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RESUMEN

Objetivo: Entre las moléculas organicas que componen la saliva se han descrito un gran numero de proteinas. No existe evidencia suficiente
que permita especular sobre los cambios en el contenido proteico salival asociados al envejecimiento normal. El objetivo fue determinar si existen
diferencias en la concentracion total de proteinas en saliva de adultos y adultos mayores. Método: Se obtuvieron muestras de saliva estimulada y
no estimulada de individuos pertenecientes a dos grupos etarios, adultos (A) (n=30) (edad promedio: 25 afios) y adultos mayores (AM) (n=30) (edad
promedio: 68 afios). Se excluyeron aquellos sujetos que presentaron alguna patologia oral/sistémica o consumo de farmacos/sustancias relacionados
con alteraciones del flujo o composicion salival. Cada muestra fue centrifugada. A 10 ul del sobrenadante se agregaron 190 pl de solucién de Bradford.
Se realizé el recuento mediante lectura con espectrofotémetro (595 nm). La concentracion de proteinas fue comparada entre los grupos en estudio
utilizando la prueba t de Student (p<0.05). Resultados: La concentracion de proteinas totales de saliva no estimulada fue mayor en AM (5.5+2.6 pg/
pl) que en A (3.2+1.7 ug/ul) (p<0.05). La concentracion de proteinas totales de saliva estimulada fue mayor en AM (4.9+0.4 pg/ul) que en A (4.0+0.3
ug/pl) (p<0.05). Conclusién: La concentracién de proteinas en saliva aumenta en adultos mayores. Se requieren nuevos estudios para caracterizar
estos cambios salivales con la edad.
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ABSTRACT

Objective: Ahigh number of proteins has been described in saliva. Scarce evidence allows to speculate about the variations on protein content associated
with aging. The aim was to determine if there is a difference in total protein concentration between adults and older adults. Methods: Samples were
collected from unstimulated and stimulated saliva of individuals from two age groups, adults (A) (n=30) (mean age 25 years) and older adults (OA) (n=30)
(mean age: 68 years). Subjects with oral/systemic diseases or consuming medications that alter salivary flow were excluded from the study. Each sample
was centrifuged and 10 pl of the supernatant was added to 190 pl of Bradford solution. Protein concentration was obtained by spectrophotometry (595
nm) Protein concentration was compared between the groups using student’s t test (p<0.05). Results: Total protein concentration from unstimulated saliva
was higher in OA (5.5+2.6 ug/ul) than in A (3.2 £ 1.7 ug/ul) (p<0.05). Total protein concentration of stimulated saliva was higher in OA (4.9+0.4 ug/ul) than
in A (4.0£0.3 ug/ul) (p<0.05). Conclusion: Salivary protein concentration increases in older adults. Further studies are suggested to characterize these
changes.
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INTRODUCCION

La saliva juega un significativo rol en la preservacion y
mantencién de la salud oral™. Se compone de un 99% de agua y sélo un
1% de moléculas organicas e inorganicas. Entre las moléculas organicas,
se han descrito un alto porcentaje de proteinas®?. Si bien, a la fecha se
han descrito mas de 1000 tipos diferentes de proteinas, sus propiedades
bioquimicas para muchas de ellas, estan aun en estudio“%), como asi
también la asociacion de estas con enfermedades como diabetes®,
fibrosis quistica, cancer oral® y caries dental®. Junto a lo anterior, se
describe que el proceso de envejecimiento podria alterar el contenido
proteico de la saliva®'®.

Las proteinas salivales juegan un rol mayor en la dindmica de
la cavidad bucal, ya que se les atribuyen propiedades antimicrobianas y
antifungicas, participan en la lubricacién y mantencion de la integridad
de la mucosa, contribuyen a aumentar la capacidad buffer y promueven
la remineralizacion, ademas de participar en los procesos fisioloégicos de
deglucién, digestion, fonacion y gusto(”. La importancia de analizar las
variaciones existentes en la composicion proteica salival, radica en que

estas moléculas juegan un rol preponderante en la mantencion de la salud
e integridad tanto de los tejidos dentarios, como de la mucosa oral,

Hasta ahora, poco se sabe de los cambios en el contenido
proteico salival asociados al envejecimiento normal y no existe evidencia
sustancial que permita especular sobre las variaciones esperables segun el
grupo etario. Un estudio, demostré que las caracteristicas de las proteinas
salivales en nifios eran significativamente diferentes a las de los adultos,
presentandose menor concentracion de proteinas y numero de bandas en
geles de electroforesis a medida que avanza la edad de los sujetos('?. Por
el contrario, otra investigacion report6 diferencias en el contenido y tipo
de proteinas de la saliva de mujeres de distintas edades, presentandose
mayores valores a mayor edad?.

El vertiginoso aumento de la poblacion mayor en el mundo
hace de este un tema de alta relevancia. En la actualidad, a nivel mundial
los adultos mayores (personas sobre 60 afios) representan el segmento
poblacional con mayor proyeccién de crecimiento; esperandose que
para el afio 2050, la cantidad de personas mayores supere a la cantidad
de personas jovenes(®. En Chile, el afio 2010 los adultos mayores
representaban el 13% de la poblacién y se espera que para el afio
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2050 este grupo crezca hasta un 28%4, presentando el indice de
envejecimiento mas alto de América Latina™. Para el 2050 se espera que
la proporcién de personas mayores llegue a cerca del 28%'®.

En la presente investigacion planteamos un método sencillo
para la determinacién de la concentracion de proteinas en la saliva, lo que
pretende ser un primer paso para la exploracién de diferencias cuantitativas
y cualitativas en las proteinas salivales por grupo etario o por patologia
especifica. Los hallazgos de este y otros estudios en curso serviran como
base para el desarrollo de test diagnosticos o de determinacion de riesgo
de patologias de alta prevalencia como caries o enfermedad periodontal.
Asi, dada la falta de informacion disponible y considerando la potencial
importancia diagnostica de las proteinas salivales en diferentes grupos
etarios, el objetivo de este trabajo fue determinar si existen diferencias en
la concentracion total de proteinas en saliva de adultos y adultos mayores.

PACIENTES Y METODOS

Para realizar el estudio, se selecciondé una muestra por
conveniencia de 60 individuos (30 de género masculino y 30 femenino)
entre los pacientes que estaban en control médico-odontoldgico regular en
los consultorios de la ciudad de Talca, Chile. Para ingresar al estudio, los
sujetos debian leer y firmar un consentimiento informado. El protocolo del
estudio y el consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de
Bioética de la Universidad de Talca.

Se conformaron dos grupos: Adultos (grupo A; n=30), compuesto
por 15 hombres y 15 mujeres, cuyas edades fluctuaron entre 18 y 39 afios
(promedio: 25 + 3 afios) y Adultos Mayores (grupo AM; n=30), compuesto
por 15 hombres y 15 mujeres, cuyas edades fluctuaron entre 61 y 87 afios
(promedio: 68 + 6 afios).

A cada participante, se le realiz6 una anamnesis general,
examen clinico extra e intraoral y los datos fueron registrados en una Ficha
Clinica confeccionada para el estudio.

Se excluyeron del estudio a aquellos sujetos que presentaron
alguna patologia oral o sistémica relacionada con alteraciones del flujo
o composicién salival, consumo de farmacos de cualquier tipo que
alteren la secrecion salival”, consumidores de alcohol®, fumadores('® o
tratamiento de radioterapia y/o quimioterapia de cabeza y cuello®.

Recoleccion de Muestras Salivales

A cada participante se le solicité una muestra de flujo salival
no estimulado y estimulado segun el Protocolo del Departamento de
Cariologia de la Universidad de Malmo, Suecia. Para tal accion se les
solicitd a los participantes que acudieran a la toma de muestra sin haberse
lavado los dientes ni comido, al menos dos horas antes(®?"). De ser
necesario, solo podian beber agua.

Todas las muestras de flujo salival fueron recolectadas en una
sola sesion para cada individuo (con una diferencia de 20 minutos como
minimo entre estimulado y no estimulado), bajo las mismas condiciones
y por el mismo operador entre las nueve y once de la mafana, con el
propésito de reducir la influencia de los ritmos circadianos en el flujo
salival®,

Recuento de Proteinas

Cada muestra fue recolectada en tubos milimetrados estériles de
15 ml (Kima, Italia), rotulados con la edad y género del sujeto y mantenidas
a -20°C en un recipiente con hielo seco durante su recoleccion y traslado
al laboratorio(22). Las muestras fueron centrifugadas (12.000 rpm por 20
minutos a 4°C) y 10 pl del sobrenadante depositados en una microplaca
de 96 pocillos (Becton Dickinson, USA). Se efectud la determinacién del
contenido de proteinas mediante un kit Bradford Reagent B6916 - for
1-1.400 pg/ml protein (Sigma-Aldrich, USA), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente: se agregaron 190 ul de solucién de Bradford a
los 10 pl de muestra y se incub6 30 minutos a temperatura ambiente. Una
vez completado el tiempo, se efectud la lectura con un espectrofotémetro
(VICTOR™ X - Multilabel Plate Reader, PerkinElmer, USA) a una longitud
de onda de 595 nm y se proceso la informacion con el software Gen5 Data
Analysis Software (Biotek, USA).

Analisis Estadistico
La normalidad en la distribucién de los datos fue verificada

Castro RJ y cols.

con el test Kolmogorov-Smirnov el que indicé normalidad. Para comparar
las diferencias entre los grupos de estudio, se utilizé el test t de Student.
Se consideraron significativas estadisticamente la diferencias si el valor
p<0.05. Los analisis fueron efectuados a través del software SPSS v 17.0
para Windows.

RESULTADOS

Concentracion Total de Proteinas de Saliva no Estimulada

Los adultos tuvieron una concentracién de proteinas en la
saliva no estimulada de 3.2 + 1.7 pg/ul, mientras que en los adultos
mayores fue de 5.5 + 2.6 pg/pl, diferencia que resulté estadisticamente
significativa (p<0.05) (Figura 1).

Al comparar los resultados segun género, no se observaron
diferencias entre hombres y mujeres en la concentracién de proteinas,
ni en los adultos, ni en los adultos mayores (p>0.05) (Figura 1). Sin
embargo, los hombres adultos mayores (5.4 + 0.5 pg/pl) tuvieron mas
altas cantidades de proteinas salivales que los hombres adultos (3.0
0.4 pg/ul) (p>0.05) (Figura 1). Asimismo, las mujeres adultas mayores
(5.6 £ 0.8 pg/pl) mostraron mayor concentracién de proteinas que las
mujeres adultas (3.8 + 0.4 pg/ul) (p<0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de proteinas en saliva no estimulada. Se determind la
concentracién de proteinas a partir de muestras de flujo salival no estimulado de
adultos (A) y adultos mayores (AM). La figura muestra las concentraciones proteicas
(Mg proteina/pL de saliva no estimulada) del total de Ay AM (barras grises), hombres
adultos (HA) y hombres adultos mayores (HAM) (barras blancas) y mujeres adultas
(MA) y mujeres adultas mayores (MAM) (barras negras). Las barras representan el

promedio + DS. Comparaciones entre los corchetes. *=p<0.05.

Concentracion Total de Proteinas de Saliva Estimulada

Similar a lo observado para la saliva no estimulada, la
concentracion de proteinas salivales de los adultos fue menor (p<0.05)
que la de adultos mayores, con valores de 4.0 + 0.3 ug/pl y 4.9 + 0.4 ug/
ul respectivamente (Figura 2). Pese a que no se observaron diferencias
significativas entre hombres y mujeres del mismo grupo etario (p>0.05),
los hombres adultos tuvieron menor concentracion de proteinas (p<0.05)
que los hombres adultos mayores, con valores de 3.3 + 0.4 pug/ul y 4.4
+ 0.3 pg/pl respectivamente (Figura 2). Una similar tendencia se obtuvo
entre mujeres adultas y adultas mayores, con 4.7 + 0.4 pg/uly 5.5+ 0.5
ug/ul, respectivamente (p<0.05) (Figura 2).

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion muestran que a medida
que avanza la edad, aumenta el numero de proteinas salivales totales,
independientemente del sexo de las personas. Si bien, se asumié por
mucho tiempo que la disminucion en la cantidad de saliva es un proceso
normal, propio del envejecimiento®, y esta alteracion tendria un directo
impacto sobre la composicion de este fluido, hoy sabemos que en
individuos sanos, el flujo salival se mantiene estable en relacién al paso de
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Figura 2. Concentracion de proteinas en saliva estimulada. Se determiné la
concentracion de proteinas a partir de muestras de flujo salival estimulado de
adultos (A) y adultos mayores (AM). Se muestran las concentraciones proteicas
(ug proteina/pL de saliva estimulada) de Ay AM (barras grises), hombres adultos
(HA) y hombres adultos mayores (HAM) (barras blancas) y mujeres adultas (MA)
y mujeres adultas mayores (MAM) (barras negras). Las barras representan el

promedio + DS. Comparaciones entre los corchetes. *=p<0.05.

los afios®?. Sin embargo, aun existe controversia respecto de la cantidad
y variedad proteica salival en individuos de diferente edad y estado de
salud general, ya que multiples factores locales o sistémicos explican
las variaciones en la composicién quimica salival®. A pesar de esto,
diferentes autores concuerdan con que una disminucién en el contenido
proteico de la saliva representa un claro indicador de riesgo de caries®.

La poblacién de Chile y del mundo estd experimentando
cambios demograficos dramaticos®). Se espera un aumento importante
en el nimero de adultos mayores para los afios venideros, los que se
esperan alcancen un 20% de la poblacion para el afio 2025(%). De alli
que el conocer las caracteristicas del envejecimiento en la fisiologia y la
patologia de la cavidad bucal resulte de alto interés. Dado que la saliva ha
demostrado un rol protector frente a la caries y otras patologias orales",
variaciones en su composicién pueden jugar un papel como factores de
riesgo o actuar como agente etiolégico. De hecho, los adultos mayores
presentan significativamente mas altas tasas de caries radiculares®” y un
biofilm de composicion diferente que individuos adultos?®,

Dado que no existen estudios con resultados concluyentes sobre una

Concentracion de proteinas salivales y edad

cantidad o valor especifico de referencia para el recuento de proteinas totales,
ademas de ausencia de un método Unico estandarizado, la comparacién de
nuestros resultados con los obtenidos por otros autores es dificil.

En esa misma direccion, tampoco existe un protocolo para procesar
las muestras salivales. En nuestro estudio, analizamos la concentracion
proteica tanto en muestras de saliva estimulada como no estimulada; lo
cual resulta interesante si se piensa que ambos flujos tienen diferente origen
glandular®), se secretan ante diferentes condiciones y presentan diferentes
caracteristicas bioquimicas y pese a ello, ambos muestran un comportamiento
similar en cuanto a la concentracion proteica segun la edad.

Al contrastar los resultados segun sexo, no es posible observar
diferencias en las concentraciones proteicas. Con respecto al tema, en la
literatura no existe evidencia soélida que muestre algun tipo de diferencia
entre hombres y mujeres.

Diversas patologias sistémicas pueden afectar el flujo salival
y consecuentemente la concentracion de proteinas('7-2030), A diferencias
de otros estudios, los criterios empleados en el presente trabajo para la
seleccion de pacientes, excluyeron aquellos que presentaran patologias
sistémicas, para asi evitar la influencia de esta en la concentracion
proteica y aislar mejor el efecto del proceso fisioldgico del envejecimiento.
Pese a lo anterior, futuros estudios deberian abordar la teméatica de las
enfermedades sistémicas o del consumo de farmacos, de tal suerte de
incorporar factores que son prevalentes para este grupo poblacional.

En relacion al numero de proteinas salivales especificas y
envejecimiento, algunos autores sostienen que hay una disminucién en
los niveles salivales de Inmunoglobulina M e inmunoglobulina G asociadas
a este proceso. Sin embargo, los valores para IgA se mantendrian estables
conforme avanza la edad de los individuos®@*.

El analisis de la concentracion y luego del tipo de proteinas,
junto a la obtencion de un perfil proteico salival en relacién a la edad,
seria el primer paso para dilucidar un posible rol que tendria la presencia
o0 ausencia de estas moléculas, en el proceso salud-enfermedad;
permitiendo identificar proteinas salivales vinculadas a una enfermedad
especifica, como por ejemplo caries o enfermedad periodontal, ayudando
a su diagnostico, el monitoreo de su progresion, identificar grupos de
riesgo susceptibles y planificar tratamientos.
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