sensibilidad
y especificidad a la hora de determinar la presencia de enfermedad renal

7) Medicina forense: La capacidad de detectar el ADN humano en la saliva también
ha sido atil en la medicina forense. La saliva se puede encontrar en muchas areas
dentro de la escena del crimen como en las marcas de mordeduras que dejan en

los objetos o de las victimas de delitos violentos, los cigarros, los sellos, sobres y
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otros objetos. Uno de los estudios demostré que a través de la saliva podemos
recuperar el ADN en casos forenses, a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa(Malathi, 2014).

Asi pues, el uso de la saliva como alternativa para el diagnéstico o como elemento
para monitorizar la evolucion de determinadas enfermedades o la dosificacion de
determinados medicamentos es una via prometedora, incrementandose su
atractivo para el diagndstico mediante la comercializacion de pruebas de uso
sencillo, por otro lado la accesibilidad y la ausencia de métodos cruentos para
obtener la muestra son otras de las ventajas que ofrece la saliva como instrumento

diagnéstico. Figura 7.

Non-invasive, easy to use, inexpensive

Safer to administer than serum sampling (no needles)
Real-time diagnostic values

No need for trained medical staff

Multiple samples can be obtained easily

Collection and screening can be done at home

Minimal risks of cross-contamination

More economical sampling, shipping and storage compared
to serum

Requires less manipulation during diagnostic procedures
compared to serum

Figura 7. Ventajas que ofreca la saliva como método de diagndstico para diferentes patologias.
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Hipertension Arterial

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el
mundo. Marcadores como la amilasa salival han sido utilizados para el control
postoperatorio de los pacientes sometidos a cirugia cardiovascular. Algunos
estudios han mostrado que niveles bajos de amilasa salival en la etapa pre-
operatoria de los pacientes con aneurisma de la aorta se asociaba con un aumento
de la mortalidad. Otro estudio, realizado en 2007, verificé que la actividad de la
amilasa salival alfa podria ser utilizada como un buen marcador de catecolaminas
durante la evaluacibn de los pacientes en diferentes situaciones de
estrés(Seymour, 2007; Nibali, 2007).

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo para
padecer enfermedad cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que son
importantes causas de mortalidad en México.

En materia de salud, a partir de los afios 70’'s y en la década de los 80’s, gran
parte de los paises del mundo, se han caracterizado por vivir una transicion
epidemiolégica, es decir, un cambio en el perfil epidemiolégico, que da paso de
las enfermedades infectocontagiosas y parasitarias a las crénicas degenerativas.
En los Ultimos afios las tasas de mortalidad y morbilidad en México han
aumentado, en la ultima década, las enfermedades del corazén ocupan el primer
lugar como causa de muerte, con una tasa de 44.4 muertes por cada 100000
habitantes y se espera un incremento debido al continuo envejecimiento de la
poblacion.

La hipertension arterial es la mas comudn de las condiciones que afectan la salud
de los individuos en todo el mundo. En 2008, en el mundo se habia diagnosticado
hipertensién en el 40% de los adultos mayores de 25 afios. Entre los factores que
se han identificado y que contribuyen a la aparicion de HTA, diversos estudios

citan la edad, una alta ingesta de sodio, dietas elevadas en grasas saturadas,
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tabaquismo, inactividad fisica y presencia de enfermedades crénicas como
obesidad, dislipidemias y diabetes. La prevalencia de HTA en México se encuentra
entre las mas elevadas en el plano mundial. Sin embargo, la tendencia creciente
gue habia presentado entre el afio 2000 y 2006 muestra una estabilizacion.

La HTA es el aumento sostenido de a presion arterial (PA), por arriba de 140/90mm
de Hg; por lo menos tres lecturas con el paciente en reposo. Se clasifica en
primaria (idiopéatica o esencial) y secundaria, caracterizada por tener una causa
identificable, que puede ser corregida permitiendo al paciente retornar a cifras de
normalidad(Quarnstrom, 2008).

Es indiscutible que un problema con esta magnitud requiere de mayor atencion y

participacion de todos los sectores de la sociedad. Figura 8.

Estadisticas En México:
ENSANUT Hay 22.4 Millones de Adultos Hipertensos
2012 Solo 5.7 Millones Estan Controlados
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Figura 8. Estadisticas de la situacion clinica de los pacientes en México con Hipertension Arterial.
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Una segunda clasificacion permite distinguir entre hipertension benigna que suele
cursar con buen prondstico cuando el paciente recibe tratamiento, HTA maligna
gue es mortal a corto plazo menos de dos afios ya que el paciente alcanza cifras
superiores a 120mmHg en la tension diastélica algunas veces a pesar del

tratamiento farmacolégico.

La HTA es una enfermedad multifactorial en la que la herencia y el medio ambiente
influyen en su desarrollo entre mas genes se hereden mayores posibilidades de
sufrir HTA. ElI ambiente ejerce su influencia a través de la dieta, el estrés, la

obesidad, el consumo de tabaco, la vida sedentaria y el consumo elevado de sal.

La Uunica manera de diagnosticar la HTA en sus inicios es con revisiones periodicas
bajo consulta médica. Con frecuencia los pacientes sufren de PA elevada durante
afios sin saberlo, si estos requieren de consulta estomatolégica, debe realizarse
un examen general a partir de tres vias: evaluacion de antecedentes familiares y
personales, exploracion fisica y analisis clinicos (quimica sanguinea), asi como la
colaboracién interdisciplinaria de médicos y estomatélogos ya que es de maxima
importancia para el analisis adecuado de la historia clinica y la atencién del

paciente estomatoldgico con enfermedades sistémicas(rosas, 2005).

Diabetes Mellitus

Desde el afio 2000, la diabetes mellitus en México es la primera causa de muerte
entre las mujeres y la segunda entre los hombres. En 2010, esta enfermedad
causo cerca de 83 000 muertes en el pais. Figura 9.(Garber, 2004).

El incremento de la permeabilidad de la membrana basal en los pacientes
diabéticos puede provocar un aumento de los componentes derivados del suero

en saliva mediante el fluido crevicular, por lo que moléculas de pequefio tamafio
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como la glucosa pueden facilmente traspasar la membrana basal provocando un
aumento de los niveles de glucosa en saliva. La posibilidad de que la saliva pueda
usarse como sustituto de la sangre en la determinacion de la glucemia para
monitorizar la diabetes mellitus, ha sido estudiada en multitud de estudios, aunque
con gran controversia. Algunos estudios no han encontrado una asociacion entre
los niveles de glucosa salival y sanguinea, mientras otros si la han
observado(Chung, 2015).

89,914

o
2002 2004 2006 2008 2010

Nidmero de defunciones por diabetes en México

Base de mortalidad, Secretaria de Salud. Tasa por 100 mil habitantes. *2012 se estima regresién lineal 2000-2010

Figura 9. Numero de defunciones ocasionadas por la Diabetes Mellitus en México.

La diabetes es un padecimiento en el cual el azucar (o glucosa) en la sangre, se
encuentra en un nivel elevado. Esto se debe a que el cuerpo no produce o no
utiliza adecuadamente la insulina, una hormona que ayuda a que las células
transformen la glucosa (que proviene de los alimentos) en energia. Sin la suficiente
insulina, la glucosa se mantiene en la sangre y con el tiempo, este exceso puede
tener complicaciones graves. Figura 10. La diabetes mellitus aumenta el riesgo
de cardiopatias y accidentes cerebrovasculares (como embolia). Ademas, a largo
plazo puede ocasionar: Ceguera (debido a las lesiones en los vasos sanguineos

de los 0jos), Insuficiencia renal (por el dafio al tejido de los rifiones), Impotencia
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sexual (por el dafio al sistema nervioso), Amputaciones (por las lesiones que
ocasiona en los pies).(Zimmet, 2005; Ascaso, 2006;)

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), es el tipo de diabetes mas comun a nivel mundial
con un 90% de los casos segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). La
Diabetes presenta una alta mortalidad mundial y ademas, se encuentra entre las
10 principales causas de discapacidad en el mundo. De no emprenderse ninguna
accion se estima que el numero de diabéticos aumentara de 366 millones en el
2011 a 552 millones en el 2030(Kobayashi, 2012).Los costos directos e indirectos
de la diabetes en el Sistema Nacional de Salud Mexicano anualmente alcanzan
hasta los 7 mil 784 millones de pesos, de los cuales 3 mil 422 mil millones
corresponden a costos directos del sistema de salud y 4 mil 352 millones a gastos

indirectos atribuibles a discapacidad permanente y temporal y a mortalidad

prematura.
L ] . -
Diabetes: Hay dos tipos de diabetes:
Ssi?:e?;;e,;: :f;cif['g:ﬂ;‘;; Tipo 1. De origen genético desconocido. Tipo 2 Se adquiere durante la vida por
en la sangre estan aumentados. Sus :;tni?amas =l g:;Z?n?:;|::gL|ﬂeﬂﬁclﬂs y de ejercicio.
Estémago « Aumento de la sed « Vision borrosa

« Orina frecuente y en grandes cantidades « Fatiga
« Nduseas y vomitos « Hambre excesiva
« Hambre excesiva « Aumento de la sed
« Pérdida de peso a pesar « Orina frecuente y en grandes cantidades
del aumento del apetito « Hormigueo, entumecimiento en manos y pies
« Los sintomas por lo general se « Cortaduras y heridas que tardan en cicatrizar
desarrollan en un lapso corto.

Péncreas ) ) . ) )
Seglin la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2006, la prevalencia de la diabetes

fue de 14 por ciento en la poblacién mexicana, es decir, unos 8 millones de personas.

Molécula de insulina

La insulina es una
hormona que se produce J

en el pancreas; su misién es
transportar a la glucosa en

la sangre y hacer que llegue

a las células, para que éstas
la aprovechen y la transformen
en energfa.

.

Al no haber insulina, la
glucosa se acumula en la
sangre, lo que origina la
diabetes, que puede deberse
a dos causas: pargue no

NIVEL DE GLUCOSA
EN SANGRE NORMAL

hay insulina en el cuerpo, ©
0 porque el organismo no , ¢ % 3
responde a la insulina. Y0’ EN SANGRE ALTO ‘

NIVEL DE GLUCOSA

Figura 10.0Origen Molecular de la Diabetes Mellitus y caracteristicas de los dos tipos de enfermedad que existen.
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ANTECEDENTES

La secrecion salival es esencial para mantener la salud bucal y la regulacion de la
microbiota oral. La saliva en la boca contiene una gama de biomarcadores
potenciales validados para diferentes enfermedades, derivados de las células
epiteliales, neutrdéfilos, el microbioma, el fluido crevicular gingival y del suero. Los
niveles de cortisol se utilizan en la evaluacion de la presion arterial, algunas
metaloproteinasas de la matriz extracelular parecen ser marcadores prometedores
de caries y la enfermedad periodontal, y varias proteinas se han propuesto como
marcadores de carcinoma de células escamosas orales. La comprension de los
mecanismos con los cuales los biomarcadores patoldgicos del torrente sanguineo
pueden ser medidos en la saliva, es un aspecto importante para la validacion de

su uso en el proceso salud y enfermedad(Andriankaja, 2010; Morita 2009).

La capacidad de monitorear el inicio de la enfermedad, la progresién y el resultado
del tratamiento a través de medios no invasivos es una meta altamente deseable
en el manejo de la atenciéon médica. Hay tres prerrequisitos para este objetivo: 1)
la existencia de biomarcadores especificos asociados con un estado de salud o
enfermedad; Il) un enfogue no invasivo para detectar y vigilar los
biomarcadores; Ill) tecnologias apropiadas para discriminar los biomarcadores
(Pfaffe, 2011).

La reciente disponibilidad de técnicas de espectrometria de masas ha mejorado
la investigacién de las proteinas salivales, y ha producido informacién cualitativa y
cuantitativa sobre su composicion exacta. Recientes enfoques del andlisis de la
saliva humana abarcan la evaluacion de la concentracion de proteinas, expresion,
activacion, modificacion, interaccion, degradacién y su funcién. Estos estudios han

puesto de relieve las caracteristicas altamente dinamicas del proteoma salival.
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JUSTIFICACION

El aparato estomatoldgico constituye un elemento clave en el organismo. Funciona
como el medio principal para introducir los nutrientes en el cuerpo, pero asi
también es el punto de entrada de muchos microorganismos y el punto inicio de
diversas patologias que pueden diseminarse rapidamente y ocasionar graves

consecuencias.

Estas comparaciones y correlaciones deben alentar a los investigadores a
considerar el uso de saliva para descubrir nuevos biomarcadores de proteinas
para detectar los primeros signos de la enfermedad en todo el cuerpo. Ademas,
tras el valor diagndstico de las proteinas en la sangre, el andlisis de proteinas en
la saliva en el curso de progresion de la enfermedad, podria revelar marcadores
bioldgicos valiosos para la deteccidon y seguimiento del estado de la enfermedad

temprana de una manera no invasiva.

La saliva como otros liquidos vitales, puede variar su composicion bioquimica
basica de acuerdo a la condicion general de salud de los pacientes y por lo tanto,

sirve como un reflejo de lo que esta pasando en nuestro interior.

Este proyecto esta enfocado en el analisis de proteinas de muestras de saliva de
pacientes en estado sano-normal y patélogico-sindrome metabolico, y a nuestro
conocimiento es un estudio pionero en su campo en el pais y por ende obviamente,

en el estado de Puebla.

En un futuro a mediano plazo, esperamos con este tipo de investigaciones poder
identificar por medio de su saliva, a los pacientes diabéticos o hipertensos de una
manera eficaz y poco molesta en la consulta estomatolédgica, ayudando de este

modo al especialista a tomar la mejor decisidon para su pronéstico y tratamiento.
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HIPOTESIS

Entre las proteinas totales de las muestras de saliva de pacientes diabéticos e
hipertensos, deben existir algunas que sean especificas del estadio de la
enfermedad en que se encuentran los pacientes, sirviendo entonces como
biomarcadores bioldgicos patoldgicos que ayuden a determinar un tratamiento
méas eficaz y oportuno, llevando asi a lo que se conoce como “medicina

personalizada”.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El analisis de las proteinas totales de la saliva de pacientes con diferentes
enfermedades sistémicas cronico degenerativas, nos puede conducir a la
identificacion de biomarcadores que, con un adecuado desarrollo innovador y
tecnoldgico, nos permitiria pensar en el disefio de pruebas sencillas y poco
invasivas para determinar de una forma mas exacta y precisa, el estado de salud
en general de nuestros pacientes estomatologicos con lo cual,

proporcionariamos un servicio estomatolégico mas completo y eficiente,

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible la deteccion de proteinas especificas bioldgicas patologicas de una

enfermedad crénica degenerativa sistémica a partir de muestras de saliva total?
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OBJETIVO GENERAL

Analizar el contenido diferencial de proteinas totales en patrones electroforéticos
y patrones de espectrometria de masas de muestras de saliva, obtenidas de
pacientes hipertensos y diabéticos que acuden a la Clinica de Estomatologia del
Complejo Regional Sur de la Benemérita Universidad Autobnoma de Puebla, en la

ciudad de Tehuacan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obtener el patron de expresion de proteinas totales salivales de pacientes
sanos en geles de acrilamida

= Obtener el patron de expresion de proteinas totales salivales de pacientes
diabéticos y con hipertension arterial en geles de acrilamida

= Comparar los patrones de expresion de proteinas totales salivales entre los
diferentes tipos de pacientes en geles de acrilamida

= |dentificar a las proteinas que presentan diferencias entre los diferentes
tipos de muestras de saliva de los pacientes

= Evaluar la importancia de las proteinas identificadas por medio de

espectrometria de masas
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TIPO DE ESTUDIO

Se harealizado un estudio transversal en la Clinica de Estomatologia del Complejo
Regional Sur de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, en la ciudad de
Tehuacan, en un periodo de tiempo comprendido de Enero a Diciembre del 2017.
Se compard la composicion salival de un grupo de pacientes diabéticos y

pacientes hipertensos con pacientes sanos.

MATERIALES Y METODOS

Una vez detectados los pacientes hipertensos y diabéticos en la Clinica de
Estomatologia del Complejo Regional Sur de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla en la ciudad de Tehuacan, que eran candidatos al estudio,
fueron informados del procedimiento protocolario y se tomd su consentimiento

para proceder a la toma de la muestra de saliva.

Aproximadamente 3ml de saliva total de 42 pacientes en reposo, entre las 10y las
11hrs, fueron recuperados del piso de la boca con una jeringa desechable sin
aguja que posteriormente, fue almacenada en refrigeracion a 4°c hasta su
procesamiento en el laboratorio. La historia clinica general asi como Ia
observacion fisica y la inspeccién de la encia fueron los pardmetros utilizados en
este estudio para asignar una categoria a los pacientes, las cuales fueron las
siguientes: paciente sano sin enfermedades sistémicas cronicas diagnosticadas y
sin gingivitis y/o periodontitis, pacientes con gingivitis y/o periodontitis y, pacientes

con hipertension arterial y/o diabetes.
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Las muestras de saliva de 22 pacientes fueron aptas en cantidad y calidad para
proseguir con el protocolo experimental y entonces, fueron centrifugadas a 10000
rpm X 15 min para separar todo el material inorgénico insoluble, el sobrenadante
con la fase acuosa fue recuperado y el contenido proteico cuantificado por medio
del sistema Nanodrop, se utilizaron 2 | de cada de las muestras para obtener las

concentraciones de proteina total.

Para separar a las proteinas presentes en las muestras de saliva de los pacientes,
se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE con un gel concentrador de acrilamida al
4% y un gel separador de acrilamida al 10 0 12%. 50 pg de proteina total de cada
muestra de saliva fueron separadas, las muestras fueron mezcladas con buffer
Laemmli y colocadas a ebullicion en bafio Maria durante 10 min para después ser
colocadas en el gel y comenzar la separacion. Las muestras se corrieron a 80v
durante 15 min y después el voltaje fue aumentado a 110v hasta obtener la
separacion deseada de las proteinas guiandonos siempre con las bandas del
marcador de peso molecular comercial. Para la visualizacion de las proteinas
separadas, el gel fue fijado después de la separacién con acido acético y metanol
y posteriormente, tefiido con azul de Coomassie.

Para el analisis de las muestras de saliva por espectrometria de masas MALDI-
TOF (ionizacion de desorcion con laser asistido por matriz / tiempo de vuelo), se
utilizé el mismo procedimiento hasta recuperar la fase acuosa de cada una y se
conservaron en refrigeracion hasta desarrollar el protocolo, el cual consistio a
grandes rasgos, en el fraccionamiento de las proteinas contenidas en las muestras
con tripsina modificada de grado de secuenciacion a 37°C durante la noche. Los
péptidos digeridos resultantes, se mezclaron con la matriz CHCA (acido alfa-ciano-
4-hidroxicinAmico) y se colocaron en los pozos de una placa para la identificacion
por MALDI-TOF MS / MS. La identificacién de proteinas se basé en mapeo de
masa de huellas digitales de péptidos (utilizando espectros de MS) y mapeo de

fragmentacion de péptidos (utilizando espectros MS / MS).
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RESULTADOS

Contrario a lo que se esperaba, el contenido de proteinas en las muestras de saliva
de los pacientes mostré una concentracién bastante aceptable. En muestras
liquidas, generalmente ha sido reportado que la cantidad de proteina contenida se
encuentra diluida y entonces, se requiere de un laborioso proceso de
cuantificacion para lograr éptimos resultados. Sin embargo, no fueron necesarios
mayores esfuerzos y el procedimiento de la cuantificacion de las muestras de

saliva se realiz6 siguiendo el mismo protocolo que con cualquier otra muestra.

En general la cuantificacion de proteina en las muestras de saliva presenté varias
diferencias, dependiendo de la muestra resultd la cantidad de proteina. Las
muestras de saliva de los pacientes con enfermedades gingivales o periodontales,
presentaron la concentracién de proteinas mas elevada, pacientes sanos que no
padecen ninguna enfermedad sistémica cronica asi como tampoco una
enfermedad bucal diferente a la caries, mostraron un contenido menor de
concentracion proteica, en cambio las muestras de los pacientes con alguna
enfermedad sistémico cronica como la diabetes y/o hipertension, mostraron
también una concentracién ligeramente mayor del contenido de proteinas, aunque

no al mismo nivel de los pacientes con enfermedades periodontales. Figura 11.
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Figura 11. Concentracion de proteina en las muestras de saliva de pacientes de la Clinica de Estomatologia

recolectadas para el desarrollo del proyecto.

A partir de la cuantificacién de las muestras de saliva, se estudiaron los datos y
las muestras fueron preparadas para analizar el total de las proteinas mediante la
electroforesis. Los patrones de proteinas totales obtenidos en los geles de
acrilamida y tefiidos con Azul de Coomassie, mostraron las mayores diferencias
en las proteinas que se ubican en un rango de peso molecular de 50-75 kDa.
Resultan patrones complejos y heterogéneos para analizar, que resaltan las
diferencias entre las condiciones de las muestras y de los pacientes. Destaca la
presencia de dos bandas de aproximadamente 55 y 65 kDa de peso en todas las
condiciones, siendo la banda mas alta de 65 kDa la que presenta menor
intensidad. En cambio, la banda de aproximadamente 55 kDa fue la mas notable

en el patrén electroforético y su intensidad fue variando dependiendo de la muestra
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de saliva. En los pacientes con una enfermedad sistémica crénica como la
hipertensién arterial, o bien con dos enfermedades sistémicas crénicas, como los
pacientes con hipertension arterial y diabetes a la vez, esta banda de proteina se
observé mucho més intensa, siendo mucho mayor su expresion en esta Ultima

condicion y llamando fuertemente nuestra atencion. Figura 12.

De esta manera, persiguiendo realizar un andlisis mucho méas profundo de las
muestras de saliva de los pacientes, y habiendo detectado diferencias de
expresion en los patrones electroforéticos de las proteinas totales, procedimos al
analisis de las muestras de saliva por medio de la espectrometria de masas, la
cual es una técnica sofisticada y mucho mas precisa para la separacion de
proteinas. La espectrometria de masas es una de las herramientas tecnologicas
actuales, con mayor desarrollo y capacidad fina para la blusqueda de
biomarcadores moleculares patolégicos a partir de muestras totales que no

requieren grandes procesamientos previos.

El espectrdmetro de masas es un poderoso cromatdografo capaz de analizar
diferentes rangos de pesos moleculares para las proteinas en una concentracion
minima de ellas. Nosotros enfocamos nuestro analisis en el rango de peso
molecular en el que observamos las diferencias de proteinas en los geles, es decir,
en un rango de 30 hasta 200 kDa. A grandes rasgos, la funcién principal del
espectrometro de masas es encontrar proteinas en una mezcla compleja de
muestra y especificar dos aspectos basicos de ellas: su peso molecular y su

intensidad dentro de la muestra total analizada.
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Figura 12. Patrones electroforéticos de las proteinas totales de las muestras de saliva

Todas las muestras de saliva que teniamos disponibles fueron analizadas por
espectrometria de masas y en general presentaron resultados similares: 1) Una
proteina con una intensidad por encima de la media de aproximadamente 50 kDa;
2) Una proteina de intensidad menor pero perfectamente perceptible, de
aproximadamente 70-75 kDa y finalmente, 3) Una proteina de aproximadamente
25 kDA que es la mas intensa de todas pero que desafortunadamente no pudimos
observar en los geles ya que nuestro patron de proteinas quedoé establecido para
proteinas medianas como la mencionamos, en un rango aproximado a partir de
los 30 kDa. Figura 13.
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Figura 13. Andlisis de las muestras de saliva de pacientes sanos sistémica y bucalmente, pacientes con gingivitis
o peridodontitis, pacientes con hipertension arterial y/o diabetes mellitus, por medio de espectrometria de

masas. En total se analizaron 10 muestras, las cuales estdn repartidas a la mitad entre las dos figuras, Ay B.
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Sin embargo, obviamente con estos resultados de la espectrometria de masas,
comenzaremos un analisis mucho méas profundo de las proteinas de bajo peso
molecular contenidas en las muestras de saliva de los pacientes, ya que este

hallazgo resulta interesante y novedoso en el proyecto en general.

DISCUSION

La saliva humana tiene un gran potencial para el diagnéstico de enfermedades
clinicas. La construccién de un catdlogo completo de las proteinas de la saliva
utilizando enfoques protedmicos es un primer paso necesario para identificar
potenciales biomarcadores de proteinas. Sin embargo, debido al desafio
presentado en la catalogacion de proteinas salivales con una abundancia muy

variable, nuevos enfoques técnicos son necesarios. Figura 14.

Los clinicos y los investigadores valoran la saliva humana como el dltimo liquido
corporal para el diagnéstico clinico de la enfermedad y la vigilancia prondstica.

Para identificar potenciales biomarcadores de proteinas en la saliva.

La amplia gama de abundancia de proteinas en la saliva total hace catalogar las
proteinas de la saliva usando cualquier estrategia como un reto. Por lo tanto, para
obtener un catalogo mas completo de las proteinas de la saliva se necesitan

enfoques innovadores.

La enfermedad periodontal, se caracteriza por la pérdida de adherencia gingival y
la resorcion ésea, resultante de la infeccidon por patdégenos periodontales, tales
como P. gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Tannerella forsythia (Tf) y
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomintans)(Guo, 2014; Botero,
2010; Gurav, 2012)
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Se ha informado que varios otros factores contribuyen al desarrollo de la
enfermedad. Independientemente de cualquier otro factor de riesgo conocido, se
sugiere que la obesidad y la hipertension son factores de riesgo para la
enfermedad periodontal y la pérdida de dientes, como se inform6 en estudios

epidemiolégicos recientes(Otomo-Corgel, 2012; Miyajima, 2014).
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Figura 14. Complejidad de la saliva humana. En el primer circulo de adentro hacia afuera, podemos ver los
elementos con los que interactua la saliva. En el circulo medio tenemos las diversas funciones que lleva a cabo la

saliva. En la parte externa podemos observar los diferentes componentes de la saliva.

Los mecanismos biolégicos que pueden explicar la naturaleza de la asociacion
entre el sindrome metabdlico y la enfermedad periodontal no son bien conocidos.
Sin embargo, de los cinco componentes metabdlicos, la obesidad abdominal juega
el papel mas significativo en la asociacion entre la disfuncion metabdlica y la
enfermedad periodontal por sexo. La obesidad en los seres humanos y la mayoria
de los animales no depende del peso corporal, sino de la cantidad de grasa

corporal, especificamente, del tejido adiposo. De este modo, las citocinas y
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hormonas derivadas de tejidos adiposos pueden desempenfar un papel clave en la
asociacion(Goodson, 2014; Chauhan,2016).

La aplicacion de diagnésticos salivales ha ganado importancia con el
establecimiento de similitudes significativas entre los proteomas salivales vy
séricos. Mas del 60% de las proteinas séricas asociadas a la DM2 se han medido
en la saliva. Casi la mitad de estas proteinas han sido reportadas en la saliva
diabética. Concluimos que un alto porcentaje de proteinas séricas asociadas a la
DM2 se puede medir en la saliva, lo que ofrece una estrategia atractiva y

econdmica para la deteccion de DM2.

La creciente prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) requiere el desarrollo
de estrategias de deteccion concomitantes para la identificacion temprana de
individuos de alto riesgo para la enfermedad y / o sus complicaciones. Los avances
en las tecnologias han identificado una serie de moléculas incluyendo variantes
genéticas, proteinas, transcripciones de ARN y pequefios metabolitos que podrian

servir como predictores del riesgo de diabetes(Srinivasan, 2015).

El monitoreo de los parametros serolégicos de la diabetes generalmente involucra
técnicas invasivas asociados con dolor y angustia. Por lo tanto, el desarrollo de
métodos no invasivos para el monitoreo frecuente de biomarcadores es un area
creciente de investigacién. La saliva humana es un rico depdésito de analitos que
comprende casi 3.000 proteinas y 12.000 Péptidos y comparte casi el 30% de las
proteinas y el 10% de los péptidos con el proteoma sérico y el péptido,

respectivamente(Llena Puy, 2006; Zhang, 2013).

Se utilizé el método cerrado de descubrimiento basado en la literatura para
identificar la presencia en la saliva de las proteinas del suero que se correlacionan
con los procesos fisiopatoldgicos de la DM2. La capacidad de predecir e identificar

la aparicion de la enfermedad / progresion por paneles biomarcadores es conocida
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por aumentar al incluir proteinas de mas de una via patolégica(Soon Che, 2016;
Torumtay, 2016).

Los biomarcadores salivales discriminatorios para patologias como el cancer de
mama, pulmény pancreas han sido identificados y prevalidados con éxito. Se debe
tener precaucion ya que el tipo de muestra (estimulada / no estimulada, saliva
entera / glandular), las variaciones circadianas y la susceptibilidad al pre-
procesamiento son algunos de los parametros de confusion que deben abordarse
en la seleccion y validacién de biomarcadores(Wang, 2016; Kaur, 2017; Xie,
2012).

Las enfermedades humanas que tienen impacto global incluyen cancer,
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y neuroldgicas. El diagndéstico de
estas enfermedades se esta convirtiendo en un desafio y, por tanto, requiere
complementar la evaluacién clinica con pruebas de laboratorio(Hall, 2017; Kamer,
2008; Zuanazzi, 2017; Abrao, 2016). Los diagndsticos salivales son muy
prometedores como una modalidad efectiva para el diagnostico precoz, el
prondstico y el seguimiento de la posterapia. La saliva entera es una mezcla de
las secreciones de las glandulas salivales mayores y menores, las transudaciones
de la mucosa, el fluido crevicular gingival, los derivados del suero y de la sangre
de las heridas orales, las células epiteliales descamadas, las secreciones
expectoradas bronquiales y nasales, las bacterias y los productos bacterianos, los
virus y hongos, otros componentes celulares y residuos de alimentos. Es un fluido
complejo que contiene toda una biblioteca de hormonas, proteinas, enzimas,
anticuerpos, constituyentes antimicrobianos y citoquinas(Matafora, 2014; Zhang,
2017; Khueshid, 2016).

El mecanismo de entrada de estos constituyentes de la sangre a la saliva es por
difusion intracelular transcendental, pasiva y transporte activo, o0 rutas
paracelulares por ultrafiltracion extracelular dentro de las glandulas salivales o a

través del surco gingival. Las muchas ventajas de la saliva como herramienta
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clinica sobre el suero y los tejidos son la recoleccidon no invasiva de muestra, las
alicuotas de muestra mas pequefias, la buena cooperacion con los pacientes, la
rentabilidad, el almacenamiento y transporte faciles, la mayor sensibilidad y la
correlacion con los niveles en la sangre. Nuevas tecnologias prometedoras han
revelado un gran numero de biomarcadores salivales valiosos desde el punto de
vista médico para diferentes enfermedades incluyendo cancer, enfermedades
autoinmunes, virales, bacterianas, cardiovasculares y metabdlicas(Javai, 2015;
Xie, 2005; Al-Tarawneh, 2009).

El amplio espectro de moléculas presentes en la saliva proporciona informaciéon
valiosa para aplicaciones de diagndstico clinico. La saliva total se utiliza con mayor
frecuencia para el diagnostico de enfermedades sistémicas, ya que se puede
recoger facilmente y contiene la mayor parte de los constituyentes del suero.

Figura 15.

En esta era de la medicina basada en la evidencia, es necesario seqguir trabajando
para establecer las mejores condiciones. A medida que se disponga de mayor
conocimiento sobre los factores etiologicos y la patologia de la enfermedad
periodontal en relacién con las condiciones sistémicas, la investigacion debe
cambiar hacia los avances en el tratamiento efectivo. La mayoria de los
investigadores han encontrado conexiones estadisticamente significativas entre
estas condiciones sistémicas y la enfermedad periodontal de moderada a
severa(Al-Tarawneh, 2011; Teles, 2009; Schwalz, 2016; Majem, 2015).

Por lo tanto, una mayor conciencia de los efectos de la salud bucal en la salud
sistémica debe ponerse a disposicion del publico. Las tareas simples de salud
bucal, como el cepillado y el uso del hilo dental, y la limitacion de otros factores de
riesgo, como el tabaquismo, pueden ayudar a disminuir inicialmente las bolsas
periodontales y la flora bacteriana periodontal, disminuyendo la probabilidad de
progresion de la enfermedad periodontal causando estas enfermedades

sistémicas perjudiciales.
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Figura 15. En esta figura se pueden observar diferentes pruebas comerciales disponibles hasta el momento que

utilizan a la saliva como medio para el diagnéstico de alguna patologia. Se reportan en su nomenclatura

original, ya que no existen los productos equivalentes con traduccion.
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CONCLUSIONES

En este manuscrito, hemos demostrado que biomarcadores proteicos estan
presentes en la saliva humana. A pesar de ser un estudio de prueba de concepto,
este es el primer estudio que realizd un enfoque de descubrimiento de
biomarcadores de novo en la saliva para la deteccion de enfermedades sistémicas.
Los datos colectivamente demostraron que tres proteinas salivales podrian
potencialmente ser utilizadas como biomarcadores discriminatorios para

diferenciar proteinas salivales especificas.

La saliva humana es un biofluido de deteccion precoz atractivo debido a que su
coleccion no es invasiva y contiene una gran variedad de proteinas, muchas de
las cuales han demostrado ser informativas para la deteccion de enfermedades

orales y sistémicas.

El uso de la saliva como alternativa para el diagndstico o como elemento para
monitorear la evolucion de determinadas enfermedades es una via prometedora,
incrementandose su atractivo para el diagnostico mediante la comercializacion de
pruebas sencillas, por otro lado, la 6ptima accesibilidad y la ausencia de métodos
cruentos para obtener muestras bioldgicas, son otras de las ventajas que ofrece

la saliva como instrumento diagnaostico.

En este trabajo en particular, usando la técnica de la electroforesis de proteinas,
asi como la espectrometria de masas, fue posible la identificacion de algunas
bandas protéicas interesantes que requieren un mayor analisis a futuro para tratar
de dimensionar su participacion en la saliva de los pacientes con enfermedades

sistémicas cronicas.

La busqueda de biomarcadores clinicos de enfermedades sistémicas cronicas en
la saliva sigue siendo un area de investigacion dificil de abordar pero interesante
y posible, con el desarrollo de tecnologias sofisticadas pero que arrojan datos y

pistas importantes en el area.
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Marzo, Abril y Mayo 2017
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Presentacion del examen de grado y defensa de la tesis de investigacion
Noviembre 2018
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GLOSARIO DE TERMINOS

IONIZACION: Es el proceso quimico o fisico mediante el cual se producen iones,
atomos o moléculas cargadas electrOnicamente debo al exceso o falta de
electrones respecto a un atomo o molécula neutra. Hay varias maneras por las
gue se pueden formar iones o0 atomos o moléculas. En ciertas reacciones quimicas

la ionizacion ocurre por la transferencia de electrones.

ELECTROFORESIS: Es una técnica para la separacion de moléculas segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual
finalmente las separa por tamafios moleculares y carga eléctrica, dependiendo de

la técnica que se use.

ELECTROFORESIS DISCONTINUA: Electroforesis donde hay dos tipos de geles,
un gel concentrador (stacking) de poros grandes, y un gel separador (running), de

poros pequenos.

AZUL DE COOMASSIE: EI nombre completo es azul brillante de Coomassie R-
250. Se trata de un compuesto coloreado que se une a todo tipo de proteinas.
Es poco soluble en agua, por lo que habitualmente se disuelve en una mezcla

de agua, acido acético y metanol o isopropanol.

WESTERN BLOT: Desarrollada en el laboratorio de George Stark, en Stanford,
es una técnica analitica que se usa para detectar y cuantificar proteinas
especificas en una muestra determinada, una muestra que por norma general

tiene una gran cantidad de proteinas, unas que nos interesaran, y otras que no.
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ESPECTROMETRIA DE MASAS: Es una técnica de andlisis que permite
determinar la distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su

masa.

DESNATURALIZAR: Bioquimica se entiende el cambio estructural
de proteinas o acidos nucleicos que lleva a la perdida de la estructura nativa

de la molécula de estas sustancias.

GELES DE ACRILAMIDA: Matriz gelatinosa, formada por una mezcla
de acrilamida y bisacrilamida, que se emplea en técnicas de electroforesis de

proteinas y acidos nucleicos.

BIOMARCADORES: O marcador bioldgico es aquella sustancia utilizada como
indicador de un estado bioldgico. Debe poder medirse objetivamente y ser
evaluado como un indicador de un proceso biol6gico normal, estado patogénico

o de respuesta a un tratamiento farmacoldgico.

HOMEOSTASIS: Conjunto de fendbmenos de autorregulacion, conducentes al
mantenimiento de una relativa constancia en la composicién y las propiedades

del medio interno de un organismo.
ELECTROLITO: Sustancia que se descompone en iones (particulas cargadas
de electricidad) cuando se disuelve en agua o los liquidos del cuerpo. Algunos

de los ejemplos de iones son el sodio, el potasio, el calcio, el cloruro y el fosfato.

ANEURISMA: Un aneurisma es un ensanchamiento o abombamiento anormal

de una parte de una arteria debido a debilidad en la pared del vaso sanguineo.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula

CATECOLAMINAS: Son un conjunto de neurotransmisores de la clase de las
monoaminas, a la que también pertenecen las triptaminas (serotonina y
melatonina), la histamina o la fenetilaminas. La dopamina, la adrenalina y

la noradrenalina son las tres principales catecolaminas.

DISLIPIDEMIAS: Es laelevacion de las concentraciones plasméaticas de
colesterol o de triglicéridos, o la disminucién de las concentraciones de
liproteinas de alta densidad que contribuyen al desarrollo de aterosclerosis. Las

causas pueden ser primarias (genéticas) o secundarias.

CENTRIFUGAR: Es un método por el cual se pueden separar sélidos de
liquidos de diferente densidad por medio de una fuerza giratoria. La fuerza
centrifuga es provista por una maquina llamada centrifugadora, la cual imprime
a la mezcla un movimiento de rotacion que origina una fuerza que produce la

sedimentacion de los solidos o de las particulas de mayor densidad.

SOBRENADANTE: Liquido que queda en la parte superior cuando se ha

producido la decantacion de una mezcla heterogénea.

SDS-PAGE: Es el acrénimo eninglés de sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel
electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato

sodico). Es una técnica ampliamente utilizada en bioquimica, genética, biologia
molecular y ciencia forense para separar las proteinas de acuerdo a su
movilidad  electroforética (en funcion de la longitud de Ia
cadena polipeptidica, masa molecular, modificaciones postraduccionalesy
otros factores). Gracias al SDS las proteinas se desnaturalizan, perdiendo su

conformacion tridimensional. De este modo se obtiene un fraccionamiento que
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obedece a: la diferencia de peso, la longitud de la cadena (tamafio) y la forma

de la proteina.

CROMATOGRAFIA: Es un método fisico de separacion para la caracterizacion
de mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia;
es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva, cuyo
objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo

identificar y determinar las cantidades de dichos componentes.

PROTEOMICA: Es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de

su estructura y funcion.

SEROLOGICO: Del suero o relacionado con él.

RITMO CIRCARDIANO: Se utiliza en el ambito de la biologia para nombrar a
las oscilaciones de ciertas variables de tipo de biolégico en un intervalo
temporal regular. Este ritmo también se conoce como ritmo biolégico.

Lo habitual es que el ritmo circadiano esté vinculado a modificaciones
ambientales que también se desarrollan de manera ritmica. De todas maneras,
es un ritmo enddgeno (interno) que puede reducir o incrementar la duracién del

intervalo de acuerdo al ambiente.
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Anexos

CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE SUJETO DE ESTUDIO SALIVAL

He leido la hoja de informacién anterior.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con la pasante Alejandra Cano Landa y he entendido la
explicacién del estudio. Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Doy mi consentimiento para que este material aparezca en informes y
articulos de revista de publicaciones médicas.

Entiendo que:
- Mi nombre no seré publicado.
- El material no seré utilizado para publicidad o embalaje.

- El material no sera utilizado fuera de contexto.

Firmado.........cooovviiiiiiiil. Fecha........ccovvviiiiii .
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Historia clinica

Nombre:

Fecha:

Sexo: () fem.( ) masc.

Ocupacion:

Estado civil:

Lugar de nacimiento:

Escolaridad:

Fecha de nacimiento:

Domicilio:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS
¢, Usted padece hipertension arterial?
¢, Desde hace cuanto tiempo?

¢, Usted padece diabetes?

¢,Desde hace cuanto tiempo?

TOMA DE SIGNOS
Glucosa:

Presién arterial:
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Fotografias

CAPACITACION DE EQUIPO DE LABORATORIO
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INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN

55



LABORATORIO DE INVESTIGACION EN NEUROCIENCIAS

©
L A

ﬁbul”:llm:o de ]“"cf’ligilt‘idn o g
y Neurociencias N
AEAS DE INVESTIGACION

RECCHOT. e i topuct o s

ELABORCION DE GELES DE ACRILAMIDA

56



57



i

58






CONGRESOS
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