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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

Las principales enfermedades que ocasionan morbilidad y mortalidad tienen una
causa en comun: el envejecimiento. El envejecimiento es un proceso heterogéneo
que ocurre cuando un organismo deja de crecer y se caracteriza por una
disminucién progresiva del funcionamiento en todos los niveles, incluyendo células,
tejidos y 6rganos, que conducen a una reduccion en la adaptabilidad de los seres

humanos a su entorno [1-6].

México experimenta un intenso proceso de envejecimiento demografico, pues
transita de una poblacion joven a una mas envejecida. Esto implica que la
proporcion de personas de la tercera edad aumenta mas rapidamente que cualquier
otro grupo de edad. De acuerdo con el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO),
en 2015, de cada diez mexicanos tres eran menores de 15 afios (27.6%) y s6lo uno
de 60 afios o0 méas (10%). Sin embargo, se prevé que para el afio 2050 esta
composicién se vea profundamente alterada, pues en la poblacién habr4 una
proporcion casi idéntica de jovenes de menos de 15 afios (20.7%) y de adultos
mayores (21.5%) [7].

Aunado a lo anterior, el envejecimiento conlleva una especificidad de género, puesto
gue en todas las entidades federativas la poblacion adulta femenina de mujeres de
60 afios 0 mas, es mayor a la masculina [7]. La poblacion femenina se enfrenta,
paraddjicamente a una peor calidad de vida, ya que existe una mayor prevalencia
de enfermedades relacionadas con la edad, en particular enfermedades

degenerativas y, en consecuencia, un aumento de la discapacidad [1].

Varios factores, como las hormonas sexuales, los genes codificados en los
cromosomas sexuales y los comportamientos relacionados con el género, podrian
contribuir a las diferencias observadas en la incidencia de enfermedades crénicas y
autoinmunes. Por esto, se vuelve prioritario ampliar la comprension respecto a los
cambios relacionados con el aumento de la edad y el género [8,9], mediante la

evaluacion de las caracteristicas fisiologicas de la poblacién joven sana en la




primera mitad del ciclo vital, antes de que desarrollen enfermedades [2,4,8]. El
objetivo de este enfoque de investigacion no es aumentar la longevidad humana,

sino la longevidad libre de discapacidad y dependencia funcional [4].

Considerando que en 35 afios, la poblacién de 60 afios 0 mas comprendera una
fraccion mayor al 20% de los habitantes de México [7], esta tesis se enfocé en la
poblacién femenina de entre 15 y 59 afos, pues en 2015, equivalia al 63% de la
poblacidn total de mujeres del pais, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) [10].

En la figura 1.1. se reportan las principales causas de mortalidad para las mujeres
en este rango de edad y se puede observar que las padecimientos cronicos
relacionados con la edad, como las enfermedades del corazon, la diabetes mellitus
y el cancer, son las que presentan tasas mas altas de mortalidad después de los 35
afios [11]. Estas afecciones patoldgicas, asi como la periodontitis y la artritis
reumatoide, por mencionar solo algunas, estan determinadas, al menos en parte,
por algunos mecanismos, como el estrés oxidativo, la inflamacion, la senescencia y

muerte celular [1].

Principales causas de mortalidad

13.32%

9.79%

11.80% 9.30%

Porcentaje de la poblacién

de 15 a 24 afios de 25 a 34 afios de 35 a 44 afnos de 45 a 64 anos
Grupos de edad

®E Tumores malignos ® Accidentes " Agresiones ® Diabetes mellitus = Enf. del corazén

Figura 1.1. Principales causas de mortalidad en el afio 2016 para cada gran grupo de edad de
mujeres considerado por el INEGI en México. Fuente: construccion realizada en base a los datos
del INEGI [11].




La mayoria de estas enfermedades representan un gran desafio debido a que no
se detectan hasta una fase tardia donde los sintomas morbidos se hacen evidentes
[12], por ello, ha crecido el interés en torno al uso de herramientas de anélisis como
los biomarcadores [1,13], que revelan una problemas médicos antes de que la
enfermedad se compliqgue [14] y que se han manejado extensivamente con el

adelanto persistente de la biotecnologia [13].

La biotecnologia se define como “la aplicacién de la ciencia y la tecnologia a los
organismos vivos, asi como a sus partes, productos y modelos, para alterar los
materiales vivos o no vivos para la produccion de conocimiento, bienes y servicios”
[15,16]. Particularmente, en la presente tesis se abordaran temas relacionados con
la biotecnologia médica (también llamada roja) [17]. Algunas de las aplicaciones
sobresalientes de los ultimos afios, han sido realizadas en areas que se han
ramificado de la biotecnologia médica como la medicina molecular, la medicina
regenerativa y la medicina personalizada [18]. Esta ultima tiene como objetivo
principal “mejorar la estratificacion y el tiempo de atencion a la salud utilizando
informacion biolégica y biomarcadores” [19], siendo estos Ultimos, el objeto de

estudio de esta tesis.

Un biomarcador como acrénimo de marcador biologico, se define como “una
caracteristica determinada que se utiliza como un indicador de procesos biolégicos
normales, procesos patogénicos o0 respuestas a una exposicién o intervencion,
incluidas las intervenciones terapéuticas” [20]. Dentro de la literatura, se puede
encontrar una diferenciacion entre los biomarcadores denominados clasicos y los

nuevos [21].

Los biomarcadores clasicos o macroscépicos son las manifestaciones clinicas,
desde el pulso y la presion arterial hasta pruebas de laboratorio de sangre y otros
tejidos. Algunos ejemplos cotidianos son los niveles de glucosa en sangre de
personas con diabetes mellitus o el lactato en sangre después del ejercicio [21-23].
En cambio, los marcadores nuevos o microscopicos, estan vinculados al rapido
crecimiento de la biologia molecular y la tecnologia en los laboratorios [23,24].

También pueden ser llamados biomarcadores moleculares y son cualquier




alteracion molecular especifica de una célula [21,25,26]. Tanto muestras de tejido
sélido como de fluidos corporales, pueden ser aptas para emplearse como
biomarcadores o ser el medio de deteccién de estos [27,28].

Los biomarcadores se desarrollan para muchos propositos diferentes, un ejemplo
es la clasificacion y prediccién de enfermedades. En este trabajo, se consideran los
gue pertenecen a la primera categoria, que incluye los marcadores de diagnostico,
deteccidén y prondstico [29]. Asimismo, se hace énfasis, en los marcadores de
deteccidn, es decir, aquellos que se usan en personas asintomaticas para detectar
una enfermedad o afeccion en una etapa temprana [29]. Estos también se
denominan de “prevencién secundaria”, pues estdn dirigidos a evitar las
consecuencias involucradas con el desarrollo de enfermedad avanzada, en

términos de muerte y discapacidad [30].

En la mayoria de los casos, cuanto antes se detecta y diagnostica una enfermedad,
es mas probable que se cure o controle con éxito. El manejo de una enfermedad,
en especial, en etapas tempranas, puede reducir drasticamente la gravedad de su
impacto en la vida del paciente, o prevenir y/o retrasar las complicaciones
posteriores [14]. Los programas ideales de deteccion deberian ser no invasivos, de
bajo costo, y conducir definitivamente a una reduccion de la morbilidad y la
mortalidad [28].

No obstante, para la deteccion y diagndstico de las principales causas de mortalidad
mencionadas anteriormente, se utilizan procedimientos invasivos, como las biopsias
centrales utilizadas para la confirmacion del diagnéstico de cancer [31], o caros,
como las tecnologias de imagenes, que son utilizadas para el diagnostico de la
enfermedad arterial coronaria (principal causa de morbilidad y mortalidad en

pacientes con diabetes) [32].

Considerando lo anterior, en los ultimos afios se ha propuesto el uso de biofluidos,
porque, en comparacion con las biopsias, pueden recolectarse de manera menos

invasiva y las pruebas son relativamente mas econémicas [33,34].




La sangre sigue siendo el material de diagndstico mas utilizado.
Desafortunadamente, la extraccion de sangre es un procedimiento invasivo que
puede implicar cierto riesgo para la salud del personal médico y los pacientes, asi
como una gran incomodidad para muchos grupos de pacientes. Por lo tanto,
muchos investigadores han recomendado la saliva como el material de diagndstico
ideal no invasivo [35], debido, principalmente a sus caracteristicas excelentes de
muestreo, ya que puede ser recolectado sin dolor, facilmente por los pacientes o el
personal de atencion meédica, no requiere el uso de agujas eliminando la
probabilidad de infecciones transmitidas por la sangre y mejora la conformidad del
paciente [36-38], evitando las molestias transitorias, infeccion en el sitio de

venopuncion y hematomas [39].

Una de las barreras para la adopcion generalizada de métodos de diagnostico
salival, provenia del alto costo y la poca velocidad de la tecnologia involucrada [40].
Sin embargo, gracias al rapido desarrollo de técnicas de analisis, actualmente se
puede relacionar la presencia o el cambio en las concentraciones de componentes
salivales con el diagnostico de enfermedades y el analisis del estado de salud
general [41]. Ademas, en el pasado, los cientificos estaban mas interesados en
estudiar las funciones bioldgicas de la saliva en la boca que en tratar de evaluar su
posible papel como indicador de enfermedades sistémicas u orales. No obstante,
gracias al uso de la saliva en el diagnostico de la enfermedad cardiaca, las
enfermedades autoinmunes y que en 2012, la Food and Drug Administration (FDA,
Administracion de Alimentos y Medicamentos, por sus siglas en inglés) aprobara el
primer kit de autodiagnostico en el hogar, sin receta, que utiliza una muestra oral
para la deteccion rapida de anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), se ha demostrado que la saliva puede ser una ayuda util para el
diagnastico clinico y ha llamado la atencion sobre las posibilidades de deteccion de
otras enfermedades a través del analisis salival [40,42]. Otros ejemplos de
enfermedades que pueden ocasionar cambios salivales se mencionan en el cuadro
1.1.




Enfermedades no infecciosas detectables en la saliva

Céancer Mentales Sistema inmunolégico
de cabeza y cuello Anorexia nerviosa Enfermedades reumaticas
de glandula salival Ansiedad Sindrome de Sjégren

de higado Autismo Hereditarias

de mama Depresion . . T

de ovarios Estrés Fibrosis quistica

de pancreas - : : :

de Bulm()n Sistema endocrino Sistema cardiovascular
gastrico Diabetes mellitus tipo 2 | Enfermedad del corazén
oral Sindrome metabdlico Hipertension

Cuadro 1.1. Ejemplos de enfermedades no infecciosas con cambios identificables en la
saliva, agrupados segun el tipo de enfermedad y ordenados alfabéticamente. Modificado
de lo reportado por Cuevas et al [43].

Asimismo, la saliva ha sido evaluada para el monitoreo de farmacos terapéuticos;
para la deteccion de alcohol, drogas terapéuticas e ilicitas; analisis hormonales;
pruebas genéticas y de paternidad [41]. Estos avances han hecho evidente las
numerosas formas de usar la saliva como un fluido con valor diagnéstico; preciso y
atil en la evaluacién de afecciones orales y sistémicas, que se manifiestan por
trastornos en la secrecién y en la composicion, asi como cambios en los parametros
quimicos y fisicos [43,44]. Por ello, en la Ultima década se ha desarrollado un
creciente interés en la investigacion de las propiedades quimicas, es decir la
sialoquimica, y fisicas de la saliva, como la sialometria, que es el andlisis del flujo
salival [43,45].

Por todo lo anterior, en esta tesis se planted la evaluacion de las caracteristicas
fisicoquimicas de la saliva como el flujo, el pH, la viscosidad y la concentracion total
de proteinas en la poblaciébn femenina adulta, aparentemente sana, que no
presentara signos visibles o sintomas relacionados a enfermedades crénicas. De
este modo, se tendrian caracteristicas fisicoquimicas de referencia en individuos
sanos, necesarias para su comparacion con individuos enfermos en estudios
posteriores. Las edades de los dos grupos de estudio, son similares a los

previamente reportados por Nagler et al. [46].

La hipotesis que planteamos en este estudio piloto, es que los indicadores

cuantitativos de la saliva para dos grupos de mujeres, grupo 1 de 18 a 29 afios y




grupo 2 de 30 a 59 afos, muestran diferencias; para el grupo 2 se presentara menor
flujo salival, menor pH, mayor viscosidad y mayor concentracion de proteinas

totales.

El objetivo general propuesto para comprobar esta hipétesis, fue realizar la
caracterizacion fisicoquimica de la saliva de mujeres mexicanas, entre 18 y 59 afios
de edad, con el proposito de utilizar dicha informacion para la posible identificacion
de biomarcadores asociados con el envejecimiento; mediante la adecuacion de una
metodologia de toma de muestras considerando lo previamente reportado por
Navazesh y Kumar [47], Foglio-Bonda et al. [48], Vibhakar et al. [49] y Alves et al.
[50], a las condiciones del laboratorio. Asimismo, se elaboré un protocolo de
caracterizacion de las muestras a través de la medicion de flujo salival, pH,
viscosidad y contenido de proteinas utilizando de referencia las metodologias
reportadas por Navazesh y Kumar [47]; Ueno et al. [51] y Sajewicz et al. [52];

Hussein et al. [53]; Justino et al. [54]; respectivamente.

Ademas, para el correcto manejo de la informacién y muestras proporcionadas por
los participantes de este proyecto se cont6 con el aval del Comité de Etica de la
Facultad de Estudios Superiores lztacala (FES-1), de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) (Anexo 7.1.) y del Comité de Etica en Investigacion
del Centro de Investigaciones Médicas (CICMED), Universidad Auténoma del
Estado de México (UAEMéx) (Anexo 7.2.).

La pertinencia de la propuesta se justifica, puesto que en la revision bibliografica no
se hallé ninglan trabajo que considerara esta caracterizacion fisicoquimica de la
saliva en poblacion femenina mexicana. Aunado a lo anterior, los reportes clinicos
y cientificos no han logrado reportar rigurosamente los cambios salivales
cuantitativos y cualitativos debido a la falta de estandarizacion en los métodos de
recoleccion de saliva [44], lo cual dificulta la comparacion de resultados entre

estudios.

Por lo tanto, esta tesis presenta un panorama general respecto al uso de la saliva
como medio de probable deteccion de enfermedades asociadas con el

envejecimiento. En el siguiente capitulo, se hablara de los biomarcadores y las fases




involucradas en la investigacion de biomarcadores; de como la saliva puede fungir
como matriz de analisis y los cambios que ocurren conforme la edad avanza
relacionados con las caracteristicas salivales. En el capitulo tres se presentan las
técnicas y procedimientos utilizados para el andlisis de las propiedades
fisicoquimicas de la saliva. Los resultados, su analisis y discusion se presentan en
el capitulo cuatro. Por ultimo, las conclusiones y perspectivas que surgieron de la
elaboracion de este trabajo se encuentran en el capitulo cinco y seis

respectivamente.




CAPITULO 2.
MARCO TEORICO

2.1. Biotecnologia y biomarcadores

La biotecnologia médica, mediante el desarrollo de multiples tecnologias y
productos para el cuidado de la salud, ha permitido mejorar y aumentar la
expectativa de vida [18]. Por medio de la medicina personalizada, tiene el potencial
de permitir que los individuos reciban diagndsticos mas tempranos, evaluaciones de
riesgo y tratamientos 6ptimos. Manteniendo la promesa de mejorar la atencién

médica y al mismo tiempo reducir los costos [55].

Una herramienta importante en el camino hacia personalizar la medicina, es incluir
en el proceso de toma de decisiones a los biomarcadores [27], mediante un enfoque
macro-microscopico, con la integracion de informacion clinica y molecular para
proporcionar un enfoque eficaz, objetivo y repetible, que proporcioné la viabilidad y
la solidez para la deteccion y diagnostico diferencial de enfermedades [23]. Sin
embargo, algunos obstaculos, son la ausencia de métodos de recoleccion de
muestras poco costosos y la falta de biomarcadores definidos para enfermedades
especificas. Afortunadamente, estas limitaciones se pueden superar analizando la

saliva [12] y, estos aspectos se abordaran en las siguientes secciones.

2.2. Fluidos corporales

Actualmente existe un gran interés en el estudio y busqueda de biomarcadores en
los fluidos corporales humanos, también conocidos como biofluidos, biomedios o
fluidos biologicos. Estos términos se usan a menudo de manera intercambiable y
hacen referencia a los liquidos producidos y secretados por las células del cuerpo

[33] que contienen aproximadamente 40% del agua del cuerpo humano [34].

Los biofluidos se excretan, secretan o suministran desde el cuerpo y poseen
diferentes caracteristicas y composiciones, y gracias a esto se consideran entidades
capaces de diagnosticar y predecir el curso de un amplio rango de enfermedades
[56-58]. En el cuadro 2.1. se resume el nivel actual de aplicaciones que tienen

algunos los biofluidos [34].




Relevancia clinica de algunos biofluidos

Utilizado en la rutina Aumento de relevancia Sin relevancia clinica
clinica clinica todavia
Esputo Bilis Cerumen
Heces Flujo peritoneal Fluido cervicovaginal
Liquido amniético Humor vitreo Humor acuoso
Liquido cerebroespinal Lagrimas Linfa
Orina Liquido sinovial Liquido de revestimiento epitelial
Plasma Mucosa nasal Perilinfa
Saliva Pus Reuma
Sudor Sangre menstrual Sebo

Cuadro 2.1. Grado de relevancia clinica de algunos biofluidos humanos agrupados en columnas
y ordenados alfabéticamente. Modificado de lo reportado por Feig [34].

El suero es el fluido mas utilizado en la practica clinica y es el componente liquido
gue queda si la sangre se deja coagular. El suero difiere del plasma en que carece
de los componentes sdlidos y los factores de coagulacién, pero retiene los
electrolitos y las proteinas solubles, incluidos los anticuerpos [59]. El plasma
representa aproximadamente el 55% del volumen total de sangre. Se compone
principalmente de agua (92% en volumen) y contiene proteinas disueltas (6-8%),
glucosa, lipidos, iones minerales, hormonas y dioxido de carbono. Es ligeramente
opalescente y su color amarillo palido es causado por la presencia de pigmentos,

formados por la descomposicion de los eritrocitos [60,61].

Pese a su amplio uso, la recoleccién de muestras de sangre es un procedimiento
invasivo que puede implicar cierto riesgo para la salud del personal médico y de los
pacientes, como infecciones por VIH o el virus de la hepatitis B. En los pacientes,
puede ocasionar molestias transitorias, hematomas, infeccion en el sitio de
venopuncién o anemia, si se requieren grandes volimenes. La recoleccion de
sangre también es menos favorecida en investigaciones que involucran nifios u
otros sujetos de investigacion para quienes el acceso venoso sea dificil, como
ancianos o enfermos graves. Conjuntamente, las muestras de sangre necesitan

procesamiento adicional para la eliminacion de proteinas plasmaticas [35,39,58,62].

En contraste, la saliva se considera un medio circulante, con mayor disponibilidad

que la sangre y es un fluido de monitoreo en tiempo real, dado que las secreciones
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de las glandulas salivales exocrinas son representativas del estado de salud de un

individuo en el momento de la recoleccién [63].

2.3. Fisiologia de la saliva

La saliva como sinénimo de “fluido oral”, se utiliza para describir la combinacién de
liguidos que hay en la boca [64]. Es un fluido corporal acuoso accesible, que recubre
constantemente las membranas mucosas de la boca, la garganta y la laringe. Es
una secrecion mucinosa-serosa clara, compuesta de varios electrolitos, pequefnas
sustancias organicas, proteinas, péptidos y polinucleétidos provenientes

principalmente de las glandulas salivales [44,65].

El sistema de glandulas salivales humano se puede dividir en dos grupos exocrinos
distintos. Los tres pares de glandulas salivales mayores: paroétidas,
submandibulares y sublinguales, y las glandulas salivales menores que se
encuentran por toda la mucosa oral, a excepcion de las encias y la parte anterior
del paladar duro [64]. Se observa la ubicacion de los pares de glandulas mayores

en la figura 2.1.

Glandulas salivales mayores

Glandula sublingual

Glandula submandibular

Figura 2.1. Vista lateral del rostro mostrando la ubicacién de las glandulas salivales mayores
humanas [66].
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Alrededor del 65% de la saliva en reposo proviene de la glandula submandibular, el
25% de la glandula parétida, el 4% de la glandula sublingual y el resto de las
glandulas salivales menores [44,63].

2.3.1. Composicion de la saliva

La saliva estd compuesta por las secreciones de las glandulas salivales y por una
mezcla de pequefas particulas alimentarias, secreciones del fluido gingival,
secreciones de las glandulas sebaceas y otras sustancias procedentes de la via
aérea superior y la orofaringe [64,67,68]. Asimismo, incluye: virus, hongos,
bacterias, metabolitos bacterianos, células epiteliales exfoliadas, leucocitos,
transudado mucoso, secreciones bronquiales y nasales expectoradas, reflujo
gastrointestinal, derivados séricos y sanguineos de heridas orales y otros
componentes celulares [23,38,46]; ademas de gases disueltos como el diéxido de

carbono y el oxigeno [33].

2.3.2. Funciones de la saliva
Los componentes presentes en la saliva desempefan varias funciones vitales y se

resumen en la figura 2.2.

Algunas de las funciones mas destacables son: la humectacion o lubricacién y
proteccion de la mucosa oral [35,44,69]; el transporte de sustancias de sabor, la
digestion y la deteccidén de olores [69,70]; la accién de amortiguacion [71] y la

proteccion de la integridad dental [41].
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Funciones de la saliva

1. Humectacion,

lubricacion y
proteccion de la
mucosa oral
~
5. Efectos de las
proteinas
salivales

Funciones de la
saliva

4. Prote
mantenimie

de la integridad
dental

ccion de
amortiguacion

Figura 2.2. Resumen de algunas de las diversas funciones de los componentes salivales.
Modificado de Dawes [69]; Ngamchuea [41].

2.4. Saliva como una matriz opcional para el diagnéstico

La saliva posee caracteristicas ideales de muestreo, ya que, puede ser recolectada
facilmente y sin dolor por los pacientes o el personal de atencién médica; no
requiere el uso de agujas, por lo que elimina la probabilidad de infecciones
transmitidas por la sangre y mejora la conformidad del paciente [36—38], evitando
las molestias transitorias, infeccidén en el sitio de venopuncién y hematomas [39],
ademas, permite el muestreo multiple por paciente [72]. Es facil de manejar durante
los procedimientos de diagnéstico, lo que reduce las técnicas de manipulacion para
el paciente y la capacitacion para la toma de muestras. El enfoque de recoleccién
no invasiva podria reducir drasticamente la ansiedad, la incomodidad, y podria
aumentar el deseo de la poblacién de someterse a controles de salud rutinarios,
aumentando en gran medida la oportunidad de monitorear la salud general a lo largo
del tiempo [35,73-75].

Desde el punto de vista ético, la saliva puede considerarse el mejor material para

investigaciones cientificas, considerando las caracteristicas mencionadas
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anteriormente. Ademas, en comparacion con la sangre, la recoleccion de saliva
permitiria la aprobacion de manera méas sencilla por parte de los comités éticos,
incluso en estudios que involucren a nifios [35,76]. En paises en desarrollo, permite
un menor pre-procesamiento de muestras, pues la saliva no se coagula, por lo que
se facilita su manejo, procesamiento y almacenamiento, haciéndola rentable
[72,77,78].

De este modo, la saliva como herramienta de diagnéstico, satisface las demandas
por un método de deteccidn econdmico, no invasivo y facil de usar. Es un fluido
biolégico complejo, Util para diagnosticar enfermedades o detectar la evolucion de
ciertas situaciones patoldgicas en el cuerpo humano [14]. Y, si bien el diagnéstico
salival se desarroll6 inicialmente para controlar enfermedades orales y para evaluar
caries dentales [14], de la mano de la biotecnologia, un gran numero de
biomarcadores para diferentes enfermedades relacionadas con el envejecimiento
podran seguir identificandose en la saliva y, en un futuro cercano, utilizarse de
manera rutinaria. En este sentido, en la siguiente seccion se hablara de los retos a
superar para evaluar los nuevos marcadores descubiertos para la deteccion de

enfermedades.

2.4.1. Proceso de evaluacion de biomarcadores
El proceso de evaluacion de los biomarcadores candidatos a convertirse en

herramientas de deteccion, se encuentra representado en la figura 2.3. [79].

Fue propuesto originalmente para la investigacion de marcadores tumorales, por la
Early Detection Research Network (EDRN, red de investigacion de deteccion
temprana, por sus siglas en inglés) [80,81], no obstante, podria considerarse como
una guia general para la identificacibn de biomarcadores correlacionados con
diversas condiciones fisiol6gicas y cuyas fases son necesarias para el desarrollo de

herramientas utiles de deteccion [29].

El proceso comienza con el descubrimiento del biomarcador, seguido por una
evaluacion rigurosa de la precision de clasificacion y finalmente, la evaluacién del

impacto del biomarcador en los resultados clinicos [29].

14




El presente trabajo se encuentra en la fase uno, también conocida como etapa de
descubrimiento. Aqui, se define la validez pre-analitica, relacionada al manejo de
muestras, pues los resultados de un ensayo podrian verse influenciados por una
serie de factores relacionados con la muestra, que incluyen el tiempo y las
condiciones de almacenamiento entre la recoleccion y el procesamiento, asi como

el tiempo de almacenamiento y las condiciones posteriores al tratamiento [82].

Fases en el desarrollo de biomarcadores

Fase 5. Etapa de control

Fase 4. Etapa de estudio prospectivo

Fase 3. Etapa longitudinal restrictiva.

Fase 2. Etapa de validacion

Fase 1. Etapa exploratoria pre-clinica

Figura 2.3. Proceso de descubrimiento y validacion de biomarcadores de cancer, segun la guia
desarrollada por la EDRN del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos. Fuente:
construccion realizada en base a lo descrito por la EDRN [79].

Desafortunadamente, la mayoria de los estudios no avanzan mas alla de esta fase
por diversas razones, en particular, la gran variabilidad en la concentracion de
biomarcadores moleculares [79] debido a la influencia en la deteccion de
biomarcadores que ejercen las caracteristicas particulares de cada participante y
los ritmos circadianos, asi como los métodos de recoleccion y procesamiento [78].
Asimismo, la saliva contiene abundante amilasa y otras proteinas que podrian
enmascarar potencialmente la presencia de biomarcadores proteicos presentes en

concentraciones bajas [78].

15




Considerando las fases para el desarrollo de biomarcadores, la saliva enfrenta dos
retos principales: 1) la identificacion de biomarcadores moleculares relacionados
con enfermedades que tengan alta sensibilidad y especificidad, ya que se necesitan
estudios con muestras de mayor tamafio y que incluyan fases de descubrimiento,
verificacion y validacion para el uso de biomarcadores salivales; 2) el desarrollo de

plataformas rentables para la deteccion de las mismas [77,83].

Es en este sentido, que en los ultimos afios se ha desarrollado un creciente interés
en la investigacion de las propiedades fisicas, es decir, de biomarcadores
macroscopicos de la saliva, en virtud de su uso potencial como marcadores
fisioldgicos o patoldgicos [45,84]. Ciertamente, su uso como material de diagnostico
es posible, y en la seccién siguiente se abordan a detalle las caracteristicas que

podrian ser Utiles como biomarcadores.

2.5. Caracteristicas fisicoguimicas de la saliva que fungen como
biomarcadores

Se ha hecho un gran énfasis en la busqueda de biomarcadores sialoquimicos, es
decir: de las propiedades quimicas, para la deteccion, el diagnéstico y el
seguimiento de enfermedades renales, trastornos metabdlicos, tumores malignos,
enfermedades cardiacas y enfermedades autoinmunes, asi como para la deteccién
y cuantificacién de acidos nucleicos virales, entre los que destaca el virus de
inmunodeficiencia humana [12,35,78,85]; y una menor cantidad de investigaciones
de las propiedades fisicas de la saliva, como la sialometria [43,45], para una mayor
variedad de enfermedades, pues generalmente se evalla con relacion al sindrome

de Sjogren.

Por lo anterior, en este trabajo se plantea el analisis de las caracteristicas fisicas de
la saliva en personas sanas como: flujo, pH y viscosidad; y quimicas como la

concentracion de proteinas totales, de las cuales a continuacién se hace mencion.

2.5.1. Sialometria

La tasa de flujo salival se define como la cantidad de saliva obtenida de un
participante, medida en mililitros por unidad de tiempo [64]. Es la diferencia entre la
entrada de saliva de las glandulas salivales a la cavidad oral y la posible pérdida de
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liquido, por absorcion a través de la mucosa oral y por evaporacion durante la
respiracion bucal, s6lo en caso de que esta se produzca durante la recoleccion de

saliva [69].

Uno de los propdsitos principales de la medicion del flujo salival es investigar los
posibles factores etiolégicos que causan flujos alterados. En este sentido, se ha
reportado que la tasa normal de flujo salival en reposo oscila entre 0.2-0.5 ml/min
[50,84,86,87]. Flujos de entre 0.1 y 0.01 ml/min, implican una disminucion del flujo

salival, también conocido como hiposalivacion [50,88].

Si bien es natural que el ser humano pase por periodos cortos de hiposalivacion
cuando esta expuesto a condiciones de estrés psicolégico, pueden existir otros
motivos para la reduccion del flujo salival [89] como: esquizofrenia, diabetes mellitus
[50], ansiedad, estrés [64], hipotiroidismo y condiciones autoinmunes como el
sindrome de Sjogren y la artritis reumatoide [89]. Ademas, muchos farmacos
utilizados para el tratamiento de afecciones comunes como la hipertension, la

depresion y las alergias, influyen en la tasa de flujo salival y su composicion [90].

El segundo caso de flujo alterado es la salivacién excesiva o sialorrea, que puede
ser ocasionado por una variedad de trastornos neurolégicos como paralisis cerebral,
retraso mental y enfermedad de Parkinson; asi como por el uso de medicamentos,
presencia de irritacion intraoral o cirugia mandibular. También, ocurre como

resultado de la rabia y por la intoxicacion por metales pesados [44,91].

Aunado a lo anterior, la tasa de secrecion salival y la velocidad a la que se envia la
saliva a la boca muestra una amplia variacion de persona a persona, incluso en
condiciones normales [44,78]. Se encuentra reportado que la cantidad de saliva
secretada por adultos en un dia varia entre 0.5 — 1 litro de saliva, de los cuales el
80% se debe a la ingesta de alimentos [35]. Mientras que otros autores reportan
una secrecion normal de 600 a 700 mililitros o hasta 1 a 2 litros [44,64,73].

Estas variaciones pueden deberse a multiples causas como el ritmo circadiano, el
estrés [84], el envejecimiento, el nUmero de dientes, el estado de salud periodontal,
la fuerza de mordida, presencia de enfermedades oncoldgicas, diabetes, fibrosis
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quistica [35,64,92], el grado de hidratacion [73], los medicamentos que se
consumen y otras enfermedades sistémicas [92]. Asimismo, el flujo salival registra
variaciones estacionales, con un mayor flujo salival en climas frios que en climas
templados [93]. Finalmente, destaca como causa de estas diferencias que el método

de toma de muestras aun no se encuentra estandarizado [64].

2.5.2. Escala de acidez pH

Las alteraciones en la composicion salival pueden causar un desequilibrio oral que
se manifiesta clinicamente por una mayor incidencia de caries y susceptibilidad a la
candidiasis oral, lesiones de la mucosa, halitosis, ineficiencia de la formacion y al
transporte de bolo alimenticio, desmineralizacion de la denticion, dificultades para
hablar y masticar, asi como alteracién de la percepcion del gusto y presencia de
xerostomia [50,92,94,95]. La xerostomia es un sintoma subjetivo que consiste en la
sensacidn de boca seca y se asocia frecuentemente con cambios cuantitativos y

cualitativos del flujo salival [96].

El pH de la saliva no es un valor constante y experimenta cambios significativos bajo
la influencia de diversos factores como la tasa de secrecion salival, el ciclo
circadiano, la dieta y las enfermedades sistémicas [44]. Los valores de pH pueden
encontrarse en un rango de 5.3 a 7.8 [48], no obstante, ha sido reportado que en
individuos sanos el pH se mantiene cerca de la neutralidad entre 6.7-7.3 [97]. Otras
investigaciones reportan que los valores normales de pH oscilan entre 6.2-7.6, con
6.7 como el pH promedio. De esta manera, el pH en reposo de la boca no alcanza
valores por debajo de 6.3, pues la saliva contribuye al mantenimiento del pH por dos
mecanismos. Primero, el flujo de saliva elimina los carbohidratos que pueden ser
metabolizados por las bacterias y elimina los acidos producidos por las bacterias.
En segundo lugar, la acidez de las bebidas y los alimentos, asi como la actividad

bacteriana, se neutraliza por la actividad amortiguadora de la saliva [98].

Existe evidencia de que el flujo salival puede afectar el pH, pues alteraciones en la
cantidad y calidad de la saliva se traducen en cambios en la capacidad de la saliva
para amortiguar el pH intraoral [48,99]. Asi, el pH de la saliva depende en gran

medida de la tasa de produccién salival y cuando el proceso de salivacion es mas
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lento, por ejemplo, al dormir, el pH desciende y alcanza valores entre 6.2—6.5 [44].
Por lo tanto, la disminucién en el pH intraoral es consecuencia directa de la

disminucién de la tasa de flujo salival [99].

2.5.3. Concentracién total de proteinas

Desde una perspectiva bioquimica, las proteinas son los componentes mas
importantes de la saliva [100] y se ha identificado la presencia de mas de 2,000
proteinas de baja abundancia, y de estas solo el 20-30% estan presentes también
en la sangre [78,101]. Esto sugiere que la saliva podria usarse como una alternativa
a la sangre para las pruebas de diagndstico, ya que puede proporcionar avances
tanto en biomarcadores conocidos como desconocidos de diversas enfermedades
[43,84].

Las proteinas identificadas hasta ahora en la saliva cubren una amplia gama de
funciones que van desde procesos metabdlicos y estructurales de las células y
tejidos, hasta actividades cataliticas o0 enzimaticas, cascadas de coagulacion,
adhesién y comunicacién celular [40]. También apoyan la ecologia de la cavidad
oral, aumentan los mecanismos defensivos en la boca y determinan las propiedades
guimicas y fisicas de la saliva, como la viscosidad y la lubricacion [102]. En el caso
de la viscosidad y la lubricacién, las proteinas involucradas son: las glicoproteinas
ricas en prolina que provienen de las glandulas parétidas y las mucinas, que se

secretan de las glandulas salivales submandibulares y sublinguales [103].

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular con una estructura alargada
que contribuyen significativamente al comportamiento viscoelastico de la saliva y
comprenden hasta el 26% de la concentracion total de proteina salival [44,103,104].
La saliva contiene dos tipos de mucinas: la mucina monomérica MUC7 (también
conocida como MG2) y la mucina oligomérica MUC5B (MG1) [35,51,105]. Las
MUCS5B son sintetizadas por las células mucosas y las MUC7 por las células
serosas de las glandulas salivales [35]. En la saliva no estimulada, constituyen el
20-30% de la cantidad total de proteinas [44]. Es de la MG1 de la cual dependen las

propiedades reoldgicas, como la viscosidad y la elasticidad de la saliva [44,51,85].
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El ensayo utilizado mayormente para la determinacion de proteinas totales en saliva
es el método de Bradford, cuyas ventajas son: facilidad de uso, sensibilidad y el bajo
costo de los reactivos [106]. El principio de este ensayo se basa en la interaccion
existente entre las proteinas y el colorante Coomassie Brilliant Blue G (CBBG,
Coomassie azul brillante G, por sus siglas en inglés) bajo condiciones acidas.
Estudios detallados indican que el colorante libre puede existir en cuatro formas
ionicas diferentes, siendo tres formas cargadas del colorante las que predominan
en la solucion acida. Es la forma mas anionica (la azul), la que se une a la proteina.
Por lo tanto, la cantidad de proteinas se puede estimar determinando la cantidad de
colorante en la forma iénica azul midiendo la absorbancia de la solucion a 595 nm.
Este método mide la presencia de los residuos de aminoacidos basicos como
arginina, lisina e histidina, asi como de fenilalanina, triptéfano y tirosina. Esta
especificidad puede conducir a una variacion en la respuesta del ensayo a
diferentes proteinas, que es el principal inconveniente del método. El ensayo original
de Bradford muestra una gran variacion en la respuesta entre diferentes proteinas
y por ello se han desarrollado varias modificaciones al método para superar este
problema. Sin embargo, estos cambios generalmente resultan en un ensayo menos
robusto que a menudo es mas susceptible a la interferencia de otros productos
quimicos. Consecuentemente, el método original ideado por Bradford sigue siendo
la formulaciobn mas conveniente y ampliamente utilizado. Asimismo, hasta el
momento el mecanismo exacto de interaccién no se conoce en su totalidad [106—
108].

2.5.4 Viscosidad

Un fluido es un tipo de material que se deforma continuamente cuando se aplican
fuerzas externas; un fluido ideal se define por no experimentar fuerzas de friccion,
sino que las fuerzas que actuan sobre cualquier seccion interna del fluido son
puramente fuerzas de presién, incluso durante el movimiento. No obstante, en un
fluido real, como la saliva, las fuerzas extensionales y de cizallamiento entran en
juego cada vez que tiene lugar el movimiento, dando lugar a la friccion del fluido
[60,109].
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Estas fuerzas corresponden a una propiedad del fluido llamada viscosidad. La
viscosidad, se define como “la friccion interna de un fluido causada por la atraccion
molecular, que lo hace resistir la tendencia a fluir’. Esta friccion se hace evidente
cuando una capa de fluido se mueve en relacién con otra capa, como se observa
en la figura 2.4., donde dos placas paralelas soélidas se colocan una encima de la

otra con una pelicula liquida de espesor Y entre ellas [60,110].

Perfil de velocidad de un flujo contenido entre dos placas

Figura 2.4. Representacion de un liquido entre dos placas para ilustrar el término de viscosidad.
Fuente: elaboracion propia.

La placa inferior estd en reposo, y la placa superior se pone en movimiento mediante
una fuerza F que resulta en la velocidad U. El movimiento del primer plano superior
pone en movimiento la capa inmediatamente adyacente de moléculas del liquido;
esta capa transmite la accion a las capas subsiguientes a ella debido a las fuerzas
intermoleculares entre las moléculas. En un estado estable las velocidades de estas
capas van desde U, en la capa mas cercana a la placa movil, hasta 0 en la capa

mas cercana a la placa estacionaria [60].

La fuerza aplicada F, actia sobre un area de la superficie del liquido A induciendo

un esfuerzo cortante, también llamado fuerza cortante, de corte, de cizalla o tension
de corte. Se expresa como T = F/A, el cual es la fuerza por unidad de area requerida

para producir la accion de cizallamiento [60]. Cuanto mayor es la friccion dentro del

liquido, mayor es la cantidad de fuerza requerida para causar el movimiento [110].
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El gradiente de velocidad, du/dy, es una medida del cambio en la velocidad a la que
las capas intermedias se mueven entre si. Describe las experiencias de
cizallamiento del liquido y, se denomina velocidad de cizallamiento o de corte (U/Y)
[60].

Usando los términos antes mencionados e introduciendo una constante de
proporcionalidad n, el esfuerzo cortante entre las dos laminas delgadas y el fluido

puede ser expresado por:

T =

|

. u __ du
=n ?— n E (Ec. 2.1)

En forma transpuesta, la ecuaciéon 2.1. permite definir la constante de
proporcionalidad que se conoce como coeficiente dindmico de viscosidad,
viscosidad dindmica, o viscosidad aparente (1) y que se expresa en la ecuacion 2.2.
[60].

T T
n=—7—"= - (Ec. 2.2)
du/dy y
Esta constante, como se menciond anteriormente, describe la resistencia a la
deformacion de un fluido, es decir, la relacion del esfuerzo cortante sobre la

velocidad de corte. Para los fluidos newtonianos, la viscosidad dinamica mantiene
un valor constante, lo que significa una relacién lineal entre n y T. Un fluido

newtoniano se representa graficamente con un comportamiento lineal en la figura
2.5.

Por su parte, el término du/dy = Y se conoce como tasa de corte y describe el

gradiente de velocidad [111]. De la ecuacion 2.2., se obtiene la ecuacion newtoniana

(ecuacion 2.3.), que ilustra el comportamiento del flujo de un liquido ideal [60,111].

=1 (Ec. 2.3.)
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Debido a que la viscosidad es la pendiente de las curvas en la figura 2.5., se muestra
que la viscosidad de un fluido newtoniano permanece constante a medida que varia
la velocidad de cizallamiento. En contraste, los fluidos no newtonianos no muestran
una relacion lineal entre el esfuerzo cortante y la velocidad de corte. Esto se debe
a los efectos de deformacion exhibidos por los materiales involucrados en dichos
fluidos y su compleja estructura determinaran cuanta fuerza se requiere para
moverlos. Por lo general, su estructura consiste en una mezcla de moléculas con
diferentes formas y tamafos, que a medida que pasan unos junto a los otros, como
sucede durante el flujo, a cada velocidad especifica de corte puede cambiar su
alineacion, asi como su forma y cohesién, y se puede requerir mas o menos fuerza

para mantener el movimiento [111].

Una caracteristica particular de muchos fluidos no newtonianos es la retencién de
una "memoria” de su historia de flujo que se denomina elasticidad. Representantes
tipicos de fluidos no newtonianos son liquidos que se forman parcial o totalmente
de macromoléculas (polimeros), o materiales de dos fases, como, por ejemplo,
suspensiones de particulas solidas de alta concentracidbn en una solucion de

vehiculo liquido [60].

Curvas de flujo de fluidos newtonianos y no newtonianos

No newtoniano (dilatante) Newtoniano

No newtoniano (adelgazante)

Esfuerzo cortante (Pa s)

Velocidad de cizallamiento (1/s)

Figura 2.5. Representacién del comportamiento de distintos tipos de fluidos segun la ley de
Newton. Fuente: elaboracion propia.
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Es importante mencionar que los fluidos no newtonianos son diversos y pueden
caracterizarse como: fluidos pseudoplasticos, viscoplasticos, dilatantes vy
tixotropicos [111]. En la figura 2.5. se encuentran representados los fluidos

dilatantes o plasticos y los adelgazantes o pseudoplasticos.

Los fluidos viscoplasticos, se comportan como fluidos pseudoplasticos pues

necesitan una tension de corte predeterminada para empezar a fluir. Un fluido de

este tipo es el plastico de Bingham, que requiere que el esfuerzo de cizalla (7)

supere el valor de esfuerzo de fluencia (Ty) minimo para pasar de una alta
viscosidad a una baja viscosidad. Después de este cambio, prevalecerd una
relacion lineal entre T y la tasa de cizalla (y). Ejemplos de liquidos de plastico

Bingham son la sangre, la saliva y el liquido sinovial, por mencionar algunos [111].

De manera que, la saliva se clasifica como un fluido no newtoniano, cuyo
comportamiento reolégico se puede caracterizar como un adelgazamiento por
cizallamiento con un componente elastico muy alto [103,112]. Por ello, es preferible
el uso de aparatos especializados para medir muestras de poco volumen y baja
viscosidad [51].

Pese a que existe un numero limitado de estudios centrados en la reologia de la
saliva utilizando redmetros rotativos, estos han permitido describir el
comportamiento de la saliva. La geometria de cono y placa de un reémetro rotativo,
donde el cono gira mientras la placa inferior esta estacionaria, se encuentra

representado en la figura 2.6.

Los primeros estudios interpretaban el comportamiento de la saliva como el de un
gel, debido a la existencia de un limite elastico y un adelgazamiento por
cizallamiento. Waterman et al. [113] demostraron mas tarde que estas mediciones
no tomaban en consideracion la adsorcion de las proteinas a la interfaz aire-liquido
en el borde de los reémetros rotacionales, dando como resultado la formacion de
una interfaz elastica de tipo solido [103,114]. Esta capa de superficie elastica causa
la medicion de un limite de fluencia y mddulos viscoelasticos similares a los geles,

y por lo tanto, las propiedades medidas se deben a un fenbmeno interfacial y no a
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las propiedades reologicas de la saliva [115]. Stokes y Davies evitaron los
problemas asociados con la interfaz aire-liquido aplicando una solucion de sodium
dodecyl sulfate (SDS, dodecilsulfato sodico, por sus siglas en inglés) alrededor de

los bordes de las placas del reGmetro [114].

Redmetro rotativo

Figura 2.6. Geometria de un redmetro rotativo de cono-placa con el radio R y el angulo de cono
a sefialados; el cono gira mientras la placa inferior esta estacionaria. Fuente: elaboracion propia.

Dado el comportamiento adelgazante de la saliva, los datos que se obtienen con el
reGmetro rotativo, se ajustan a través del modelo reol6gico matematico de Bingham

(ecuacion 2.4.), que describe la curva de flujo de un material con un esfuerzo de
fluencia y una viscosidad constante a esfuerzos de corte por encima de 7, que es

el punto en la curva de esfuerzo de deformacién, que corresponde a la transicién

desde la deformacion eléstica a la plastica [109,111].
T=To+ 1Ny Ec 2.4.

Si el valor de 7 es igual a 0, quiere decir que el fluido tiene un comportamiento

newtoniano, mientras que valores distintos a 0, describen el comportamiento de un

plastico de Bingham [111].

Los valores de viscosidad promedio de la saliva reportados en la literatura,
presentan un rango entre 1.09 - 140 mPa-s [48,105,116,117] debido,

probablemente a la heterogeneidad de los grupos estudiados, tanto en edad como
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en el género. Respecto a esto ultimo, algunos grupos estaban compuestos tanto de

hombres como de mujeres o no lo reportaban.

2.6. Cambios en las caracteristicas salivales relacionados con la edad
Aun cuando las tasas de flujo salival han sido evaluadas en multiples estudios en
los dltimos 50 afios las consecuencias del envejecimiento en la fisiologia de las

glandulas salivales es controvertida [118].

Se ha planteado la hipétesis de que la funcién salival disminuye con la edad [59,98]
y que es independiente de la perturbacion extrinseca, como enfermedades o
medicacion [119]. Pues con la edad se producen cambios morfologicos en el area
glandular que es reemplazada por depdsitos grasos y tejido conectivo [64]. De igual
forma, aparece una reduccion significativa del tamafio y los componentes celulares
a lo largo del tiempo, pues se ha reportado disminucién del 20% al 40% en el
volumen de células responsables de la secrecion de saliva. Otros cambios que
pueden aparecer son atrofia acinar, vasos sanguineos congestionados, formacion
de conductos e infiltrados mononucleares, en consonancia con la salida de saliva
alterada [64,91,95].

Affo et al. [95] realizaron un meta-analisis, cuyos resultados sugieren que el flujo
salival disminuye con el envejecimiento. Aunque este efecto fue evidente para la
saliva total, no todos los subcomponentes de saliva mostraron un flujo disminuido,
concretamente, las tasas de flujo de las glandulas parétidas y de las glandulas

salivales menores no fueron diferentes en adultos jévenes y mayores.

Como se menciond, lo anterior esta en entredicho, pues otros estudios han
demostrado que la secrecion de las glandulas salivales mayores no experimenta
disminuciones clinicamente significativas en individuos sanos [118], esto esta
acorde con lo previamente reportado por Gittings et al. [117], Saluja et al. [120] y
por Leodn et al. [121], ya que se ha reportado que las glandulas salivales poseen una
capacidad de reserva funcional dentro de la glandula salival [119]. Ademas, los
componentes salivales también parecen ser estables en ausencia de enfermedad y

del consumo de medicamentos que inducen la xerostomia. La mayoria de los casos
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de xerostomia se deben probablemente a la medicacion, las enfermedades

sistémicas y la radiacion en la cabeza y el cuello [118].

El estudio realizado por Ledn et al. [121]. sefialaba que las personas mayores
presentan una menor produccion de saliva al dia en comparacion con los adultos
de mediana edad. Sin embargo, los autores reportan que esta situacion parece estar
mas relacionada con enfermedades sistémicas y el uso continuo de medicamentos,
gue con el envejecimiento como tal [121]. Sin embargo, otras investigaciones han
cuestionado el vinculo entre la vejez y la medicacién, y entre la medicacion y la
hiposalivacion. Asi, cuando se han estudiado sujetos no medicados en la vejez, el
efecto de la edad todavia esta presente [101]. Por lo tanto, hasta la fecha no se

tienen claros los efectos que la edad tiene sobre la salivacion.

Con relacion al pH, aunque el flujo salival puede afectar el pH [48,99], hasta el
momento no se ha encontrado relacién entre el valor del pH y la edad de los

participantes [44].

La concentracion de proteinas totales en la saliva parece tener diferencias
dependientes de la edad y el género. El contenido total de proteinas de la saliva
humana esta entre 2.0 — 4.0 mg/ml, y se cree que puede afectar la densidad, el flujo
y el pH de la saliva [122,123]. Bhuptani et al. [122] reportaron que la concentracion
media de proteinas disminuia ligeramente en la adolescencia (2.25 + 0.74 mg/ml) al
compéralo con el de nifios y, disminuia (2.05 £ 0.91 mg/ml) en el grupo de 25 a 60
afios de edad al compararlo con el valor promedio de los adolescentes, esto para
grupos de ambos sexos. Asimismo, encontraron que las mujeres tenian
concentraciones de proteinas salivales totales mayores que los hombres. Mientras
que Nagler et al. [46] no reportaron diferencias significativas entre grupos de

diferentes edades.

Respecto a las propiedades biofisicas, las investigaciones sugieren que pueden
ocurrir cambios en la viscoelasticidad de la saliva relacionados con el
envejecimiento, particularmente en la saliva producida por las glandulas
submandibular y sublingual [91]. Khaldoun et al. [119] y Zussman et al. [124],

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de edad y
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reportaron un aumento en la viscosidad salival en adultos mayores, con un aumento
del doble cuando se comparo con los otros grupos de edad. Asimismo, Gittings et
al. [117] reportaron que la viscosidad de la saliva fue significativamente mayor para

el grupo de edad 28 — 35 afios en comparacion con los participantes de 20—27 afios.

Aunado a lo anterior, las diferentes condiciones de la recoleccion de saliva en los
estudios encontrados durante la revision bibliografica pueden explicar, hasta cierto
punto, la controversia con respecto a la comprensiéon de la fisiologia salival
relacionada con el envejecimiento [46]. En el presente estudio, solo se consideraron

las muestras de saliva no estimulada.

En resumen, algunos reportes sefialan que el envejecimiento afecta las glandulas
salivales y altera la cantidad, pues existe una reduccion en la tasa de flujo salival, y
la calidad, por ejemplo, en la composicion de iones y proteinas, asi como la reologia
de la saliva; por lo cual se puede presentar un aumento en la viscoelasticidad salival

y en el contenido de proteinas[114].

En el siguiente capitulo se menciona la metodologia utilizada para evaluar estos

pardmetros en la saliva de las participantes de este estudio piloto.
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CAPITULO 3.
MARCO EXPERIMENTAL

3.1. Disefio del estudio

El presente fue un estudio piloto transversal observacional en el que se realiz6 un
muestreo a conveniencia. El universo de trabajo consistio en la poblacion femenina
qgue respondié a la invitacién de participar en este protocolo de investigacion entre
el mes de septiembre y noviembre del 2018 en el area cercana a la Facultad de
Ciencias de la UAEMéx. Fue disefiado de acuerdo con las pautas emitidas en la
Declaracién de Helsinki y aprobado por el Comité de Etica de la FES-I, UNAM
(Anexo 7.1.) y el Comité de Etica en Investigacion del CICMED, UAEMéx (Anexo
7.2)).

Las participantes fueron adultas aparentemente sanas, de entre 18 y 59 afios. La
edad se registré de acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud
hasta el ultimo cumpleafios [119]. Después de una reunidén con cada participante,
donde se daba una explicaciobn detallada sobre el estudio, se obtuvo el
consentimiento informado por escrito, firmado por la participante y un testigo, asi
como la informacion necesaria para completar el cuestionario de evaluacion médica,
el cual permiti6 determinar su estado de salud. Las participantes no padecian

ninguna enfermedad sistémica u oral, a excepcién de caries [49].

Todas las participantes recibieron instrucciones de abstenerse de fumar y beber 12
horas antes de la recoleccién de saliva, y haber permanecido sin comer, beber,
consumir goma de mascar o realizar cualquier procedimiento higiénico dentro de la
cavidad oral (por ejemplo, cepillarse los dientes) dos horas antes de la cita de toma
de muestras [47,50].

Debido a la influencia de muchos farmacos en la secrecion salival, las participantes
debian evitar tomar medicamentos al menos ocho horas antes de la recoleccion
salival [47] y un dia antes del procedimiento en caso de que fueran medicamentos
gue afectaran la secrecién salival como atropina, drogas antihistaminicas,

anfetaminas, yodo y mercurio. El consumo de estos medicamentos fue considerado
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un criterio de exclusion [50]. En el cuadro 3.1. se mencionan las caracteristicas

consideradas para la seleccion de participantes.

Criterios considerados de inclusion, exclusién y eliminacion

Criterios de inclusion

*  Mujeres

» Voluntarias sanas

= Edad entre 18 y 59 afos.

Criterios de exclusion

= Mujeres mayores de 59 afios 0 menores de 18 afios

= Mujeres con signos evidentes de enfermedad periodontal

* Presencia de deshidratacion

= Presencia de enfermedades sistémicas de los érganos vitales

= Participantes expuestas a radioterapia y quimioterapia

= Participantes que consumieran medicamentos que pudiera alterar el flujo salival
= Fumadoras.

= Participantes que no hayan seguido las especificaciones previas a la toma de muestras
= Participantes que no firmaron el consentimiento informado

Criterios de eliminacién

» Inadecuada cantidad de saliva para realizar los ensayos

Cuadro 3.1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién considerados en el presente trabajo
para la seleccién de las participantes.

3.2. Variables de estudio

Parametros salivales analizados

Variable Tipo de variable Definicién Umda.d de Valores Qe
medida referencia
Independiente Edad que refiere la
Edad Cuantitativa participante al Afos 18-59

discreta de raz6n | momento del estudio

Cantidad de saliva
producida
naturalmente por las
glandulas salivales

Dependiente
Flujo salival Cuantitativa
continua de razon

< 0,1 (muy bajo)
ml/min 0.1 - 0.2 (bajo)
> 0.2 (normal)

Es el espesor
Viscosidad Cuantitativa relativo de la saliva mPa-s 1.33+0.29
salival producida por las

continua de razon . .
glandulas salivales

Dependiente

Dependiente Una medida de la
Cuantitativa

pH ) acidez o alcalinidad | Adimensional 6.7-7.3
continua de L
de una solucién

intervalo
Concentracion Dependiente Cuantificacion de
Cuantitativa proteinas en una mg/ml ~0.2-0.4

de proteinas

continua de razén | muestra para analisis

Cuadro 3.2. Operacionalizacion de las variables estudiadas en el presente trabajo.
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3.3. Toma de muestras de saliva

En el presente trabajo se utilizo el método de drenaje o babeo pasivo, que consiste
en permitir que la saliva fluya pasivamente de la boca a un recipiente graduado,
pues tiene las ventajas de ser reproducible y confiable para medir el flujo salival. Se
realizé con adecuaciones a las metodologias reportadas previamente por Navazesh
y Kumar [47], Foglio-Bonda et al. [48], Vibhakar et al. [49]; Alves et al.[50].

Todas las muestras de saliva total en reposo se recolectaron siempre entre las 9:00
y las 12:00 horas, para una mayor estabilidad fisicoquimica [44]. Las muestras se
tomaron 2-3 horas después del consumo de alimentos, en una sala ventilada y bien

iluminada.

Antes de la recoleccion, las participantes se enjuagaron la boca con agua destilada
y permanecieron comodamente sentadas, manteniendo una actitud pasiva por 5
minutos sin hablar, con los ojos abiertos, sin estimular la salivacion, con los brazos
apoyados sobre las rodillas y con la cabeza baja y mirando hacia adelante, entre los

brazos; evitando los movimientos del cuerpo, como se representa en la figura 3.1.

Toma de muestra

Figura 3.1. Representacion de la recolecciéon de saliva haciendo uso del método
de babeo pasivo.

3.4. Mediciones salivales

Se tomaron dos muestras de saliva total no estimulada por cada participante, el
mismo dia, con una diferencia de 15 minutos entre cada toma de muestras. Las
muestras se analizaron de acuerdo al diagrama presentado en la figura 3.2. y del

siguiente modo: se calculo el flujo salival para ambas muestras, sin embargo, la
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primera muestra se utilizo para una prueba de reometria, dos ensayos de Bradford
y dos mediciones de pH; mientras que la segunda muestra se utiliz6 para dos
pruebas de reometria, un ensayo de Bradford y una medicion de pH. Estas pruebas
se realizaban inmediatamente después de la recoleccion. A continuacion, se habla

a detalle de las mismas.

Procesamiento de muestras

Primera muestra

© Wl ¢

Pesar 1 pruebade reometria 2 pruebas de Bradford 2 mediciones de pH

|
~ J
\

|

Babeo pasivo % 15 min
por 5 min
Segunda muestra
=
& ©© - &
IEXXIIIXE)
A = 4

Pesar 2 pruebas de reometria 1 prueba de Bradford 1 medicion de pH

Figura 3.2. Procesamiento de las dos muestras de saliva obtenidas de cada participante. Fuente:
elaboracion propia.

3.4.1. Sialometria

El procedimiento utilizado en el presente trabajo consisti6 en pesar en balanza
analitica (Precisa, XB 220A) los tubos conicos antes y después de los 5 minutos de
babeo pasivo de saliva, como se representa en la figura 3.3.a. La diferencia entre
los valores obtenidos se registr6 como el peso de la saliva. Se dividi6 el peso por el
tiempo de duracion de la recoleccion (5 minutos) y se calcul6 el flujo en g/min, que
es equivalente a ml/min, ya que mas del 99% de la saliva esta compuesta de agua
[50].

3.4.2. Escala de acidez pH
El pH salival se midié directamente con tiras indicadoras de pH (Microessential

Laboratories, Hydrion 0.0-14.0) inmediatamente después de la recolecciéon de la

32




muestra, segun lo reportado previamente por Hussein et al. [53]. El resultado se
obtenia 10 segundos después de la aplicacion de la tira a la muestra y el viraje de
la tira indicadora se comparaba con la escala de color, en ejemplo de esto se
encuentra en la figura 3.3.b. Se realiz6 la determinacion de pH por triplicado en cada

muestra, sin embargo, si la muestra era insuficiente, sélo por duplicado.

Determinacion del peso del tubo y del pH

Figura 3.3. Determinacién del peso del tubo y de la escala de acidez pH. a) Tubo colocado en la
balanza analitica para obtener su peso; b) Tiras para estimacion de acidez pH salival. En la parte
superior una tira nueva y en la inferior una tira después de entrar en contacto con la muestra de
saliva.

3.4.3. Concentracién total de proteinas

La concentracion total de proteinas salivales en cada muestra se determiné
mediante el método de Bradford, segun lo reportado por Justino et al [54]. Se realiz6
una curva estandar utilizando bovine serum albumin (BSA, albumina de suero
bovino, por sus siglas en inglés) (marca USBiological) y agua destilada con
concentraciones de 0.0 a 1.0 mg/ml, en intervalos de 0.1 mg/ml. La determinacién
por participante se realizé por triplicado, en tubos de borosilicato (Tubo de cultivo
con tapon de rosca, Kimax), colocando 0.2 ml de la muestra de saliva y 6 ml de
reactivo de Bradford preparado con el colorante CBBG CAS 6104-58-1 (marca
Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente, se leyo la absorbancia a 595 nm, en un

espectrofotometro de luz visible (modelo 1100RS, marca Unico). En la figura 3.4. se
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presenta el cambio de color que el colorante tiene al entrar en contacto con las

proteinas presentes en la muestra.

Método de Bradford

Figura 3.4. Tubos con CBBG para determinar la concentracion de proteinas totales
en la saliva utilizando el método de Bradford. De lado izquierdo el colorante antes
y de lado derecho, el colorante después de interaccionar con la muestra de saliva.

3.4.4. Viscosidad

La medicidén de las propiedades reoldgicas de la saliva se realizd en el presente
trabajo con adecuaciones a la técnica reportada por Ueno et al. [51] y Sajewicz et
al. [52].

Se utilizé un reémetro de marca Haake Mars Il (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Alemania) acoplado al software de analisis Haake RheoWin 4.6. (Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe, Alemania). Utilizando un cono superior (L13025) con un
diametro de 35.0 mm y un angulo de 1°, y una placa inferior para modulos de

temperatura con un diametro de 35.0 mm.

Todas las mediciones se realizaron a una temperatura de 37°C, utilizando 0.2 ml de
saliva colocados en el centro de la placa inferior, como se observa en la figura 3.5.
Se aplicaron 2-3 gotas de SDS (J.T.Baker, Center Valley, PA) al 0.1% alrededor del
borde de la placa inferior, de acuerdo a lo reportado previamente por Stokes y
Davies [115] para evitar la interaccién entre las proteinas y la interface gaseosa.
Para la obtencion de datos, el equipo se configuré para aplicar sobre la muestra
tasas de corte de 0 a 1000 (1/s), dividido en dos rampas de 0 a 300 (1/s) y de 300

a 1000 (1/s), tanto en la aceleracion y como en la desaceleracion.
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Se establecieron las condiciones Optimas para que en un lapso de
aproximadamente 30 minutos, se tomaran las dos muestras de saliva de cada
participante y se realizaran las tres mediciones reoldgicas: una con la primera
muestra proporcionada y dos con la segunda muestra, de manera consecutiva.

Cada medicién tomaba un tiempo aproximado de 20 minutos.

Medicion de la viscosidad

4

Figura 3.5. Procesamiento reolégico de muestras. De izquierda a derecha: muestra
en el centro de la placa del rebmetro, acercamiento del mismo paso y reémetro con
cubierta para evitar salpicaduras y en posicion de adquisicion de datos.

3.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando el software R
(version 3.5.1) en conjunto con RStudio. Se consideraron las medidas de tendencia
central para el andlisis descriptivo y para evaluar las diferencias entre las medias de
los grupos, se utilizo la prueba de t de Student para observaciones pareadas, dada
su utilidad para analizar pares de individuos con una caracteristica similar. Los
valores criticos de la distribucién t con un valor de significancia de 0.05 fueron

considerados para determinar la significancia estadistica [125].

Asimismo, segun la normalidad de los datos obtenida con la prueba de Shapiro-Wilk
[48], se aplico la prueba de correlacion de Pearson [88,95,117] y la prueba de
correlacion de Kendall para comparar los valores obtenidos. Los valores de p <0.05

se consideraron significativos [48,88,117].
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CAPITULO 4.
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Resultados experimentales

En este estudio piloto, a partir de la metodologia planteada en el capitulo anterior,
se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva de doce participantes
(n=12) en un rango de edad de 18 a 59 afos. Las participantes incluidas en este
estudio se dividieron en dos grupos de edad, el grupo 1 conformado por
participantes de entre 18 y 29 afios de edad (n=6) y el grupo 2, con participantes en
un rango de edad de entre 30 y 59 afios (n=6). En el cuadro 4.1. se muestran las
caracteristicas de la poblacién de estudio, es decir: edad y consumo de liquidos
promedio al dia. La edad promedio para el grupo 1 fue 22.67 afios y para al grupo
2 de 43.67 afios.

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=6)
Variable Promedio + DE Promedio + DE

Edad (afios) 22.67 +1.033 43.67 +8.733
Consumo de agua (l) 1.58 + 0.492 1.42 + 0.736

DE, desviacion estandar

Cuadro 4.1. Distribucion de la poblacion estudiada segun edad y consumo promedio de
agua al dia.

A continuacién, se reportan la media y la desviacion estandar para los datos con
distribucion paramétrica (con distribucién normal), mientras que, adicionalmente
para los datos no paramétricos (distribuidos de manera no normal) se reportan los
valores maximos y minimos. La normalidad de los datos se determind con el

estadistico p de la prueba de Shapiro-Wilk.

4.1.1. Sialometria

En el cuadro 4.2. se muestran los valores promedio del flujo salival por grupo. Para
el grupo 1 se obtuvo un valor promedio de 0.18 (x0.071) ml/min, mientras que para
el grupo 2 el promedio fue de 0.33 (x0.198) ml/min. En la figura 4.1. aparecen los

flujos salivales promedio de las dos mediciones realizadas para cada participante.
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Evaluacion comparativa del flujo salival (ml/min) entre grupos

Grupo 1 Grupo 2
Promedio 0.18 0.33
Desviacion estandar 0.071 0.198
Minimo 0.117 0.166
Maximo 0.300 0.709

Cuadro 4.2. Estadistica descriptiva del flujo salival (ml/min) para cada grupo
evaluado.

Existe un acuerdo general en la literatura de que el limite superior para el flujo salival
no estimulado considerado como muy bajo es 0.1 ml/min. Mientras que las tasas
entre 0.1 y 0.2 ml/min se han sugerido como bajas mientras que las superiores a
0.2 ml/min se han estimado como normales [86,87].

Promedio del flujo salival por participante
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Figura 4.1. Distribucién de las participantes de acuerdo al flujo salival (ml/min) de a) grupo 1y b)
grupo 2. Los valores estan ordenados de menor a mayor.

Se puede observar que el valor promedio para el grupo 2 se encuentra dentro del
rango de flujo normal, en concordancia con lo previamente reportado para las
mujeres de entre 40—49 afos por Flink et al. [87], cuyo flujo salival oscilaba en 0.30
(£0.22) ml/min.
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En contraste, las participantes del grupo 1, como se aprecia de manera gréafica en
la figura 4.1., presentaron un flujo salival menor que las del grupo 2, lo cual no
coincide con lo encontrado previamente en la bibliografia. Tres sujetos del grupo 1
(50%), presentaron una tasa de flujo igual o inferior a 0.16 ml/min, que se considera
como flujo bajo [88], en contraste con el flujo salival promedio de 0.30 (x0.21) ml/min

reportado por Flink et al. [87] para las mujeres de entre 20 y 29 afios de edad.

Dado que en el cuestionario ninguna de ellas expreso consumir medicamentos que
afectaran el flujo salival, ni padecer enfermedades sistémicas [92,118], las posibles
causas de estos valores disminuidos, podrian relacionarse a que las participantes
del grupo 1 eran estudiantes en evaluaciones finales. Previamente fue reportado
por Queiroz et al. [126] y Matos-Gomes et al. [127] que el nerviosismo y la ansiedad
causados por presentar examenes finales contribuyen a una reduccién en la
secrecion salival de los estudiantes. Si los factores estresantes psicologicos,
presentes en estudiantes neur6ticos y ansiosos, se conjugan con el estrés oxidativo,
los individuos son mas propensos a manifestar los principales factores de riesgo
relacionados con el desarrollo de enfermedades crénicas [128]. Se ha sugerido que
las especies reactivas de oxigeno estan involucradas en la aparicion y patologia del
sindrome de Sjogren. Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo causado por
las especies reactivas de oxigeno causan disfunciones en las glandulas salivales
[129].

Asimismo, el flujo salival tiene una mayor tendencia a ser afectado por el grado de
hidratacion [73] y los estudiantes durante los periodos de evaluacion,
inconscientemente hacen cambios en su rutina que los hacen descuidar su propio
cuerpo [127], por lo que no se puede descartar por completo, que las participantes
del grupo 1 estuvieran bajo una situacion de estrés y condiciones de deshidratacion.
Al respecto de la hidratacién, la correlacién de Pearson entre el consumo de agua
y el flujo salival fue estadisticamente no significativa (r = 0.243, p = 0.641 para el

grupo 1).

Se sabe muy poco sobre las causas de la hiposalivacién en este grupo de edad [87],

pero se conoce suficiente sobre las consecuencias, pues un flujo salival bajo,
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disminuye el pH intraoral [99], limita el aclaramiento bacteriano de la boca, lo que
ocasiona la progresion de caries, presencia de sensibilidad dental y el aumento de
enfermedades periodontales [130]. En este sentido, resultados de un estudio
epidemioldgico, mostraron que los jovenes con enfermedad periodontal y molares
ausentes, tenian un mayor riesgo de muerte prematura causada por enfermedades
potencialmente  mortales como neoplasias malignas, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades del sistema digestivo [131]. La raz6n de la
asociacion propuesta es que la inflamacién es un factor importante tanto en las
enfermedades periodontales como en el cancer [130,131]. No obstante, se

necesitan estudios adicionales para explorar las asociaciones sugeridas.

Por otro lado, la determinacion estadistica de la diferencia entre las medias, se
realiz6 con la prueba de t de Student pareada. Los valores criticos de la distribucion
t obtenidos fueron: t < -2.201 o t > 2.201. El estadistico de prueba t = - 2.791, no
se encuentra entre los valores criticos; por lo tanto, se puede rechazar la hipotesis
nula y suponer que la media de los valores del flujo salival entre los grupos 1y 2
presenta diferencias estadisticamente significativas; esto se observa graficamente

en la figura 4.2. a través de un diagrama de caja y bigotes.

Comparacion del flujo salival entre grupos
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0.2
|

Flujo salival (ml/min)

0.1

! Grupo 2

Figura 4.2. Diagrama de caja y bigotes con la comparacion del flujo salival (ml/min) por grupo al
momento de la valoracion.
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En contraste con nuestra hipotesis inicial y con la revision bibliogréfica, los datos
obtenidos en esta tesis muestran una disminucién para el grupo 1 que no habia sido
reportada con anterioridad. Autores como Jornet [64] y Affo et al. [95] encontraron
gue la funcién salival disminuye con un aumento de la edad [71,118,124,132] y es
independiente de la perturbacion extrinseca de las enfermedades o la medicacion,
debido a mecanismos de envejecimiento celular normal en el organismo
[101,119,133]. En el mismo sentido, Zussman et al. [124], reportaron una reduccion
de la tasa de flujo salival relacionada con el aumento de edad, al igual que Fenoll et
al. [88] quienes encontraron un flujo era mayor en las personas jovenes (de menos
de 44 afios) que en personas de mas de 44 afos. La disminucion en el grupo de
participantes jévenes puede estar relacionado con el estrés al que estuvo sometido
el grupo 1 por las evaluaciones finales y también, al pequefio namero de
participantes evaluadas en este trabajo. Por lo que se necesitan mas estudios al

respecto.

Dado que todas las participantes incluidas en el presente estudio estaban
aparentemente libres de enfermedades sistémicas o locales y no se encontraban
bajo medicacion que afectara la secrecidon salival, la diferencia estadisticamente
significativa entre los diferentes grupos tampoco esta en concordancia con lo
previamente reportado por Gittings et al. [117], Saluja et al. [120] y por Leon et al.
[121] pues, ellos encontraron que la secrecidn de las glandulas salivales mayores
no experimenta disminuciones clinicamente significativas en individuos adultos
sanos y los componentes salivales parecen ser estables en ausencia de
enfermedades y del consumo de medicamentos que inducen la xerostomia [118].
Mese y Matsuo [94] reportaron que diversos estudios funcionales demuestran que

no hay disminucion en el flujo con la edad en individuos sanos, no medicados.

Por lo anterior, son necesarios mas estudios al respecto en la poblacién mexicana,
pues no se encuentra caracterizado el flujo salival en participantes jovenes libres de

enfermedades.

40




4.1.2. Escala de acidez pH
En el cuadro 4.3. se encuentran reportados el pH promedio, la desviacion estandar,
los valores maximos y minimos. El pH promedio del grupo 1 fue de 6.17 (+0.408),

mientras que para el grupo 2 fue de 6.5 (+0.548).

Evaluacién comparativa del pH entre grupos

Grupo 1 Grupo 2
Promedio 6.17 6.50
Desviacion estandar 0.408 0.548
Minimo 6 6
Maximo 7 7

Cuadro 4.3. Estadistica descriptiva del pH al momento de la valoracion
para cada grupo evaluado.

Ambos grupos presentaron un pH salival promedio por debajo de 7, que
generalmente indica acidemia (acidez anormal) y, si se mantiene a largo plazo en
la cavidad bucal, conduce a la colonizacién de bacterias cariogénicas que podria
comprometer la salud bucal, desplazando a las bacterias beneficiosas presentes en
la flora oral normal. Por lo tanto, la boca es mas susceptible a caries dentales,
halitosis, periodontitis y erosion dental, que es un desgaste de los dientes mediado
por sustancias quimicas debido al bajo pH en la cavidad oral. Esta condicion se
encuentra comunmente en personas con problemas relacionados con el suefio, que
presentan sequedad bucal o enfermedad de reflujo gastroesofagico. Ambos grupos
de pacientes comparten como causa comun la reduccion de la tasa de flujo salival
[38,98,99,132], pues con la presencia de flujos salivales bajos, se libera menos
bicarbonato y disminuye el pH [120], lo cual parece cierto para el grupo 1, que
presento un flujo salival bajo y para el cual, ya se han mencionado las problematicas

gue conlleva.

El promedio de las mediciones de pH realizadas por participante se pueden
observar en la figura 4.3. y se puede notar que del mismo modo que hubo
participantes con acidemia, hubo participantes con un pH de 7, que generalmente
indica una situacion dental y periodontal saludable, asi como una baja incidencia de

caries dental [98].
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Promedio de pH por participante
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Figura 4.3. Distribucién de las participantes de acuerdo al pH promedio al momento de la
valoracién para a) grupo 1y b) grupo 2. Los valores estan ordenados de menor a mayor.

La distribucion no incluye valores fraccionarios dado que el instrumental utilizado
s6lo determinaba valores enteros. Por lo que estos datos no permiten distinguir
leves diferencias entre coloraciones con una escala fraccionaria, mismas que
podrian representar diferencias de pH salival entre participantes del estudio de un

mismo grupo.

Para determinar la diferencia entre los grupos, se obtuvo que el estadistico de
prueba t = 2.915 no se encuentra entre los valores criticos de la distribucion (t <
—2.201 o t > 2.201); por lo tanto, la hipotesis nula se puede rechazar y se puede
suponer que existen diferencias estadisticamente significativas. Esto no esta en
concordancia con lo previamente reportado, pues hasta el momento no se habia
reportado relacién entre el valor del pH y la edad de los participantes [44,117]. Una
razon para estos resultados puede ser el flujo salival disminuido presente en
algunas de las participantes de ambos grupos, que afecta el pH y causa alteraciones
en la cantidad y calidad de la saliva; esto se traduce en cambios en la capacidad de
la saliva para amortiguar el pH intraoral [48,99]. Son necesarios mas estudios para

explorar estas suposiciones.
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4.1.3. Concentracion total de proteinas

En el cuadro 4.4. se reportan los valores promedio y la desviacion estandar de la
concentracion de proteinas totales en la saliva de las participantes, obtenidos a
través del método de Bradford descrito en el capitulo anterior. Para el grupo 1, el
promedio de la concentracion de proteinas totales salivales fue de 0.57 (+0.200)

mg/ml, mientras que para el grupo 2, el promedio fue de 0.61 (0.167) mg/ml.

Evaluacién comparativa de la concentracion de proteinas (mg/ml)
entre grupos

Grupo 1 Grupo 2
Promedio 0.57 0.61
Desviacion estandar 0.200 0.167

Cuadro 4.4. Estadistica descriptiva de la concentracion de proteinas totales
(mg/ml) salivales para cada grupo evaluado.

En la figura 4.4., se observan los valores promedio por participante de las tres

repeticiones realizadas para obtener la concentracion total de proteinas en saliva.

Si bien, diversos estudios han reportado la concentracién total de proteinas salivales
en individuos de distintas edades, las metodologias utilizadas son heterogéneas y
los grupos estan integrados tanto por hombres como mujeres. Por ello, los
resultados obtenidos en esta tesis se compararon con las tendencias reportadas en
la bibliografia y, a continuacién, se mencionan los estudios cuyos grupos de estudio
estaban conformados por hombres y mujeres, y que reportan datos similares a los

obtenidos en esta tesis.

Valores que estan de acuerdo con el promedio obtenido para el grupo 1 son los de
Nagler et al. [46] quienes reportaron para un grupo con promedio de edad de 20.5
(x1.5) aflos una concentracion de proteinas de 0.636 (+0.068) mg/ml. En la figura
4.4. se notan valores por debajo de los reportados, como los de los participantes
con clave S12y S9.

Por otra parte, en concordancia con los datos obtenidos para el grupo 2, se
encuentra la concentracion de proteinas de 0.6 (+0.3) mg/ml en un grupo cuya edad

promedio era 49.6 (£13.5) afios, en un estudio realizado por Méjean et al. [134].
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Promedio de proteinas totales por participante
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Figura 4.4. Distribucion de las participantes de acuerdo a la concentracion promedio de proteinas
salivales totales (mg/ml) al momento de la valoracion para a) grupo 1 y b) grupo 2. Los valores
estan ordenados de menor a mayor.

Algunos reportes que difieren con los aqui reportados (por ser mayores) son los
siguientes: Milton y Bhambal [135] evaluaron un grupo de voluntarios, de ambos
géneros, mayores de 15 afios y menores de 45 afios de edad. Obtuvieron una
concentracion promedio de proteinas de 1.53 (+0.335) mg/ml. Bhuptani et al. [122]
encontraron que para el grupo de edad >20 afios de ambos géneros, la
concentracion de proteinas era de 2.05 (x0.91) mg/ml, mientras que para el grupo
de mujeres de diversas edades era de 2.25 (+0.85) mg/ml. Oztiirk et al. [136]
reportaron una concentracion de 1.28 (x0.41) mg/ml de proteinas salivales totales

en un grupo de adultos jévenes sanos, entre 19 y 25 afios.

Al realizar la prueba de t de Student pareada para la diferencia de medias, se pudo
concluir con un 95% de confiabilidad, que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos evaluados para el parametro de concentracion de
proteinas pues el estadistico t = 0.245 esta dentro de los valores criticos de la
distribucion (t <-2.201 o t > 2.201). De manera grafica, se observa lo anterior en la

figura 4.5., mediante un diagrama de caja y bigotes. Lo obtenido, concuerda con
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Nagler et al. [46] quienes no reportaron diferencias significativas entre grupos de
diferentes edades y compuestos por hombres y mujeres.

Comparacion de la concentracion de proteinas salivales totales
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Figura 4.5. Diagramas de caja con la comparaciéon de la concentracién de proteinas totales
(mg/ml) entre los grupos estudiados.

A su vez, lo anterior, se encuentra en conformidad con lo reportado por Bhuptani et
al. [122] respecto a que la concentracion permanece constante en los adultos,
posiblemente, por el gran grupo de edad que ellos analizaron, que fue de 25 a 60

afnos de edad. Por lo cual, son necesarios mayores estudios al respecto.

4.1.4. Viscosidad

En el cuadro 4.5. se reportan los valores obtenidos mediante el ajuste de Bingham
para los datos de la curva de aceleracion de 300 a 1000 1/s. Para el grupo 1, la
viscosidad promedio fue de 0.92 mPa-s (x0.254) y para el grupo 2, se obtuvo una

viscosidad promedio de 0.91 mPa-s (x0.384).

En lafigura 4.6. se observan los valores promedio de las tres repeticiones realizadas
por participante, para obtener los valores de viscosidad aparente (n), a tasas de

cizalladura de 300 a 1000 (1/s), con los datos ajustados al modelo de Bingham.
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Evaluacién comparativa de la viscosidad (mPa-s) en la aceleracion entre

grupos
Grupo 1 Grupo 2
Promedio 0.92 0.91
Desviacion estandar 0.254 0.384

Cuadro 4.5. Estadistica descriptiva de la viscosidad salival (mPa-s) en la aceleracién de 300
a 1000 (1/s) para cada grupo evaluado.

Promedio de viscosidad en la rampa ascendente por participante
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Figura 4.6. Distribucién de las participantes de acuerdo a la viscosidad (mPa-s) en la aceleracion
obtenida al momento de la valoracién para a) grupo 1y b) grupo 2. Los valores estan ordenados
de menor a mayor.

Estos promedios grupales estan por debajo de los reportados previamente por
Silletti et al. [116] que analizaron un grupo de diez voluntarios sanos no medicados
y encontraron una viscosidad de 1.18 (+0.32) mPa-s. En la misma direccion estan
los resultados de Inoue et al. [105] quienes estudiaron un grupo de 51 adultos
joévenes sanos (26 varones y 25 mujeres) con una edad media de 25.2 (x3.1) afios
y para quienes reportaron una viscosidad de 1.09 (£0.11) mPa-s. Del mismo modo,
Foglio-Bonda et al. [48] analizaron la saliva de un grupo de 68 estudiantes de ambos
géneros, de entre 18 y 29 afios de edad y para los que reportaron una viscosidad
promedio de 1.40 (x0.39) mPa-'s. Estos valores son superiores a los que se

encontraron en este trabajo, probablemente porque se evaluaron participantes de
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ambos sexos. Gittings et al. [117] reportaron que la saliva de los varones presentaba
una viscosidad mas alta, no obstante, poco se sabe sobre el efecto del género en
el aumento de la viscosidad de la saliva.

Como se mencioné en el capitulo anterior, las curvas de flujo de la aceleracion y
desaceleracion se dividieron en dos rampas, la primera con un gradiente de
velocidad de 0 a 300 1/s y la segunda de 300 a 1000 1/s. En la figura 4.7. se
encuentran las curvas de flujo obtenidas para las tasas de corte de 0 a 300 1/s para
cada grupo. Mientras que en el cuadro 4.6. se reportan los valores de ajuste lineal

de las curvas de cada participante. Los datos se encuentran separados por grupo.

Ajuste de las curvas de flujo de 0 a 300 1/s

Grupo de estudio Clave de la participante R?
S03 0.990
S05 0.990
S07 0.981
Gl S09 0.975
S11 0.959
S12 0.961
S01 0.948
S02 0.990
S04 0.974
G2 S06 0.991
S08 0.962
S10 0.971

Cuadro 4.6. Valores de ajuste lineal de los datos de viscosidad con
en la aceleracion. Reologia a cizallamiento de aceleracion constante
(0-300 1/s).

En la figura 4.7. se aprecia que el esfuerzo de cizalla aumenta conforme aumenta
la tasa de corte y, al ser el comportamiento de la saliva el de un material
pseudoplastico, no fluye hasta alcanzar un esfuerzo de corte que supere el valor de
cedencia, que sucede hasta aproximadamente un gradiente de velocidad de 100
1/sy, es en este punto cuando se observa de manera clara que la relacion entre el
esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion se vuelve lineal, esto se refleja en
los valores de ajuste se encuentran reportados en el cuadro 4.6. En concordancia
con lo previamente reportado, respecto a que la saliva muestra un comportamiento

newtoniano a tasas de cizallamiento superiores a 90 1/s [48].
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Curvas de flujo de la primera rampa de aceleracion
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Figura 4.7. Curvas de flujo de las muestras de saliva para cada grupo, durante la rampa de
aceleracion constante de 0 a 300 1/s para a) grupo 1y b) grupo 2.

En la vida cotidiana, las tasas de cizallamiento de 4 1/s corresponden al movimiento
de particulas a través de la lengua, mientras que velocidades de 60 1/sy 160 1/s, a
la ingestion y al habla respectivamente [117]. Mientras que las altas tasas de
cizallamiento ocurren en la boca principalmente durante la alimentacién y la

deglucién [104,137]. Tasas de entre 10 y 500 1/s imitarian el rango presente en la
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boca durante la alimentacion [117] y los resultados de esta velocidad de
cizallamiento, se encuentran en la figura 4.8. Estos gradientes de velocidad ayudan
a mantener un flujo constante desde que la saliva entra en la boca a través de las
aberturas ductales, hasta que alcanza la parte posterior de la garganta, cuando se
deglute [104].

Curvas de flujo de la segunda rampa de aceleracion
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Figura 4.8. Curvas de flujo de las muestras de saliva para cada grupo, durante la rampa de
aceleracion constante de 300 a 1000 1/s para a) grupo 1y b) grupo 2.
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Dado que este comportamiento lineal no depende del tiempo de aplicacion del
esfuerzo, podriamos decir que la saliva, a altas velocidades de deformacion es

equivalente a un fluido newtoniano.

Lo anterior, se ve de manera gréfica en la figura 4.8., donde las curvas de flujo de
300 a 1000 1/s para ambos grupos presentan menor variabilidad que las de la curva
de flujo de 0 a 300 1/s y tienen mejores valores de ajuste, es decir, tienen valores
mas cercanos a 1 (cuadro 4.7) en comparacion con las rampas presentadas

anteriormente en la figura 4.7.

Ajuste de las curvas de flujo, de 300 a 1000 1/s

Grupo de estudio Clave de la participante R?
S03 0.996
S05 0.995
So7 0.993
Gl S09 0.991
Sl11 0.994
S12 0.996
So1 0.996
S02 0.996
S04 0.994
G2 S06 0.989
S08 0.993
S10 0.991

Cuadro 4.7. Valores de ajuste lineal de los datos de viscosidad con en la
aceleracion. Reologia a cizallamiento de aceleracién constante (300 a
1000 1/s).

Un ejemplo de fluido newtoniano con el que estamos en contacto de manera
cotidiana es el agua y, curiosamente la saliva a pesar de estar compuesta 99% de
agua, presenta su comportamiento no lineal a bajas tasas de corte, como se ve en
la figura 4.9. donde se grafican los datos de las dos rampas de aceleracion, es decir

de 0a 1000 1/s. y se pone de manifiesto su comportamiento no newtoniano [50,104].

Este comportamiento no newtoniano, es causado por el 1% restante de su
composicion que contiene una gran cantidad de componentes organicos [35,43,68],
pues a medida que pasan unos junto a los otros, como sucede durante el flujo, a
cada velocidad especifica de corte cambian su alineacion, forma y cohesién, y se

puede requerir mas fuerza para mantener el movimiento [111] hasta que se llega al
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valor de cedencia. En la préactica, este comportamiento permite que la saliva cree la
membrana que cubre y lubrica los tejidos blandos y duros que recubren la cavidad
oral, manteniendo la homeostasis de la cavidad oral [35,104].

Ademas, en la figura 4.9., se puede apreciar que las participantes del grupo 2
parecen alcanzar mayores esfuerzos cortantes bajo las mismas condiciones de

velocidad de deformacién, por encima de los 1600 mPa a 1000 1/s.

Curvas de flujo en la aceleracion
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Figura 4.9. Curvas de flujo de las muestras de saliva para cada grupo, durante la rampa de
aceleracion constante de 0 a 1000 1/s para a) grupo 1y b) grupo 2.
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En este sentido, el movimiento constante de la saliva es importante para la
eliminacion de bacterias, para la estabilidad del pH, y la salud bucal en general
[104]. Si la saliva se vuelve demasiado viscosa, puede inhibir su capacidad para
lubricar la boca, y conducir a enfermedades orales como las caries o periodontitis
[105]; y como se menciond con relacion al flujo salival, existe una relacion entre las
enfermedades periodontales y las neoplasias malignas, las enfermedades
cardiovasculares y del sistema digestivo [131]. Por lo que, en concordancia con la
hipotesis inicial de esta tesis, el grupo 2 parece presentar una viscosidad mayor a

altas tasas de corte, segun las graficas de la figura 4.9.

En la figura 4.10. se encuentran las curvas de viscosidad, obtenidas al someter a la
saliva a un aumento constante de la tasa de cizalladura de 0 a 1000 1/s. Estos
resultados estan en conformidad con lo hallado por Preetha y Banerjee [112]
respecto al comportamiento pseudoplastico de la saliva y las viscosidades de entre
15.5 mPa-s a tasas bajas de corte y 2.8 mPa-s al aumentar la tasa de cizalladura
hasta 95 1/s. Asimismo, los datos de Haward et al. [114] presentan una viscosidad
de ~8 mPa's a la tasa de cizallamiento mas baja y una reduccién a ~2 mPa's a
tasas de cizallamiento mas altas. Esto en concordancia con los datos aqui
obtenidos, donde a ~30 1/s se alcanzaban los 8 mPa's y en los consecuentes
aumentos de la tasa de cizallamiento, la viscosidad disminuyo hasta valores entre
1y 2 mPa-s. Del mismo modo, lo anterior concuerda con lo reportado por Stokes y
Davies [115], quienes agregan que la saliva es un fluido relativamente inelastico con
una viscosidad de cizallamiento infinito de alrededor de 1.0 mPa-s, marginalmente
por encima de la viscosidad del agua de 0.77 mPa-s, que es afin con lo reportado
en el cuadro 4.5. y cuadro 4.8., para la curvas ascendentes y descendentes

respectivamente.

En el cuadro 4.8., se reportan los valores obtenidos con el ajuste de Bingham en la
rampa de desaceleracion, es decir, de 1000 a 300 (1/s). Para el grupo 1, se obtuvo
una viscosidad promedio de 1.12 (+0.220) mPa-s y para el grupo 2 un promedio de
1.20 (+0.375) mPa:s.
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Evaluaciéon comparativa de la viscosidad (mPa-s) en la desaceleraciéon entre

grupos
Grupo 1 Grupo 2
Promedio 1.12 1.20
Desviacion estandar 0.220 0.177

Cuadro 4.8. Estadistica descriptiva de la viscosidad salival (mPa-s) en la desaceleracién de
1000 a 300 (1/s) para cada grupo evaluado.

Curvas de viscosidad en la aceleraciéon

a)
20
18 o ©S03 ®8S05 24S07 ©S09 +Sl1l ©S12
16
14 | o©
0 200 400 600 800 1000
y(lls)
b)
20
18 °

©S01 xS02 oS04 ¢S06 AS08 OS10

0 200 400 600 800 1000
¥V (Us)

Figura 4.10. Curvas de viscosidad salival de las participantes del a) grupo 1 y b) grupo 2. Reologia
a cizallamiento de aumento constante (0—1000 1/s).
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En contraste con lo mencionado para las curvas de aceleracion, los datos
presentados en el cuadro 4.8 estan en concordancia con los valores antes
mencionados reportados por Silletti et al. [116], Inoue et al. [105] y Foglio-Bonda et
al. [48] para las curvas de aceleracion, no obstante, ninguno de estos trabajos

reporta los valores promedio de las rampas descendentes.

En la figura 4.11. se observan los valores promedio por participante de las tres
repeticiones realizadas para obtener los valores de viscosidad aparente (n), a tasas
de cizallamiento de 1000 a 300 (1/s), es decir, durante la desaceleracion, con los

datos ajustados al modelo de Bingham.

Promedio de viscosidad en la rampa descendente

a) b)
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Figura 4.11. Distribuciéon de las participantes de acuerdo a la viscosidad (mPa-s) en la
desaceleracion para el a) grupo 1y b) grupo 2. Los valores estan ordenados de menor a mayor.

En la figura 4.12. se encuentran representadas las curvas de flujo en la
desaceleracion, donde la relacion lineal de la velocidad de corte con el esfuerzo, es
aun mas notoria. Esto se debe a que la saliva se considera una dispersion coloidal
de biopolimeros altamente estructurados, como las mucinas salivales y las
proteinas ricas en prolina [51,103,105,116,138]. Las mucinas gracias a Ssu
propiedad de auto-agregacion pueden formar estructuras muy grandes, que

contribuyen a la naturaleza viscosa de la saliva [104]. Se pueden imaginar cOmo
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largas cadenas que en condiciones de reposo se contraen para formar estructuras
circulares que en los bordes se enredan entre si. Al aplicar una tasa de corte, las
estructuras circulares cambian su forma y se convierten en elipsoides. Esta
deformacion va de la mano con el aumento del desenmarafio de las moléculas. Al
separarse, las moléculas individuales tienen menos resistencia al flujo que las
superestructuras enredadas y dan como resultado el comportamiento de
adelgazamiento por cizalla, presentando valores de viscosidad decrecientes a tasas

de cizallamiento mas elevadas, como podemos observar en la figura 4.12.

En la desaceleracion, no se presenta un adelgazamiento de cizalla tan marcado,
pues en la curva de aceleracion se deforma la estructura interna del fluido y la saliva
al ser un pseudoplastico, es un material sin memoria, es decir, una vez que se aplica
la fuerza y la estructura se ve afectada, el material, en este caso, las proteinas, no
recuperan su estructura anterior [111] y por lo tanto, su funcién. Esto tiene como
resultado, una disminucién de la viscosidad [139]. Otra causa del comportamiento
mucho mas lineal de la saliva en las rampas descendentes podria atribuirse a la
destruccion de las redes de mucina dentro de las muestras de saliva que
experimentan un deterioro irreversible por el cizallamiento [117]. Aunado a esto, la
estabilidad de la muestra de saliva comienza a disminuir inmediatamente durante el
procedimiento de recoleccion y sus propiedades se mantienen constantes solo los
primeros 5-8 minutos. La degradacion de las proteinas ocurre dentro de los 30
minutos posteriores a la recoleccién [48,103]. Debido a que las glucosidasas y las
proteasas bacterianas descomponen la organizacion macromolecular de las
mucinas, esto conduce a la precipitacion de las proteinas, acompafiado por una
disminucién de la viscosidad [139]. De este modo, el comportamiento reoldgico de
la saliva en la curva de desaceleracion podria encontrarse modificada, tanto por las
tasas de cizallamiento como por el tiempo, pues la obtencion de datos para la curva

de aceleracion toma aproximadamente 10 minutos.
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Curvas de flujo en la desaceleracion
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Figura 4.12. Curvas de flujo de las muestras de saliva para cada grupo, durante la rampa de
desaceleracién constante de 1000 a 0 1/s para a) grupo 1y b) grupo 2.

Podemos notar, en contraste con lo reportado, que la viscosidad en la
desaceleracion aumenté ligeramente para ambos grupos. Siendo mayor para el
grupo 2, por lo que una posible explicacion podria ser un cambio en la disposicion

macromolecular de las cadenas de mucina debido a la accibn mecéanica, es decir,
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la red polimérica de la saliva con su topologia caracteristica enredada podria estar
alinedndose a la direccion del flujo. Otra explicacién podria ser la evaporacion de
parte de la muestra durante la toma de datos, pues la reduccion del contenido de
agua disminuye el grado de hidratacion de la marafia de los polimeros de mucina y
puede causar un aumento en la viscosidad [124] y esto determina criticamente las

propiedades reoldgicas [140] de la saliva.

Los estudios consultados durante la revision bibliografica no reportan las curvas de
desaceleracion, por lo que no se pueden realizar inferencias certeras respecto a
estos resultados. Por lo que podria ser importante continuar el estudio del
comportamiento de la saliva en tasas de cizalla altas, para considerarlo durante el

disefio de biosensores para el diagndstico no invasivo de enfermedades.

Al realizar la prueba de t de Student pareada para la diferencia de medias, se pudo
concluir con un 95% de confiabilidad, que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los dos grupos para la viscosidad en la aceleracion (t = 0.445), ni
para la viscosidad en la desaceleracion (t = 1.697), ya que ambos estan dentro de
los valores criticos de la distribucién (t < -2.201 o t > 2.201). De manera grafica, se

observa lo anterior en la figura 4.13. mediante un diagrama de caja y bigotes.

Los resultados del presente trabajo difieren con lo reportado en la literatura, ya que
las investigaciones sugieren que pueden ocurrir cambios en la viscoelasticidad de
la saliva relacionados con el envejecimiento, particularmente en la saliva secretada
en condiciones de reposo que contiene concentraciones relativamente altas de
saliva producida por las glandulas submandibulares, sublinguales y palatinas, que
contienen concentraciones altas de mucinas y de glicoproteinas [91,124]. Khaldoun
et al. [119] y Zussman et al. [124] encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos de edad. Reportaron un aumento en la viscosidad salival
en adultos mayores, con un aumento del doble cuando se compar6 con los otros
grupos de edad. Asimismo, Gittings et al. [117] reportaron que la viscosidad de la
saliva fue significativamente mayor para el grupo de edad 28 — 35 afios en
comparacion con los participantes de 20—-27 afos.
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Figura 4.13. Diagramas de caja y bigotes con la comparacién de la viscosidad (mPa-s) entre los
grupos estudiados en a) la aceleracion de 300 a 1000 1/s y, b) la desaceleracion de 1000 a 300
1/s.

No obstante, los resultados obtenidos en este trabajo estan justificados, pues las

participantes del grupo evaluado de mayor edad, se considerarian en la adultez
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media (40 a 60 afios), mientras que los participantes de los estudios antes

mencionados eran adultos mayores (> 60 afos).

4.1.5. Correlaciones

Finalmente, la figura 4.14. resume e ilustra el analisis de correlacion utilizando el
coeficiente de Pearson entre las variables analizadas para ambos grupos. Los
valores que se observan en el diagrama de dispersion, ya sea de color azul o rojo,
son los coeficientes de correlacion r que miden la intensidad y la direccion de una

relacion lineal entre dos variables. De manera grafica, se representan con ovalos.

Gréfico de correlacion de Pearson

Edad 0.52 0.58

Flujo 0.6

o
w

r 04

pH r 02

Viscosidad d
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Proteinas 0.6

-0.6

Viscosidad_a 038

-1

Figura 4.14. Diagrama de correlacion de Pearson entre las variables analizadas para ambos
grupos, donde se encuentran reportados los valores de r.

El valor de r se encuentra entre +1 y —1. Un valor cercano a 1, indica una fuerte
relacion entre las dos variables, en la escala de color, los valores cercanos a 1
presentan tonalidades mas oscuras. Esto significa que los cambios en una variable

estan fuertemente correlacionados con los cambios en la segunda variable. Si el
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valor es positivo, en la figura se encuentra representado de color azul y significa que
a medida que una variable aumenta de valor, la segunda variable también aumenta
de valor. De manera similar, un valor negativo, que en la figura se encuentra
representado de color rojo, significa que a medida que una variable disminuye en

valor, la segunda variable también disminuye en valor [141].

En cuadro 4.9. se reportan solo los valores p de la correlacion de Pearson que
mostraban relacion moderada (>0.5) y también se reportan los valores p de la

correlacion de Kendall para los datos no paramétricos como el flujo salival y el pH.

Correlaciones de las variables evaluadas

Pearson Kendall
Correlacion r p tau p
Edad — Flujo salival 0.523 0.081 0.326 0.146
Edad — pH 0.583 0.047 0.445 0.087
Flujo salival — pH 0.596 0.041 0.479 0.062
Concentracién de proteinas to_t,ales - 0.602 0.038*
Viscosidad en la aceleracion

*estadisticamente significativo

Cuadro 4.9. Valores de la correlacion para las variables evaluadas de ambos grupos.

De este modo, se encontr6 una moderada correlacién positiva (r = 0.602),
estadisticamente significativa entre la concentracion de proteinas totales y la
viscosidad promedio en la aceleracion (p = 0.038). Esto en concordancia con lo
reportado por Inoue et al. [105] quienes encontraron una correlacién positiva entre
la concentracion total de proteinas y la viscosidad como efecto de la presencia de
MUCS5B. Este aumento de la viscosidad se relaciona con una mayor concentracion
de proteinas salivales, presumiblemente por la reduccion en el contenido de agua
en la saliva [124]. Esto es causado por la interaccion entre el agua y las mucinas; la
cantidad de agua es inversamente proporcional a la concentracion de mucinas, que
genera una consistencia salival mas viscosa, especialmente cuando existe una
reduccion de la cantidad de agua, resultando en un aumento relativo de la
concentracion de mucinas [133]. En este sentido, Ueno et al. [51] encontraron que
la viscosidad de la saliva esta relacionada negativamente con la tasa de flujo de la

saliva: a mayor viscosidad, menor tasa de flujo.
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Respecto a las demas correlaciones, los resultados del trabajo actual fueron
consistentes con los de Preoteasa et al. [96], pues mostraron que la viscosidad y el
pH salival son dos parametros independientes y sus cambios no tienen relacion
entre si. Asimismo, Inoue et al. [105] no detectaron ninguna correlacion entre la

viscosidad y el flujo salival.

En contraste con los resultados obtenidos en este trabajo para la edad y la
concentracion total de proteinas (r = 0.016, p = 0.96), Vibhakar et al. [49]
demostraron la existencia de una baja correlacidén positiva. No obstante, los grupos

evaluados variaron de entre 11 afios y mas de 30 afios de edad.

En conclusion, para revalidar cualquiera de los resultados reportados, es necesario

aumentar el nimero de participantes.

61




CAPITULO 5.
CONCLUSIONES

La evaluacion de las tasas de flujo salival, el pH, la viscosidad y la concentracién de
proteinas totales son caracteristicas que deben analizarse en poblaciones sanas
para ser utilizados como referencia para evaluar cambios relacionados con el
envejecimiento y la presencia de enfermedades. Esto enfocado al desarrollo de
estrategias del cuidado de la salud y la mejora de la calidad de vida de la poblacién,
considerando el intenso proceso de envejecimiento demografico que esta

ocurriendo en nuestro pais.

Con los datos obtenidos en este trabajo, se puede concluir que se advierten
diferencias estadisticamente significativas en el flujo salival y el pH. Sin embargo,
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de esta
prueba piloto para las variables de concentracion de proteinas y viscosidad tanto en
la aceleracion como en la desaceleracion. Lo anterior, nos permiten aportar
perspectivas de interés para el uso de las caracteristicas salivales como
biomarcadores en grupos jévenes con factores de riesgo, relacionados con el estrés

oxidativo.

Para el grupo 1, se obtuvo un flujo salival promedio de 0.18 (x0.071) ml/min,
mientras que para el grupo 2 fue de 0.33 (x0.198) ml/min. Respecto a la
determinacién de pH, se obtuvo un pH promedio de 6.17 (+0.408) para el grupo 1y
para el grupo 2 un promedio de 6.5 (+0.548). El promedio de la concentracion de
proteinas totales salivales, hallado para el grupo 1 fue de 0.57 (£0.200) mg/ml,
mientras que para el grupo 2, el promedio fue de 0.61 (£0.167) mg/ml. Por otro lado,
la viscosidad en la aceleracion fue de 0.92 mPa-s (x0.254) para el grupo 1y para el
grupo 2 fue de 0.91 mPa-s (£0.384). Mientras que en la desaceleracion el valor
promedio fue de 1.12 (+£0.220) mPa-s para el grupo 1y, para el grupo 2 fue de 1.20
(£0.375) mPa-s. Se encontré una correlacion de Pearson moderadamente positiva
y estadisticamente significativa entre la concentracion de proteinas totales y la

viscosidad promedio en la aceleracion (r = 0.602, p = 0.038), mientras que para las
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demas caracteristicas evaluadas no se hallaron correlaciones estadisticamente

significativas.

Asimismo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, pues las
participantes del grupo 2 eran més jévenes en comparacion con los participantes de
los estudios consultados durante la revision bibliogréafica, y ademas se encontraban
libres de enfermedades sistémicas o locales; lo anterior esta aunado, al nUmero de
participantes evaluadas en este trabajo. Por lo tanto, se sugiere que se aumente el
namero de participantes para: fortalecer resultados, obtener mayor certeza
estadistica y explorar si existen o no diferencias en las caracteristicas salivales con
la edad ademas de disminuir las barras de error que se observan en los diagramas

de cajas y bigotes.

Considerando las limitaciones inherentes a un estudio de corte transversal y el
tamafio de muestra, los resultados obtenidos son significativos, pues estuvieron
dentro del rango de lo previamente reportado, aun con las dificultades para
comparar los resultados previos con los presentados en este trabajo, principalmente
por la composicion de los grupos que eran de edades mixtas, edades mayores o

bien de ambos géneros.

En el presente estudio piloto se logré exitosamente desarrollar y ensayar el
protocolo para la obtencién y procesamiento de muestras de saliva, que demostré
ser reproducible, pues se hace énfasis nuevamente, en que los valores concordaron

con lo previamente reportado en la literatura.

Ademas, se optimizd el tiempo para evitar la degradacién de muestras y no
mantener a las participantes en el laboratorio mas tiempo del estrictamente
necesario. También permitié la identificacion de posibles areas problematicas y
deficiencias en el proyecto, asi como en los instrumentos de investigacion y detalles

puntuales en el protocolo antes de su implementacion en estudio posteriores.

Uno de los hallazgos mas importantes dentro de la metodologia, fue la evaporacion

de la muestra de saliva durante el analisis reoldgico, lo cual podria repercutir en el

63




manejo, el almacenamiento (si es necesario) y en el analisis de la muestra, pues no

tenemos certeza de si las proteinas se concentran o sufren algan otro proceso.

Es destacable que el protocolo de este trabajo fue evaluado y autorizado
previamente para su realizacion en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
(UNAM), no obstante, fue llevado a la practica en la Facultad de Ciencias de la
UAEMéx. Por lo que el protocolo fue entregado para ser evaluado del mismo modo

por el Comité de Etica de la Investigacion del CICMED.

Cabe sefialar, que en el presente trabajo se desarroll6 una metodologia util para la
caracterizacion de la saliva y los resultados pueden utilizarse como base de
referencia para el planteamiento de estudios posteriores y el consiguiente desarrollo
de nuevas tecnologias para mejorar el monitoreo del estado de salud de los
pacientes, pues el uso de la saliva como biofluido de uso rutinario en la clinica
ofrecera la ventaja de realizar evaluaciones médicas en cualquier entorno clinico, a
un bajo costo y de manera no invasiva. Con la emergente epidemia mundial de
trastornos relacionados con la edad, este enfoque es de vital importancia al igual
que el estudio de poblaciones jovenes sanas.
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CAPITULO 6.
PERSPECTIVAS

El uso cotidiano de fluidos orales en aplicaciones relacionadas con la biotecnologia
y la atencién médica, especialmente en el campo del diagnéstico de enfermedades

relacionadas con la edad, pronto sera una realidad dadas todas sus ventajas.

En este sentido, el planteamiento del protocolo y su realizacion, permitieron
identificar las fases de la metodologia que son susceptibles a modificaciones para

optimizar el proceso y mejorar la obtencién de resultados.

Los puntos a resaltar son: 1) evitar la toma muestras durante periodos de
evaluaciones finales; 2) considerar la evaluacién del estado de salud oral por un
odontdlogo y la evaluacion de salud general, por un médico, para no depender de
la informacion subjetiva proporcionada en el cuestionario de evaluacion, y 3) solicitar

en el cuestionario un seguimiento de consumo de liquidos.

Respecto a la toma y manejo de muestras, se recomienda: 1) realizar la prueba de
grado de hidratacion en las participantes, segun lo reportado por Jain et al [142] y
2) utilizar un vértex para homogenizar la muestra de saliva con el reactivo de
Bradford. Para la medicion de pH: 1) hacer uso de un potenciémetro o en su defecto
tiras disefiadas para su uso en muestras de saliva y 2) realizar la medicion de

capacidad de buffer a través del método de Ericsson.

Una perspectiva adicional, para etapas subsecuentes del proyecto, es efectuar el
andlisis superficial de peliculas de saliva utilizando un microscopio de fuerza
atomica, con las muestras antes y después de ser sometidas al analisis reoldgico.
Ademas, se pueden considerar diferentes tiempos de almacenamiento a
temperatura ambiente y en hielo, como se recomienda en diversos protocolos, para

conocer el cambio a nivel de estructura en la saliva.

Asimismo, se propone realizar estudios de cohortes prospectivos con las
participantes evaluadas en este trabajo, determinando las caracteristicas

fisicoquimicas salivales mes con mes, durante un periodo de al menos seis meses.
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Esta tesis es la base para el desarrollo de una metodologia enfocada al manejo de
muestras de saliva, su estandarizacion y a la descripcién de los indicadores
fisicoquimicos presentes en la saliva de mujeres sanas. De este modo, este estudio
podria considerarse como referencia para estudios posteriores a largo plazo que
incluirian mujeres diagnosticadas con cancer de mama. Adicionalmente la
caracterizacion sirve de referente en el disefio de biosensor ideado para el uso de
fluidos orales.
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CAPITULO 7.

ANEXOS

Anexo 7.1. Aval del Comité de Etica de la Facultad de Estudios Superiores lztacala,

Universidad Nacional Autbnoma de México.

3 Universidad Macional Autémoma de M A
Facwitad de Eshadios Supercre itacala n
S i COMISION DE ETICA -I
Los Reyes |ztacala a8 08M3/2018

Cficio:  CE/FES10G2018/1238

DR. ROSALES IBANEZ RAUL
Presente:

En alencidn & si solicilud de aval, por la Comsiin de EBea de eata facullad, pars su proyecls denominads

Determinacion de autoanticuerpos en liquido crévicular, saliva, sangre y mucosa
oral para el posible diagnostico temprano de cancer de mama. que va a someber a
COMACYT.

Esla comisidn aoondd B siguienbe apinion tEcnica:

Avalado sin recomendaciones

Sin oo paticdar por &l maments, quedanaes a sus Aidenss para cualiuier adaracitn y aproveshamos |a
apariunidad para enviae un abeno Salus ¥ NUEENG fespeln cadbmics.

-

M. en C. MarigEugenjd Isabel Heres y Pulido
Fresidente

Pagina 171

67




Anexo 7.2. Aval del Comité de Etica en Investigacion del Centro de Investigacion

en Ciencias Biomédicas, Universidad Autdbnoma del Estado de México.

Universidad Autd del Estado de Méxi
Cemirp de Investigacion en Clencius Médices
: Comité de Etica en Investipocion

Toluca, México a 9 de abril de 2019.

LIZETH DORANTES GOMEZ -~~~
PRESENTE

Investigadora responsable del protocolo de tesis de licenciatura No. 2019P04
“Caracterizacion fisicoguimica de saliva y propuesia de wna metodologia para la bisqueda
de un biomarcador de deteccion temprana pava cdncer de mama™, aprobado con ¢l registro
2019/06 del CEI del CICMED. Hago de su conocimiento que usted, la Dra. Lorena Romero
Saluzar y el Dr. Rad! Rosales Ibibez, han adquirido los siguientes compromisos:
1. Pararealizar cualquser modificacion del protocolo aprobado (incluyendo el titulo) debers someter
al Comsité la ENMIENDA pondi para su andlisis y en su caso aprobaciin,
2. Anualmente informar los avances del proyecto, resultados generales, asl como de maners
INMEDIATA la presencia de efectos adversos.
3. Deberi hacer llegar al tirmino de la investigacion un informe dirigido al Presidente del CEl, bajo
el siguiente formato.
o Nombre del respoasable del proyecto v tutores, con firma autdgrafa.
o Fecha de aprobackn y n de registro ded CEI (anexar copia de la carta de aprobacidn).
& Productos obtenidos: libeo, capitulo de libeo, articulo, p fas, tesis, ete ( copia de
los documentos — portada, iindice, primera pdging, acta de examen -).

PATRIA, CIENCIA ¥ TRABAJO
“2019, Ada del 75 Aniversario de la Autonomia ICLA-UAEM™

Comité de Etica en Investigacion
Centro de Investigacidn en Ciencias Médicas

(ELJ L \«“*\

Dr. Octavio Marquez Mendoza
Presidente del CEI

ct.p. Dra. Lorens Romem Salazar. Tulse,
/(-_nn Dv. Radf Rosses 1baner. Aseanr.
cep Archivo

Av, Jenis Coranea n® 205,
Col Universond, Tobuoo, Méx 3
Cr 5w

Tob. (01722)20200 27

CICMED

104027 =N —

68




CAPITULO 8.
BIBLIOGRAFIA

[1] C. Franceschi, P. Garagnani, C. Morsiani, M. Conte, A. Santoro, A. Grignolio, D. Monti, M.
Capri, S. Salvioli, “The Continuum of Aging and Age-Related Diseases: Common Mechanisms
but Different Rates”, Front. Med. 5, 2018.

[2] D. Belsky, A. Caspi, R. Houts, H. Cohen, D. Corcoran, A. Danese, H. Harrington, S. Israel,
M. Levine, J. Schaefer, K. Sugden, B. Williams, A. Yashin, R. Poulton y T. Moffitt, “Quantification
of biological aging in young adults”, Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 112, nim. 30, pp. E4104-E4110,
2015.

[3] I. Pereira, C. Brasileiro, N. Kleperon, M. Abreu, T. da Silva, R. Mesquita y T. Amaral,
“Comparative study of oral and salivary parameters in patients with and without loss of bone
mass”, Braz. Oral Res., vol. 32, pp. 1-7, 2018.

[4] M. Tosato, V. Zamboni, A. Ferrini, y M. Cesari, “The aging process and potential interventions
to extend life expectancy”, Clin. Interv. Aging, vol. 2, num. 3, pp. 401-412, 2007.

[5] M. Blagosklonny y M. Hall, “Growth and aging: a common molecular mechanism”, Aging
(Albany. NY)., vol. 1, nam. 4, pp. 357-362, 2009.

[6] K. Singh, “Mitochondrial Dysfunction Is a Common Phenotype in Aging and Cancer”, Ann. N.
Y. Acad. Sci., vol. 1019, nim. 1, pp. 260-264, 2004.

[7] K. Gonzalez, “Envejecimiento demografico en México: analisis comparativo entre las
entidades federativas”, en La situacion demografica de México 2015, Consejo Nacional de
Poblacion, pp. 113-129, 2015.

[8] V. Myakotnykh, D. Berezina, T. Borovkova, y I. Gavrilov, “Comparative biochemistry of aging
process in men and women”, Adv. Gerontol., vol. 5, num. 2, pp. 72-79, 2015.

[9] M. Gubbels, “Sex, the aging immune system, and chronic disease”, Cell. Immunol., vol. 294,
nam. 2, pp. 102-110, 2015.

[10] Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, “Mujeres y hombres en México 2015”, Ciudad
de México, 2015. [En linea]. Disponible en:
http://internet.contenidos.inegi.org.mx/contenidos/productos/prod_serv/contenidos/espanol/bvi
negi/productos/nueva_estruc/702825075019.pdf. [Consultado: 15-nov-2018].

[11] Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, “Principales causas de mortalidad por
residencia habitual, grupos de edad y sexo del fallecido”, Tabulados basicos, 2016. [En linea].
Disponible en:
http://iwww.inegi.org.mx/est/contenidos/proyectos/registros/vitales/mortalidad/tabulados/Consul
taMortalidad.asp. [Consultado: 15-nov-2018].A. Aviv, “Cardiovascular diseases, aging, and the
gender gap in human longevity”, J. Am. Soc. Hypertens., vol. 1, num. 3, pp. 185-188, 2007.

[12] M. Javaid, A. Ahmed, R. Durand y S. Tran, “Saliva as a diagnostic tool for oral and systemic
diseases”, J. Oral Biol. Craniofacial Res. Vol. 6, pp. 67-76, 2016.

[13] P. Sharma y S. Dwivedi, “Prospects of Molecular Biotechnology in Diagnostics: Step
Towards Precision Medicine”, Indian J. Clin. Biochem., vol. 32, nium. 2, pp. 121-123, 2017.

[14] N. Neki, “Saliva as a diagnostic tool”, IAIM, vol. 3, 164-170, 2016.

69




[15] I. Amarakoon, C. Hamilton, S. Mitchell, P. Tennant, y M. Roye, “Biotechnology”, en
Pharmacognosy, S. Badal y R. Delgoda, Eds. Boston: Academic Press, pp. 549-563, 2017.

[16] OECD, “Biotechnology, single definition”, Glossary of Statistical Terms, 2001. [En linea].
Disponible en: https://stats.oecd.org/glossary/detail.asp?ID=219. [Consultado: 21-oct-2018].

[17] E. DaSilva, “The Colours of Biotechnology: Science, Development and Humankind”,
Electron. J. Biotechnol., vol. 7, nim. 3, 2012.

[18] P. Pham, “Medical Biotechnology: Techniques and Applications”, en Omics Technologies
and Bio-Engineering, D. Barh y V. Azevedo, Eds. Academic Press, pp. 449-469, 2018.

[19] S. Schleidgen, C. Klingler, T. Bertram, W. Rogowski, y G. Marckmann, “What is personalized
medicine: sharpening a vague term based on a systematic literature review.”, BMC Med. Ethics,
vol. 14, p. 55, 2013.

[20] S. Amur, R. Becker, A. Chakravarty, D. Cho, O. Faris, S. Fitzpatrick, N. Hunter, I. Irony, S.
Lababidi, C. Leptak, W. Mattes, E. Mishina, K. O’Callaghan, M. Pacanowski, E. Papadopoulos,
V. Peiris, R. Puri, M. Robb, H. Rogers, R. Sherman, R. Sridhara, R. Temple, A. Trentacosti, P.
Turfle, S. Wang, H. Hamilton, P. Mclnnes, L. McShane y M. Shah, “Biomarker, BEST
(Biomarkers, EndpointS, other Tools) Resour”, 2016. Food and Drug Administration (US); [En
linea] Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK338449/ Co-published by National
Institutes of Health (US), Bethesda (MD). [Consultado: 21-oct-2018].

[21] K. Jain, “Introduction”, en The Handbook of Biomarkers, K. K. Jain, Ed. Basel: Springer
Science+Business Media, pp. 1-21, 2010.

[22] K. Strimbu y J. Tavel, “What are Biomarkers?”, Curr Opin HIV AIDS, vol. 5, nim. 6, pp. 463—
466, 2011.

[23] J. Dai, S. Sun, J. Peng, H. Cao, N. Zheng, J. Fang, Q. Li, J. Jiang, Y. Zhang y Y. Hu,
“Exploration of Macro-Micro Biomarkers for Dampness-Heat Syndrome Differentiation in
Different Diseases”, Evidence-Based Complement. Altern. Med. pp. 1-9, 2013.

[24] R. Mayeux, “Biomarkers: Potential Uses and Limitations”, NeuroRx. 1, pp. 182-188, 2004.

[25] J. Schneider, M. Sidhu, C. Doucet, N. Kiss, R. Ohsfeldt y D. Chalfin, “Economics of cancer
biomarkers”, Per. Med. vol. 9, pp. 829-837, 2012.

[26] V. Kraus, B. Burnett, J. Coindreau, S. Cottrell, D. Eyre, M. Gendreau, J. Gardiner, P.
Garnero, J. Hardin, Y. Henrotin, D. Heinegard, A. Ko, S. Lohmander, G. Matthews, J. Menetski,
R. Moskowitz, S. Persiani, R. Poole, J. Rousseau y M. Todman, “Application of Biomarkers in
the Development of Drugs Intended for the Treatment of Osteoarthritis: OARSI FDA
Osteoarthritis Biomarkers Working Group”, Osteoarthritis and cartilage / OARS, Osteoarthritis
Research Society, vol. 19, nim. 5. pp. 515-542, 2011.

[27] E. Druckery K. Krapfenbauer, “Pitfalls and limitations in translation from biomarker discovery
to clinical utility in predictive and personalised medicine”, EPMA J. vol. 4, num. 7, 2013.

[28] H. Kamel y H. Al-Amodi, “Cancer Biomarkers”, en: Role Biomarkers Med., M. Wang, F.A.
Witzmann (Eds.), IntechOpen, 2016.

[29] M. Pepe, Z. Feng, H. Janes, P. Bossuyt y J. Potter, “Pivotal evaluation of the accuracy of a
biomarker used for classification or prediction: Standards for study design”, J. Natl. Cancer Inst.,
vol. 100, pp. 1432-1438, 2008.

[30] N. Gandur, “Manejo del paciente oncoldgico”, en: Man. Enfermeria Oncolégica, 1a ed.,
Instituto Nacional del Cancer, Ciudad Autonoma de Buenos Aires, pp. 10-12, 2014.

70




[31] S. Arif, S. Qudsia, S. Urooj, N. Chaudry, A. Arshad, y S. Andleeb, “Blueprint of quartz crystal
microbalance biosensor for early detection of breast cancer through salivary autoantibodies
against ATP6AP1”, Biosens. Bioelectron., vol. 65, pp. 62—-70, 2015.

[32] S. Chopra y S. Peter, “Screening for coronary artery disease in patients with type 2 diabetes
mellitus: An evidence-based review”, Indian J. Endocrinol. Metab. vol. 16, nim. 94, 2012.

[33] G. Dakubo, “Liquid Biopsy and Cancer Biomarkers”, en Cancer Biomarkers in Body Fluids.
Principles, Cham: Springer International Publishing, pp. 75-102, 2016.

[34] M. Feig, N. Jehmlich, U. Vdlker, y E. Hammer, “Personalized proteomics of human biofluids
for clinical applications”, en Advanced LC-MS applications for proteomics, S. R. Pennington, Ed.
Future Science, 2013.

[35] S. Chojnowska, T. Baran, |. Wilinska, P. Sienicka, |I. Cabaj-Wiater, y M. Kna$, “Human saliva
as a diagnostic material”, Adv. Med. Sci., vol. 63, num. 1, pp. 185-191, 2018.

[36] E. Porto, D. Assad, H. Chardin, D. Gozal, G. De Luca, A. Acevedo, y E. Guerra, “Salivary
biomarkers in the diagnosis of breast cancer: A review”, Crit. Rev. Oncol. / Hematol., vol. 110,
pp. 62—73, 2017.

[37] T. Dong y N. Pires, “Immunodetection of salivary biomarkers by an optical microfluidic
biosensor with polyethylenimine-modified polythiophene-C70organic photodetectors”, Biosens.
Bioelectron., vol. 94, pp. 321-327, 2017.

[38] A. Mohiti, A. Ghadiri-anari, y F. Entezary, “Comparison of pH and viscosity of unstimulated
saliva in Type 2 diabetic patients and control group”, J. Dent. Sch., vol. 35, num. 3, pp. 89-92,
2017.

[39] S. Williamson, C. Munro, R. Pickler, M. J. Grap, y R. K. Elswick, “Comparison of Biomarkers
in Blood and Saliva in Healthy Adults”, Nurs. Res. Pract., vol. 2012, pp. 1-4, 2012.

[40] S. Al Kawas, Z. Rahim, y D. Ferguson, “Potential uses of human salivary protein and peptide
analysis in the diagnosis of disease”, Arch. Oral Biol., vol. 57, num. 1, pp. 1-9, 2012.

[41] K. Ngamchuea, K. Chaisiwamongkhol, C. Batchelor, y R. Compton, “Chemical analysis in
saliva and the search for salivary biomarkers-a tutorial review”, Analyst, vol. 143, num. 1, pp.
81-99, 2018.

[42] G. Desai, “Saliva as a non-invasive diagnostic tool for inflammation and insulin-resistance”,
World J. Diabetes. vol. 5, pp. 730-738, 2014.

[43] B. Cuevas y J. Santiago, “Saliva: A Fluid of Study for OMICS”, Omi. A J. Integr. Biol., vol.
18, nim. 2, pp. 87-97, 2014.

[44] E. Kubala, P. Strzelecka, M. Grzegocka, D. Lietz-Kijak, H. Gronwald, P. Skomro, y E. Kijak,
“A Review of Selected Studies That Determine the Physical and Chemical Properties of Saliva
in the Field of Dental Treatment”, Biomed Res. Int., pp. 1-14, 2018.

[45] K. Kaczor, C. Carreras, K. Aro, M. Tu, F. Garcia, y D. Wong, “Saliva diagnostics — Current
views and directions”, Exp. Biol. Med., vol. 242, nim. 5, pp. 459-472, 2017.

[46] R. Nagler y O. Hershkovich, “Relationships between age, drugs, oral sensorial complaints
and salivary profile”, Arch. Oral Biol., vol. 50, nim. 1, pp. 7-16, 2005.

[47] M. Navazesh y S. Kumar, “Measuring salivary flow”, J. Am. Dent. Assoc., vol. 139, num.
May, p. 355-40S, 2008.

71




[48] A. Foglio-Bonda, F. Pattarino, y P. Foglio-Bonda, “Kinematic viscosity of unstimulated whole
saliva in healthy young adults”, Eur. Rev. Med. Pharmacol. Sci., vol. 18, nim. 20, pp. 2988—
2994, 2014.

[49] P. Vibhakar, S. Patankar, M. Yadav, y P. Vibbhakar, “Salivary Total Protein Levels and their
correlation to Dental Caries”, Int. J. oral Maxillofac. Pathol., vol. 4, nim. 3, pp. 13-16, 2013.

[50] C. Alves, M. Brandao, J. Andion, y R. Menezes, “Use of graduated syringes for measuring
salivary flow rate: A pilot study”, Braz. Dent. J., vol. 21, num. 5, pp. 401-404, 2010.

[51] M. Ueno, S. Takeuchi, S. Takehara, y Y. Kawaguchi, “Saliva viscosity as a potential risk
factor for oral malodor”, Acta Odontol. Scand., vol. 72, nim. 8, pp. 1005-1009, 2014.

[52] E. Sajewicz, “Effect of saliva viscosity on tribological behaviour of tooth enamel”, Tribol. Int.,
vol. 42, nim. 2, pp. 327-332, 2009.

[53] M. Hussein, H. Elnazer, S. Shalaby, M. Makhlouf, y T. Yosef, “Salivary pH Changes in Liver
Cirrhosis and Hepatocellular Carcinoma”, EC Gastroenterol. Dig. Syst., vol. 1, num. 3, pp. 99—
106, 2016.

[54] A. Justino, R. Teixeira, L. Peixoto, O. Jaramillo, y F. Espindola, “Effect of saliva collection
methods and oral hygiene on salivary biomarkers”, Scand. J. Clin. Lab. Invest., vol. 77, nim. 6,
pp. 415-422, 2017.

[55] F.R. Vogenberg, C. Isaacson Barash y M. Pursel, “Personalized medicine: part 1: evolution
and development into theranostics”. P T. vol. 35, pp. 560-576, 2010.

[56] S. Su, T. Chuen, W. Poon y V. Thongboonkerd, “Human Body Fluid”, Biomed Res. Int. pp.
2-4,2013.

[57] A. Balfe, S. Barry, O. Blake, D. Cannon, M. Healy, M. Kilbane, P. McGing, R. O’Kelly y P.
O’Shea, “The Biochemistry of Body Fluids”, pp. 17-19, 2009.

[58] P. Lin, S. Yeh, W. Huang, H. Chen, C. Chen, J. Sheu, C. Lin y Y. Huang, “Research
performance of biomarkers from biofluids in periodontal disease publications”, J. Dent. Sci. vol.
10, pp. 61-67, 2015.

[59] D. Caprette, “Components of Mammalian Blood”, Experimental Biosciences, 2012.

[60] E. Brujan, “Non-Newtonian Fluids”, en Cavitation in Non-Newtonian Fluids. With Biomedical
and Bioengineering Applications, E. Brujan, Ed. Bucharest: Springer, pp. 1-48, 2011.

[61] P. Lavrikova y J. Fontana, “Contents of Blood Plasma”, en Functions of Cells and Human
Body, 2015. [En linea]. Disponible en: http://fblt.cz/en/skripta/v-krev-a-organy-imunitniho-
systemu/2-slozky-krevni-plazmy/ [Consultado: 15-nov-2018].

[62] S. Jadoon, S. Karim, M. Akram, A. Kalsoom Khan, M. Zia, A. Siddiqi, y G. Murtaza, “Recent
developments in sweat analysis and its applications”, Int. J. Anal. Chem., 2015.

[63] S. Al-Muhtaseb, “Serum and saliva protein levels in females with breast cancer”, Oncol.
Lett., vol. 8, nim. 6, pp. 2752-2756, 2014.

[64] P. Jornet, “Fisiologia salival’, en Saliva y salud dental, J. M. A. Silla, Ed. Valencia:
Promolibro, 1998.

[65] N. Ghallab, “Diagnostic potential and future directions of biomarkers in gingival crevicular
fluid and saliva of periodontal diseases: Review of the current evidence”, Arch. Oral Biol., vol.
87, pp. 115-124, 2018.

72




[66] Florida Center for Instructional Technology, “Salivary glands”, Salivary glands, 2018. [En
linea]. Disponible en: http://etc.usf.edu/clipart/19900/19916/salivarygind_19916.htm.
[Consultado: 15-nov-2018].

[67] D. Lima, D. Diniz, S. Moimaz, D. Sumida, y A. Okamoto, “Saliva: reflection of the body”, Int.
J. Infect. Dis., vol. 14, ndm. 3, pp. 184-188, 2010.

[68] J. Mystkowska, “Physicochemical and Rheological Properties of Potential Additives for
Synthetic Saliva Preparation”, Solid State Phenom., vol. 220-221, pp. 640-645, 2015.

[69] C. Dawes, A. Pedersen, A. Villa, J. Ekstrom, G. Proctor, A. Vissink, D. Aframian, R.
McGowan, A. Aliko, N. Narayana, Y. Sia, R. Joshi, S. Jensen, A. Kerr, y A. Wolff, “The functions
of human saliva: A review sponsored by the World Workshop on Oral Medicine VI”, Arch. Oral
Biol., vol. 60, nim. 6, pp. 863-874, 2015.

[70] J. Ekstrdm, N. Khosravani, M. Castagnola, y |. Messana, “Saliva and the Control of It’s
Secretion”, en Dysphagia, pp. 19-47, 2012.

[71] M. Shaila, G. Pai, y P. Shetty, “Salivary protein concentration, flow rate, buffer capacity and
pH estimation: A comparative study among young and elderly subjects, both normal and with
gingivitis and periodontitis”, Journal of Indian Society of Periodontology, vol. 17, nium. 1. India,
pp. 42-46, 2013.

[72] S. Prasad, A. Tyagi, y B. Aggarwal, “Detection of inflammatory biomarkers in saliva and
urine: Potential in diagnosis, prevention, and treatment for chronic diseases”, Exp. Biol. Med.,
vol. 241, nim. 8, pp. 783-799, 2015.

[73] S. Malathi, E. Rajesh, y N. Aravindha, “Saliva as a diagnostic tool : a review”, Biomed.
Pharmacol. J., vol. 9, nim. 1, pp. 9-14, 2016.

[74] A. Roja, H. Nelakurthi, A. Sudarshan, “Oral Fluid based Biosensors: A Novel Method for
Rapid and Noninvasive Diagnosis”, Indian J. Dent. Sci., vol. 9, pp. 126-32, 2017.

[75] M. Villiger, R. Stoop, T. Vetsch, E. Hohenauer, M. Pini, P. Clarys, F. Pereira, y R. Clijsen,
“Evaluation and review of body fluids saliva, sweat and tear compared to biochemical hydration
assessment markers within blood and urine”, Eur. J. Clin. Nutr., vol. 72, nim. 1, pp. 69-76, 2018.

[76] E. Pernot, E. Cardis, y C. Badie, “Usefulness of saliva samples for biomarker studies in
radiation research”, Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., vol. 23, num. 12, pp. 2673-2680,
2014.

[77] O. Rapado, B. Majem, L. Muinelo, R. Lépez, y M. Suarez, “Cancer Salivary Biomarkers for
Tumours Distant to the Oral Cavity”, Int. J. Mol. Sci., vol. 17, num. 9, p. 1531, 2016.

[78] T. Nonaka y D. Wong, “Saliva-Exosomics”in Cancer: Molecular Characterization of Cancer-
Derived Exosomes in Saliva, 1a ed., vol. 42. Elsevier Inc., 2017.

[79] S. Yotsukura y H. Mamitsuka, “Evaluation of serum-based cancer biomarkers: A brief review
from a clinical and computational viewpoint”, Crit. Rev. Oncol. Hematol., vol. 93, num. 2, pp.
103-115, 2015.

[80] Early Detection Research Network, “Early Detection Research Network. Application
Guidelines”, Application Guidelines, 2007. [En lineal. Disponible en:
https://edrn.nci.nih.gov/EDRN RFA guidelines-v4.pdf. [Consultado: 13-feb-2019].

[81] Early Detection Research Network, “The Early Detection Research Network: Biomarker
Reference Laboratories”, Overview Information, 2009. [En linea]. Disponible en:
https://grants.nih.gov/grants/guide/rfa-files/rfa-ca-09-019.html. [Consultado: 13-feb-2019].

73




[82] N. Henry y D. F. Hayes, “Cancer biomarkers”, Mol. Oncol., vol. 6, num. 2, pp. 140-146,
2012.

[83] C. Schafer, J. Schafer, M. Yakob, P. Lima, P. Camargo, y D. Wong, “Saliva diagnostics:
Utilizing oral fluids to determine health status”, Saliva Secret. Funct., vol. 24, pp. 88-98, 2014.

[84] R. Qin, A. Steel, y N. Fazel, “Oral mucosa biology and salivary biomarkers”, Clin. Dermatol.,
vol. 35, nim. 5, pp. 477-483, 2017.

[85] L. Nunes y D. de Macedo, “Saliva as a diagnostic fluid in sports medicine: potential and
limitations”, J. Bras. Patol. e Med. Lab., vol. 49, num. 4, pp. 247-255, 2013.

[86] A. Syrjala, L. Raatikainen, K. Komulainen, M. Knuuttila, P. Ruoppi, S. Hartikainen, R.
Sulkava y P. Ylostalo, “Salivary flow rate and periodontal infection - a study among subjects
aged 75 years or older”, Oral Dis., vol. 17, num. 4, pp. 387-392, 2011.

[87] H. Flink, M. Bergdahl, A. Tegelberg, A. Rosenblad, y F. Lagerléf, “Prevalence of
hyposalivation in relation to general health, body mass index and remaining teeth in different age
groups of adults”, Community Dent. Oral Epidemiol., vol. 36, num. 6, pp. 523-531, 2008.

[88] C. Fenoall, J. Mufioz, V. Sanchiz, B. Herreros, V. Hernandez, M. Minguez y A. Benages,
“Unstimulated salivary flow rate, pH and buffer capacity of saliva in healthy volunteers”, Rev.
Espafiola Enfermedades Dig., vol. 96, nim. 11, pp. 773—-783, 2004.

[89] D. Falcao, L. da Mota, A. Pires, y A. Bezerra, “Sialometria: Aspectos de interesse clinico”,
Rev. Bras. Reumatol., vol. 53, num. 6, pp. 525-531, 2013.

[90] H. Whelton, “Introduction: the anatomy and physiology of salivary glands”, en Saliva and
oral health, Fourth edit., M. Edgar, C. Dawes, y D. O’'Mullane, Eds. Stephen Hancocks Limited,
pp. 1-16, 2015.

[91] J. Burgess y A. Meyers, “Overview, Salivary Gland Anatomy, Salivation and Age”, Salivary
Abnormalities in Dentistry, 2015. [En lineal]. Disponible en:
https://femedicine.medscape.com/article/2091828-overview. [Consultado: 12-nov-2018].

[92] K. Takeuchi, M. Furuta, T. Takeshita, Y. Shibata, Y. Shimazaki, S. Akifusa, T. Ninomiya, Y.
Kiyohara y Y. Yamashita, “Risk factors for reduced salivary flow rate in a Japanese population:
The Hisayama study”, Biomed Res. Int., 2015.

[93] L. Sanchez, L. Saenz, |. Luengas, E. Camacho, A. Radl, A. Castro, y E. Acosta, “Analisis
del flujo salival estimulado y su relacién con la caries dental. Seguimiento a seis afios.”, ADM,
vol. 72, nim. 1, pp. 33-37, 2015.

[94] H. Mese y R. Matsuo, “Salivary secretion, taste and hyposalivation”, J. Oral Rehabil., vol.
34, ndm. 10, pp. 711-723, 2007.

[95] R. Affoo, N. Foley, R. Garrick, W. Siqueira, y R. Martin, “Meta-analysis of salivary flow rates
in young and older adults”, J. Am. Geriatr. Soc., vol. 63, num. 10, pp. 2142-2151, 2015.

[96] E. Preoteasa, A. Tancu, L. Losif, M. Melescanu, C. Murariu, y C. Preoteasa, “Salivary
changes related to systemic diseases in the edentulous patients”, Journal of Medicine and Life,
vol. 7, nim. 4, pp. 577-580, 2014.

[97] A. Ramya, D. Uppala, S. Majumdar, C. Surekha, y K. Deepak, “Are salivary amylase and
pH — Prognostic indicators of cancers?”, Journal of Oral Biology and Craniofacial Research, vol.
5, ndm. 2. pp. 81-85, 2015.

[98] S. Baliga, S. Muglikar, y R. Kale, “Salivary pH: A diagnostic biomarker”, Journal of Indian
Society of Periodontology, vol. 17, nim. 4. India, pp. 461-465, 2013.

74




[99] J. Choi, K. Lyons, J. Kieser, y N. Waddell, “Diurnal variation of intraoral pH and temperature”,
BDJ Open, vol. 3, pp. 17015, 2017.

[100] T. Pfaffe, J. Cooper, P. Beyerlein, K. Kostner, y C. Punyadeera, “Diagnostic potential of
saliva: Current state and future applications”, Clin. Chem., vol. 57, num. 5, pp. 675-687, 2011.

[101] G. Proctor, “The physiology of salivary secretion”, Periodontol. 2000, vol. 70, num. 1, pp.
11-25, 2016.

[102] E. Naumova, T. Sandulescu, C. Bochnig, P. Al Khatib, W. Lee, S. Zimmer y W. Arnold,
“Dynamic changes in saliva after acute mental stress”, Sci. Rep., vol. 4, pp. 1-9, 2014.

[103] C. Loéfgren, D. Johansson, L. Bohlin, A. Sahlstrom, y C. Christersson, “The challenge of
measuring viscoelastic properties of human whole saliva to fit clinical purpose”, Int. J. Oral Dent.
Heal., vol. 1, nim. 4, pp. 1-6, 2015.

[104] G. Carpenter, “The Secretion, Components, and Properties of Saliva”, Annu. Rev. Food
Sci. Technol., vol. 4, nim. 1, pp. 267-276, 2013.

[105] H. Inoue, K. Ono, W. Masuda, T. Inagaki, M. Yokota, y K. Inenaga, “Rheological Properties
of Human Saliva and Salivary Mucins”, J. Oral Biosci., vol. 50, num. 2, pp. 134-141, 2008.

[106] J. Noble y M. Bailey, “Quantitation of Protein”, en Methods in Enzymology, 1a ed., vol. 463,
nam. C, Elsevier Inc., pp. 73-95, 2009.

[107] N. Kruger, “The Bradford Method for Protein Quantitation”, en The Protein Protocols
Handbook, J. M. Walke, Ed. Totowa: Humana Press Inc., pp. 15-21, 2002.

[108] F. He, “Bradford Protein Assay”, Bio-protocol, vol. 1, nim. 6, p. e45, 2011.

[109] Universidad del Pais Vasco, “Glosario de terminologia reolégica”, Revista Iberamericana
de Polimeros, vol. 3, nim. 2, pp. 55-77, 2002.

[110] S. Patil y C. S. Magdum, “Rheology and Methods of Analysis”, Pharm. Rev., vol. 4, nim.
3, 2006.

[111] A. Bjoérn, P. de La Monja, A. Karlsson, J. Ejlertsson, y B. Svensson, “Rheological
Characterization”, en Biogas, S. Kumar, Ed. InTech, pp. 63-76, 2012.

[112] A. Preetha y R. Banerjee, “Comparison of Artificial Saliva Substitutes”, Trends Biomater.
Artif. Organs., vol. 18, nium. 2, pp. 178-186, 2005.

[113] H. Waterman, C. Blom, H. Holterman, y J. Mellema, “Rheological properties of human
saliva”, Arch. Oral Biol., vol. 33, nim. 8, pp. 589-596, 1988.

[114] S. Haward, J. Odell, M. Berry, y T. Hall, “Extensional rheology of human saliva”, Rheol.
Acta, vol. 50, num. 11-12, pp. 869-879, 2011.

[115] J. Stokes y G. Davies, “Viscoelasticity of human whole saliva collected after acid and
mechanical stimulation”, Biorheology, vol. 44, pp. 141-160, 2007.

[116] E. Silletti, M. Vingerhoeds, G. van Aken, y W. Norde, “Rheological Behavior of Food
Emulsions Mixed with Saliva: Effect of Oil Content, Salivary Protein Content, and Saliva Type”,
Food Biophys., vol. 3, nim. 3, pp. 318-328, 2008.

[117] S. Gittings, N. Turnbull, B. Henry, C. Roberts, y P. Gershkovich, “Characterisation of
human saliva as a platform for oral dissolution medium development”, Eur. J. Pharm. Biopharm.,
vol. 91, pp. 16-24, 2015.

[118] D. Wong, “Salivary Diagnostics”. Wiley-Blackwell, 2008.

75




[119] H. Al-tamimi y N. Al-rawi, “Age-Related Changes with Selected Salivary Physical
Properties and Caries Experience among Healthy Adult Men”, Int. J. Med. Res. Heal. Sci., vol.
7, nam. 9, pp. 52-58, 2018.

[120] P. Saluja, V. Shetty, A. Dave, M. Arora, V. Hans, y A. Madan, “Comparative Evaluation of
the Effect of Menstruation, Pregnancy and Menopause on Salivary Flow Rate, pH and Gustatory
Function”, J. Clin. Diagnostic Res., vol. 8, nim. 10, pp. 81-85, 2014.

[121] S. Ledn, E. Castro, K. Arriagada, y R. Giacaman, “Flujo salival y caries radicular en adultos
mayores autovalentes”, Rev. Clinica Periodoncia, Implantol. y Rehabil. Oral, vol. 9, nim. 3, pp.
253-258, 2016.

[122] D. Bhuptani, S. Kumar, M. Vats, y R. Sagav, “Age and gender related changes of salivary
total protein levels for forensic application”, J. Forensic Odontostomatol., vol. 36, nim. 1, pp. 26—
33, 2018.

[123] A. Shekhar, S. Das, J. Bhattacharyya, P. Goel, S. Majumdar, y S. Ghosh, “A comparative
analysis of salivary factors and maxillary denture retention in different arch forms: An in vivo
study”, J. Indian Prosthodont. Soc., vol. 18, pp. 53-60, 2018.

[124] R. Zussman, E., Yarin y A. Nagles, “Age and Flow dependency of Salivary Viscoelasticity”,
J Dent Res, vol. 86, num. 3, pp. 281-285, 2007.

[125] R. Walpole, R. Myers, S. Myers y K. Ye, One- and Two-Sample Estimation Problems, en:
Probab. Stat. Eng. Sci., pp. 265-317, 2012.

[126] C. Queiroz, M. Hayacibara, C. Tabchoury, F. Marcondes, y J. Cury, “Relationship between
stressful situations, salivary flow rate and oral volatile sulfur-containing compounds”, Eur J Oral
Sci., vol. 110, pp. 337-340, 2002.

[127] N. Matos, M. Katsurayama, F. Makimoto, L. Santana, E. Paredes, M. d’Avila, y M. Dos,
“Psychological Stress and Its Influence on Salivary Flow Rate, Total Protein Concentration and
IgA, IgG and IgM Titers”, Neuroimmunomodulation, vol. 17, num. 6, pp. 396-404, 2010.

[128] R. Srivastava y J. Batra, “Oxidative stress and psychological functioning among medical
students”, Ind. Psychiatry J., vol. 23, num. 2, pp. 127-133, 2014.

[129] K. Okabayashi, T. Narita, Y. Takahashi, y H. Sugiy, “Effect of Oxidative Stress on Secretory
Function in Salivary Gland Cells”, en Oxidative Stress - Environmental Induction and Dietary
Antioxidants, InTech, 2012.

[130] R. Wiener, S. Morgan, L. Swager, C. DeBiase, y C. Lilly, “Stimulated Hyposalivary Flow
Rates in Healthcare Students in an Interprofessional Awareness Educational Program
Curriculum”, J. Biomed. Educ., pp. 1-7, 2017.

[131] B. Séder, M. Yakob, J. Meurman, L. Andersson, B. Klinge, y P. Séder, “Periodontal disease
may associate with breast cancer”, Breast Cancer Res. Treat., vol. 127, nim. 2, pp. 497-502,
2011.

[132] M. Rabiei, M. Maddah, y M. Ghamgosar, “Correlation Assessment of unstimulated whole
saliva flow rate with anthropometric indices”, J. Islam. Dent. Assoc. IRAN, vol. 28, nim. 4, pp.
134-141, 2016.

[133] A. Hernandez y C. Aranzazu, “Caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de la saliva:
una revision”, Ustasalud, vol. 11, pp. 101-111, 2012.

76




[134] C. Méjean, M. Morzel, E. Neyraud, S. Issanchou, C. Martin, S. Bozonnet, C. Urbano, P.
Schlich, S. Hercberg, P. Péneau y G. Feron, “Salivary Composition Is Associated with Liking and
Usual Nutrient Intake”, PLoS One, vol. 10, num. 9, 2015.

[135] A. Milton y A. Bhambal, “Sialochemical Analysis: A Portal for the Oral Diagnostician”, J.
Clin. diagnostic Res., vol. 8, num. 5, pp. 43-48, 2014.

[136] L. Ozturk, H. Furuncuoglu, M. Atala, O. Ulukoyll, S. Akyliz, y A. Yarat, “Association
between dental-oral health in young adults and salivary glutathione, lipid peroxidation and sialic
acid levels and carbonic anhydrase activity”, Braz J Med Biol Res, vol. 41, nim. 11, 2008.

[137] H. Gibbins y G. Carpenter, “Alternative Mechanisms of Astringency - What is the Role of
Saliva?”, J. Texture Stud., vol. 44, nim. 5, pp. 364-375, 2013.

[138] N. Chaudhury, P. Shirlaw, R. Pramanik, G. Carpenter, y G. Proctor, “Changes in saliva
rheological properties and mucin glycosylation in dry mouth”, J. Dent. Res., vol. 94, nim. 12, pp.
1660-1667, 2015.

[139] R. Schipper, E. Silletti, y M. H. Vingerhoeds, “Saliva as research material: Biochemical,
physicochemical and practical aspects”, Arch. Oral Biol., vol. 52, nim. 12, pp. 1114-1135, 2007.

[140] A. Vijay, T. Inui, M. Dodds, G. Proctor, y G. Carpenter, “Factors that influence the
extensional rheological property of saliva”, PLoS One, vol. 10, num. 8, pp. 1-11, 2015.

[141] Sin autor, “How do | interpret data in SPSS for Pearson’s r and scatterplots?”, 2008. [En
linea]. Disponible en: http://statistics-help-for-
students.com/How_do_|_interpret_data_in_SPSS_for_Pearsons_r_and_scatterplots.htm#.Xlhj
OMIK]jIW. [Consultado: 12-mar-2019].

[142] S. Jain, K. Bansal, M. Marwaha, N. Sehrawat, y S. Singla, “Effect of Diet Modification on
Salivary Parameters and Oratest in High-caries-risk individuals”, Int. J. Clin. Pediatr. Dent., vol.
11, ndm. 1, pp. 34-39, 2018.

77




Agradecimientos

Al Dr. Juan Carlos Arteaga Arcos, por su invaluable asesoria durante el desarrollo
experimental de este trabajo escrito.

A Chayo y Gera por su ayuda con los primeros borradores y sus valiosas opiniones.
Particularmente a Chayo, por todo su apoyo durante la parte experimental.

Al COMECYyT, por el apoyo econémico brindado a través de la beca con folio: 18BTL0052

78




