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TRABAJO ORIGINAL

Determinacion de pH y proteinastotales en saliva en pacientes
con y sin apar atologia ortodoncica fija (estudio piloto)

Arith Nallely Zarate Daza,* Elba Rosa Leyva Huerta,' Fernado Franco Martinez*

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo determinar la concentracién de
las proteinas totales y pH en muestras de saliva humana, en pa-
cientes de 15-25 afios con tratamiento de ortodoncia. Se seleccio-
naron pacientes de la Clinica de Ortodoncia del Posgrado de la
Facultad de Odontologia de la UNAM, con y sin aparatologia orto-
doéntica. Se les pidi6 no comer, beber, fumar y realizar higiene bu-
cal dos horas antes de la recoleccién de saliva estimulada y no
estimulada; las muestras se tomaron bajo las mismas condicio-
nes, por el mismo investigador entre las 8 y 10 a.m. Las muestras
fueron almacenadas a menos 20°C, posteriormente se utilizé es-
pectrofotometria mediante la técnica de Bradford para la determi-
nacién de proteinas totales y la medicién del pH salival se realizo,
utilizando un potenciémetro. Dentro de los resultados se encontré
que existieron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control y el experimental en el pH de la saliva total no estimu-
lada (t de Student P < 0.05) no encontrando diferencia estadistica-
mente significativa entre la concentracion de proteinas en ambos
tipos de salivas.

ABSTRACT

The objective of this study was the determination of the total pro-
tein concentration and pH in samples of human saliva in patients
of 15-25 years old subject to orthodontic treatment. The patients
were selected from the Orthodontics Postgraduate Clinic of the
Facultad de Odontologia UNAM, with and without orthodontic ap-
pliances. They were asked to abstained from eating, drinking,
smoking and to carry out oral hygiene two hours before the recol-
lection of stimulated and non-stimulated saliva; the samples were
taken under the same conditions, by the same person between 8
and 10 a.m. The samples were stored at —20°C. Later spectropho-
tometry was used with the Bradford technique to determine the to-
tal proteins and the salivary pH was measured using a potentiom-
eter. Statistically significant differences between control group
and the experimental in the pH of the total non- stimulated saliva (t
of Student p < 0.05) without significative statistics difference of the
protein concentration in both saliva were obtained.

Palabras clave: Proteinas totales, pH, saliva estimulada, saliva total humana.
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INTRODUCCION

La secrecion salival juega un papel importante en la
homeostasis bucal; los mecanismos fisiolégicos y la
composicion molecular de la saliva que contribuyen a
los mecanismos de defensa, es uno de los aspectos
mas importantes de ella; el flujo salival esta sujeto a
una serie de cambios, como son la ingesta de alimen-
tos, el ritmo circadiano, la edad, el género y las enfer-
medades bucales.! La relacion entre la saliva y la salud
bucal es ampliamente aceptada pero la naturaleza,
magnitud y direccion de esta relacion no ha sido plena-
mente establecida.?

La saliva es un fluido compuesto de moléculas
complejas que protegen a los tejidos blandos contra
la sequedad y puede influir en la reparacion de los te-
jidos. Es importante en el mantenimiento del pH, ya
gue posee diversos mecanismos para regular el pH
de la placa dentobacteriana y ayuda a neutralizar el
reflujo de acidos a la cavidad bucal.?

La composicién molecular de la saliva se puede
agrupar en varias familias, constituidas por mas de un
tipo de proteinas, las cuales difieren en su estructura
guimica, propiedades biolégicas y funcionales; sir-
viendo de proteccion a los tejidos bucales contra la
desecacion, las agresiones del medio ambiente, la re-
gulacién de los procesos de desmineralizacion—remi-
neralizacién, la lubricacién de superficies oclusales y
el mantenimiento del balance ecoldgico.*

Las proteinas también intervienen en un gran nime-
ro de procesos biolégicos, como el soporte celular, la
tension y la flexibilidad de los tejidos, la respuesta in-
mune y las reacciones enzimaticas.® Pero su especifici-
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dad en sus funciones biolégicas varia de acuerdo al
tipo de moléculas presentes en ella, dentro de éstas te-
nemos: las encargadas de dar proteccion que son glu-
coproteinas basicas ricas en prolina-albumina; las que
regulan el mantenimiento de la integridad dental como
son: fosfoproteinas, tirosina, cistatina S, PRP’s anioni-
cas, histatinas neutrales; las que mantienen la integri-
dad de las mucosas: mucinas, cistatinas, PRP’s. Las
encargadas de la reparacion de los tejidos blandos
como es el factor de crecimiento epidermal; las regula-
doras del mantenimiento del pH como son: bicarbona-
tos, fosfatos, urea, péptidos ricos en histidina, aminoa-
cidos; y por ultimo las responsables de la actividad
antimicrobiana, como la IgA secretoria, las mucinas, la
lisozima, las glucoproteinas basicas, la lactoferrina, la
peroxidasa y las histatinas.®

El contenido proteico total en saliva humana es en
promedio de 300 mg/100 mL pero puede variar de-
pendiendo el método de analisis utilizado; en este
estudio utilizamos la técnica de Bradford.

El equilibrio y la integridad de la mucosa bucal de-
pende de la calidad de la saliva, el tipo de pH y la con-
centracién de proteinas; los cuales son factores que
hacen posible que la saliva proteja a los tejidos duros
y blandos de la cavidad bucal. Quiza sea posible que
el pH y la concentracién de proteinas totales se en-
cuentre alterado en pacientes que estan sujetos a tra-
tamiento de ortodoncia, ya que la aparatologia teori-
camente puede alterar la composicién de la saliva.

Por lo que se considera de importancia analizar si
existen cambios significativos en el pH y la concen-
tracién de proteinas salivales en los pacientes suje-
tos a tratamiento ortodéntico.

El objetivo de este trabajo fue determinar el pH y
la concentracion de proteinas totales en pacientes
con y sin aparatologia ortoddntica.

METODOS

Este estudio fue transversal y prospectivo, para lle-
varlo a cabo se seleccionaron 30 pacientes volunta-
rios de la clinica de Ortodoncia de la Divisiéon de Estu-
dios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia UNAM. De los 30, 15 integraron el grupo
control (sin aparatologia) y 15 con aparatologia orto-
dontica fija, correspondientes al grupo experimental
con edades comprendidas entre los 15 y 25 afios, de
ambos géneros.

Se pidi6 a los pacientes que participaron en el estu-
dio se abstuvieran de comer, beber, fumar y de realizar
su higiene bucal dos horas antes de la coleccion de sa-
liva; se tomaron dos muestras por paciente. Las mues-
tras de saliva fueron colectadas en una sola sesion
para cada individuo, bajo las mismas condiciones y por
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Figura 1. Curva patrén para la determinacién de proteina
usando albumina sérica bovina como estandar.

la misma persona entre las ocho y las diez de la mafia-
na, con el propésito de reducir en lo posible la influen-
cia de los ritmos circadianos de cada sujeto.” La prime-
ra muestra fue tomada sin estimulo (Saliva total
humana, STH) durante 5 minutos; la segunda muestra
fue de saliva estimulada (STHe) colectada inmediata-
mente, pidiendo a los pacientes producir un moderado
estimulo masticando un trozo de plastico, durante un
minuto. La saliva se colecté en un tubo de propileno
desechable, estéril, con tapa enroscable de 15 mL mar-
ca Costar, una vez obtenidas las muestras se almace-
naron a —20°C durante un mes. Se descongelaron a
temperatura ambiente, primero se midié el pH en un
potenciémetro marca Conductronic pH 120, introdu-
ciendo el electrodo dentro de cada tubo con saliva.

Para la obtencién de concentracion de proteinas to-
tales se utilizé la técnica de Bradford, utilizando azul
de Coomasie G-250, transportandolas a un espectro-
fotbmetro marca Gene Quant pro. Para la obtencién
de la concentracién de proteinas se realiz6 una curva
patrén de albimina sérica bovina (Figura 1). La cual
consistio en:

Obtencién de la curva estandar utilizando BSA
(albumina sérica de bovino), se prepararon 4 estanda-
res y un blanco de la siguiente manera:

En 5 tubos eppendorf se realiz6 la tincién:

Tubo 1 se coloc6 5 uL de 0.5 mg/mL BSA, 95 uL de
0.15N NaCly 1 mL Bradford.

Tubo 2 se coloc6 10 pL de 0.5mg/mL BSA, 90 pL
de 0.15N NaCly 1 mL Bradford.

Tubo 3 se colocé 15 pL de 0.5mg/mL BSA, 85 pL
de 0.15N NaCl y 1 mL Bradford.
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Tubo 4 se colocé 20 pL de 0.5mg/mL BSA, 80 pL
de 0.15N NaCl y 1 mL Bradford y el tubo 5 sirvi6 de
blanco o control colocando 100 L de 0.15N NaCly 1
mL del reactivo de Bradford.

Todos los tubos se llevaron al vortex para que se
homogeneizaran los reactivos, y se dejaron a tempe-
ratura ambiente por un lapso de 2 minutos. Posterior-
mente se tomé 1 mL de la solucion de cada tubo en
una cubeta de plastico (especial para el espectrofoté-
metro) para determinar a 595 nm por medio de espec-
trofotometria una curva estandar asi como la concen-
tracion de proteinas.

Obtencioén de concentracion de
proteinas salivales

Para poder cuantificar las proteinas se utiliz6 el mé-
todo de Bradford que se basa en el acoplamiento del
colorante azul de Coomasie con la proteina y se deter-
mina colorimétricamente, si existe una relacion directa
entre el desarrollo del color en el espectrofotometro y la
concentracion de proteinas; para realizarlo se descon-
geld la saliva, se tomd con una micropipeta de 1 mL 'y
se colocé en una microcentrifuga marca BIORAD mo-
delo 14 a 12,000 rpm x 30 minutos. Después se toma-
ron 5 uL de sobrenadante y se colocaron en un tubo
eppendorf colocandoles 95 pL de 0.15N NaCly 1 mL
Bradford. Se llevé al vortex y se dej6 reposar 2 minutos
(esto fue aplicado a todas las muestras). Acto seguido
se pasaron a una cubeta de plastico para determinar a
595 nm 1 mL de esta solucion en el espectofotémetro,
donde se gener6 una curva estandar por medio de ab-
sorbancia a 595 nm y se observé contra la concentra-
cién de proteinas.

El espectrofotometro indicaba la insercién del blanco
y la secuencia en que las muestras tenian que ingresar
para ser analizadas. Por Gltimo se obtuvieron prome-
dios, desviaciones estandar y t de Student para la de-
terminacién de concentracién de proteinas y pH, a las
muestras de saliva estimulada y no estimulada tanto en

el grupo control como en el grupo bajo tratamiento orto-
dontico a un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

El total de los pacientes muestreados fue de 30, de
ellos 26 fueron femeninos y 4 masculinos con un pro-
medio de edad de 19.8 afos.

En el grupo control se obtuvieron en la saliva esti-
mulada (STHe) un promedio para el pH de 8.4 + de
0.31, la concentracién de proteinas fue de 8.06 + 5.72,
la absorbancia promedio que determiné el espectrofo-
témetro fue de 0.43 ug/mL; en la saliva no estimulada
(STH) el pH promedio observado fue de 7.48 + 0.55 y
la concentracion de proteinas fue de 8.22 £ 5.64 y la
absorbancia promedio fue de 0.44 ug/mL.

En el grupo con tratamiento de ortodoncia los re-
sultados promedio y desviacion estandar para la sa-
liva estimulada mostraron que el pH fue de 7.67 + .64
y la concentraciéon de proteinas de 9.72 + 3.97, la ab-
sorbancia tuvo un promedio de 0.49 ug/mL; para la
saliva no estimulada el pH fue de 6.76 £ 1.01, la con-
centracion de proteinas fue de 7.96 + 2.92 y la absor-
bancia promedio de 0.43 ug/mL.

También se muestra el promedio, desviacién es-
tandar y la t de Student obtenidos en la determinacion
de concentracion de proteinas y el pH de ambas sali-
vas. Dentro de los resultados se encontré que existie-
ron diferencias estadisticamente significativas en el
pH de la saliva total no estimulada P < 0.05 (Cuadro |).
Cabe recalcar que los rangos de desviacién estandar
son amplios debido a que es un estudio piloto.

DISCUSION

La cantidad y calidad de la saliva que se secreta
depende de procesos locales y sistémicos, incluyendo
el control del sistema nervioso simpdatico y parasimpa-
tico, neuropéptidos, hormonales y de estimulacién.?0
Hernandez Herrera y cols,!* mencionan que la con-

Cuadro I. Caracteristicas de la saliva en pacientes con tratamiento de ortodoncia y grupo control.
Posgrado de la Facultad de Odontologia UNAM. 2002.

Control Ortodoncia Prueba estadistica
Caracteristicas de la saliva X DE X DE t Student Valor p
Concentracion proteinas STHe 8.06 5.72 9.72 3.97 0.932 0.36
Concentracion proteinas STH 8.22 5.64 7.96 2.94 0.152 0.88
pH STHe 8.02 0.31 7.67 0.64 1.860 0.08
pH STH 7.48 0.55 6.76 1.01 2.490 0.02*

Fuente: Directa
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centracién de proteinas totales es menor en los nifios
estudiados por ellos, que las cifras reportadas en los
paises desarrollados; ellos trataron de determinar los
factores que predisponen a la caries como son el pH,
flujo salival en reposo y estimulado, asi como la cuan-
tificacion de proteinas salivales totales en nifios con
caries y sin caries; encontraron que existe tendencia
al aumento en el flujo de STH y STHe conforme avan-
za la edad en los nifios, lo que no ocurre con las ni-
flas. La diferencia en la concentracién de proteinas to-
tales entre nifios sin caries y con altos indices de
caries fue estadisticamente significativa en las edades
de 7 y 8 afios con una p < 0.005. En cambio en las ni-
flas, la diferencia estadisticamente significativa se ob-
servo a las edades de 10 y 11 afios con una p <
0.08.! En este trabajo se encontré en jévenes de 15 a
25 afios, que el pH promedio fue 7.67 en la saliva es-
timulada y 6.76 en la saliva no estimulada en el grupo
de estudio, lo cual puede indicar que podria existir
mayor proteccion a los tejidos duros dentarios contra
la desmineralizacion al basificarse el pH.

Con respecto a la concentracién de proteinas,
ésta no presenté diferencia estadisticamente signifi-
cativa, probablemente debido a que los pacientes no
tenian caries y a lo reducido de la muestra, ya que
era una muestra cautiva.

En lo que respecta a la concentracién de proteinas,
Hernandez y cols. observaron que al disminuir el por-
centaje de caries aumenta la concentracion de protei-
nas. En virtud de que las proteinas salivales desem-
pefian un papel fundamental contra la caries, ellos
consideraron que deben hacerse campafias para me-
jorar los habitos alimenticios de los nifios, asi como
crear conciencia en los padres de familia de la necesi-
dad de que sus hijos tengan una dieta balanceada y
mejoren sus habitos de higiene bucal.!

Banderas? encontré en su estudio sobre la con-
centracién de proteinas totales en saliva total huma-
na que las proteinas no estimuladas, los sujetos de
18 afios del sexo masculino presentaron la mayor
concentracion de proteinas totales (1.544 + .20), asi
como los indices mas bajos tanto de prevalencia
CPOD (6.7) y componente cariado (2.2). Las mujeres
de 19 afios presentaron la mayor concentracién de
proteinas (1.602 + .65), con valores relativamente
bajos tanto en la prevalencia de CPOD (10.7) como
del componente cariado (1.3). La concentracion de
proteinas estimuladas fue mayor en los sujetos mas-
culinos de 24 afios (1.959 + 1.16); sin embargo, és-
tos presentaron una alta prevalencia de CPOD (11.0)
y de experiencia de caries (3.6). En lo referente al
género femenino, las mayores concentraciones de
proteinas estimuladas fueron en el grupo de 17

(1.742 + .12) y 23 afios (1.720 mg/mL); en ambos ca-
sos la prevalencia de CPOD fue alta.?

Existen diferentes métodos para determinar la
concentracién de proteinas como: El método de Sed-
mark y Grossberg,” el de Biuret®y el método de Bra-
dford.?2

Con este método las proteinas tienen una capaci-
dad de absorcién méaxima de 465, eso cambia a 595
nm cuando el colorando esta unido a las proteinas.
Este es el principio basico del azul de Coomasie para
la determinacion de proteinas por Bradford. El método
de Bradford ha sido modificado por Read and Nor-
thcote, y estas modificaciones ocasionan un incre-
mento en la concentracion del tinte, desarrollando una
mayor sensibilidad y una marcada disminucion en la
variabilidad del color con diferentes proteinas, lo cual
es la principal desventaja del método.

La ventaja de este método es su simplicidad (sola-
mente un reactivo) y su rapidez (5 min) la tira del tin-
te es mas sensitiva que la del Folin Fenol y no es
afectada por reactivos comunes, se ha demostrado
gue algunas sustancias pueden interferir con el de-
sarrollo del color pero no hay evidencias de cambios
sobre el color de las proteinas.

El método de Bradford puede ser usado en: suero,
orina, liquido cefalorraquideo, saliva, sudor, etc. Y las
muestras se pueden almacenar refrigerando a 4° C
hasta por 72 horas o bien congelarla a —20°C hasta
por dos meses. Una vez obtenidas las muestras de-
beran centrifugarse a 3,000 rpm/3 min a fin de sepa-
rar las células u otros detritus celulares.?

Las proteinas salivales totales y las especificas
pueden determinarse por diversos métodos en bus-
gueda de su asociacion con trastornos de la cavidad
bucal o de tipo sistémico.

Como lo muestra un estudio piloto hecho por Char-
les,'® en donde sugiere que la proteina c-erbB-2 pre-
sente en saliva podria ser una clave en el diagnéstico
oportuno de cancer de mama en hombres y mujeres.*3

Asi como en un estudio realizado en la Universidad
de lowa se encontr6 que los niveles de calprotectina
en saliva estaban aumentados en pacientes con can-
didiasis.®

Hay pocos estudios basicos y clinicos que muestren
las caracteristicas fisioldgicas y biol6gicas de la saliva y
su correlacion con entidades clinicas especificas de
nuestra poblacion.

CONCLUSIONES

» En este trabajo dentro de los resultados encontra-
mos que existieron diferencias estadisticamente
significativas en el pH de la saliva total no estimula-
da del grupo de estudio (t de Student P < 0.05).
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» La aparatologia ortodéntica cambia el medio am-
biente bucal modificando el pH salival volviéndolo
més &cido, en cambio no altera la concentracién
de proteinas totales.

» Hay que destacar que la saliva en un futuro quiza
sea el medio de diagnéstico no invasivo de algunas
enfermedades sistémicas y locales.
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