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RESUMEN: El odontélogo como profesional integral del area de la salud, debe tener conocimiento acerca de distin-
tas manifestaciones bioquimicas que pueden tener repercusion en la cavidad oral. El objetivo del trabajo fue determinar las
manifestaciones bioquimicas y alteraciones en biomarcadores salivales en la cavidad oral producto de la fibrosis quistica o
del consumo crénico de medicamentos para el tratamiento de la FQ. Se selecciond un total de cinco personas con fibrosis
quistica y cuatro personas sanas, pertenecientes a la ciudad de Concepcioén en la Octava Region de Chile. Se midié pH
salival, capacidad buffer, concentracion de proteinas totales, tasa de flujo salival estimulado y se determind presencia de
ciertas enzimas salivales en pacientes que padecen la enfermedad. Se pudo evidenciar que el pH salival en sujetos con
fibrosis quistica tiende a ser mayor a los valores de referencia, la tasa de flujo salival es mucho menor al igual que la
capacidad buffer, la concentracion de proteinas totales en saliva se encuentra igual a los valores de referencia y se deter-
mind la presencia biomarcadores salivales a través de la técnica de electroforesis. La fibrosis quistica afecta de muchas
formas a las personas que la padecen, genera cambios a nivel de los biomarcadores salivales como también en la cavidad
oral, por lo que el odontélogo debe estar capacitado para identificar estos cambios y poder tratar de la mejor manera a todo
tipo de paciente.

PALABRAS CLAVE: fibrosis quistica, biomarcadores, saliva, proteinas totales, pH, electroforesis.

INTRODUCCION

Una de las enfermedades de menor incidencia  bién enfermedades que puedan afectarla, o que ha-

en la poblacion es la fibrosis quistica; la cual afecta
principalmente a los pulmones y al pancreas siendo
mas frecuente en los grupos de origen caucasico, al-
canzando incidencias entre 1 en 2.500 a 1 en 4.000
en recién nacidos vivos, segun la constitucion étnica
de cada pais (Sanchez et al., 2001). En Chile no hay
estadisticas sistematicas, sin embargo se estima una
incidencia aproximada es de 1 en 4.000 RN pero en
los ultimos afios se ha registrado un aumento notable
en el numero de casos nuevos (Boza, Fielbaum,
2001)ducto del compromiso que tienen estos pa-
cientes—odn su enfermedad, tienden a dejar de lado el
cuidado de la salud bucal por lo que, en la mayoria
de los casos, se observan diversas patologias en la
cavidad oral. Para los profesionales de la salud, es
una obligacion tener conocimiento de todo tipo de en-
fermedades, no solo de la cavidad oral, sino que tam-

gan variar la forma de atencion con ciertos pacientes
que las padecen. Debido a esto se hace necesaria la
instauracién de protocolos de atencion para este tipo
de pacientes. Se tiene conocimiento de precauciones
o complicaciones que podrian tener pacientes con
enfermedades mas frecuentes dentro de la poblacién,
como lo es la hipertensién y diabetes, pero no hay
que olvidar aquellas enfermedades con menor preva-
lencia dentro de la poblacion que también pueden lle-
gar a la consulta dental, y se debe tener el conoci-
miento suficiente de la enfermedad que padecen para
poder atenderlos de la mejor manera, con las precau-
ciones adecuadas y con el enfoque queltenemos que
darle a Ia@encién y tratamiento de los problemas
bucales q esente. No es comun que un odontélo-
go reciba en la consulta a un paciente con Fibrosis
quistica, pero como profesionales integrales se debe
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saber de qué se trata la enfermedad y que precaucio-
nes se debe tener al momento de atenderlos. Con esta
investigacion se quiere aportar conocimiento a futu-
ros odontélogos y a los que ya han egresado, para
que puedan atender correctamente a estos pacien-
tes. La inclusion de un dentista pediatrico especialis-
ta, como parte del equipo multiprofesional para mane-
jar el cuidado de estos nifios, seria una ventaja para
un mejor cuidado de la cavidad oral de estos pacien-
tes (Narang et al., 2003). Los estudios e investigacio-
nes donde se relaciona la fibrosis quistica y la salud
bucal son escasos. La saliva es una secrecién com-
pleja, proviene de las glandulas salivales mayores
(pardtida, sublingual y submandibular) y de las glan-
dulas salivales menores (ubicadas en cara ventral de
lengua, paladar blando, cara interna de labios, muco-
sa de mejillas). En su composicion estan presente
enzimas, inmunoglobulinas y un pH determinado, to-
dos estos son factores que le dan cierta capacidad
defensiva frente a las caries. Dentro de las enferme-
dades asociadas a xerostomia se encuentra la fibrosis
quistica donde hay desordenes de las glandulas
endocrinas (Seif et al., 1997).

MATERIAL Y METODO

Se realizé un reporte de casos, para determi-
nar alteraciones en biomarcadores salivales y mani-
festaciones bucales en pacientes diagnosticados con
fibrosis quistica, en Concepcién 2016. Se trabajo con
un tamafo muestral de 9 personas. Para tener un in-
dicativo de normalidad en los datos que conciernen a
los biomarcadores salivales se trabajo con 4 perso-
nas sin fibrosis quistica (estandar) ni ninguna otra pa-
tologia y 5 personas diagnosticadas con fibrosis
quistica. Se incluyeron hombres y mujeres diagnosti-
cadas con fibrosis quistica entre los 10 — 30 afios de
edad con consumo de medicamentos y suplementos
alimenticios similares y sin ningun otro tipo de enfer-
medad. Se excluyeron aquellas personas que no es-
tuvieran en control médico, que no consumieran me-
dicamentos para el tratamiento de su enfermedad,
aquellas que no estuvieran en el rango de edad y que
presentaran otras enfermedades aparte de la fibrosis
quistica.

Se solicité autorizacién para realizar el muestreo
y toma de fotografias mediante un consentimiento y
asentimiento informado y durante la recolecciéon de
datos, se resguardo todos los protocolos sanitarios co-
rrespondientes. Los procedimientos estuvieron de
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acuerdo con las normas éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1975, enmendada en el ano 2005.

La calibracién del operador se realizé con dos
muestras de saliva de 6 ml cada una, las cuales sir-
vieron para practicar la técnica, como también para
realizar todos los procedimientos de laboratorio nece-
sarios para este estudio.

Primero se hizo todo el procedimiento de labo-
ratorio en personas sanas sin presencia de enferme-
dad y luego en personas diagnosticadas con fibrosis
quistica. La toma de muestras de saliva en personas
sanas se hizo en las instalaciones de la Universidad
del Desarrollo, mientras que la toma de muestras de
saliva en personas con fibrosis quistica se realizd en
sus propios domicilios y hospitales. Primero se realizé
la recolecciéon de saliva estimulada, para esto se les
pidié a los pacientes masticar papel de parafilm du-
rante 1 minuto y luego depositar la saliva en tubos de
muestra con tapa rosca previamente rotulados para
posteriormente depositarlos en un cooler refrigerado
para su congelacion en el caso de personas con fibrosis
quistica, para las personas que no presentaban la
enfermedad la saliva fue recolectada en la misma uni-
versidad por lo que no fue necesario hacer uso del
cooler. Para poder cuantificar el volumen de saliva y
determinar la tasa de flujo salival, se necesitaron 6 ml
de saliva de cada paciente para todo el analisis el
laboratorio. Posterior a esto se dividieron los GQie
saliva en tres muestras de 2 mL mediante el uso de
pipetas de vidrio, de las cuales una sola muestra por
paciente fue depositada en tubos dependo nge-
ladas para su preservacion.

El primer paso que se realizé fue el analisis de
pH salival con cinta el cual a través de un cambio de
coloracion indico el pH aproximado de la muestra, ade-
mas se analizé con el pH metro,

Posterior a esto se determiné la capacidad bu-
ffer de la saliva, por lo que se tuvo que preparar una
solucién de acido clorhidrico al 0,005 M. Para deter-
minar la capacidad buffer se mezcldé en un tubo de
ensayo una solucion de 1.5 mL de saliva (extraida con
pipeta de vidrio de 2 mL) y 1.5 mL de HCL (extraida
con pipeta de vidrio de 2 mL), se esperd por 20 minu-
tos y luego se midio el pH con el pH metro para deter-
minar la capacidad buffer de la saliva.

Para la determinacion de proteinas totales se
utilizé el método de Biuret, por lo que se prepararon
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tres soluciones para este procedimiento, solucién A,
B y C. Para la solucién A se necesitaron 18,06 g de
tartrato de sodio y potasio 4H,0, 6 g de CuSO, 5h2

2 g de Kl, 40ml de NaOH 2N y 200 mL de agua desti-
lada. Para la solucion B se usaron 10g de Kl'y 160 mL
de NaOH 2N y para la solucion C (preparada en el
momento) se usaron 10ml de solucion A, 8ml de solu-
cion B y 100ml de agua destilada. Una vez preparada
la solucién C en el momento, se extraen 1,5 mL de
solucion C (con pipeta de vidrio de 2 mL) y se mez-
clan con 1,5 mL de saliva en un tubo de ensayo, se
esperan 20 minutos y luego se depositan 2 mL de esta
solucioén en cubetas plasticas para poder cargarlas en
las celdas del espectrofotometro, esto para poder leer
su absorbancia y formular la curva de calibracion co-
rrespondiente.

Para determinar la presencia de biomarcadores
salivales, se empled el método de electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida, se em-
pieza preparando los vidrios, los cuales van a ser los
receptores de los geles, se prepara el gel separador
de acrilamida al 10 % con volumen final de solucién
de 5 mL, cuyos componentes son: agua destilada 1,9
mL; acrilamida al 30 % 1,7 ml; tris 1,5 M pH 8,8 1,3
mL; SDS al 10 % 0,05 ml; persulfato de amonio al 10
% 0,03 mL y TEMED 0,003 mL; esta solucion se deja
gelificar por 60 minutos. Para el gel concentrador se
utilizé: agua destilada 2,75 mL; acrilamida al 30 % 0,85
mL; tris 1,5 M pH 8,8 1.3 mL; SDS al 10 % 0,05 mL;
persulfato de amonio al 10% 0.03 mL y TEMED 0.003
ml. Se deja gelificar por 45 minutos.

Se introdujeron ambos geles en la camara de
electroforesis vertical y se_deposita solucion buffer de
corrida compuesto por: base 3,038 mg; glicina
15,01 mg; SDS 1 g; en el interior de la camara y los
geles utilizando una micropipeta. Para el proceso de
sembrado se tomaron muestras salivales de 4 sujetos
sanos sin FQ y 5 de sujetos con FQ , de las cuales se
utilizan 15 ul de muestra salival con 10 ul de buffer de
muestra: tris 0,5 M pH 6,8 2,5 mL; SDS al 10 % 2,5
mL; 2-mercaptoetanol 2,5 mL; glicerol 2,5 mL y azul
de bromofenol 1mg; se depositaron en tubos eppendorf
de 1, 5 ml, los cuales se calentaron a bafio maria por
5 minutos y luego se centrifugaron por 10 segundos,
la totalidad de las muestras obtenidas se sembraron
en los pocillos presentes en el gel concentrador utili-
zando un micropipeta de 50 ul. Se cierra la camara de
electroforesis y se conecté a una fuente de poder.
Posteriormente se ingreso el voltaje de 35 volts y se
dejo correr por 40 minutos hasta que las muestras in-
gresaron al gel separador, luego se aumento el voltaje

a 65 volts por 2 horas hasta que las muestras reco-
rrieran en su totalidad el gel separador.

Terminados de correr los geles se retiraron de la
camara y se dejaron en una solucion de tincion de azul
brillante de croomasie: O, 50 g de azul brillante de
croomasie en 180 mL de metanol con 20 mL de &cido
aceético glacial. Por 1 hora sobre un shaker eléctrico a
una velocidad de 65 rpm. Se retiraron con una piseta
los excesos de la tincion con agua destilada. Luego los
geles se dejaron en una solucién de decoloracion lenta
cuyos componentes fueron acido acético glacial 20 con
10 ml de metanol. Luego se llevé la solucion a 200 con
una piseta con 170 con una piseta de agua destilada.
Finalmente los geles son escaneados y analizados.

RESULTADOS

Para la determinacioén de valores de referencia
se utilizaron los resultados de pH salival, capacidad
buffer, flujo salival estimulado (Tabla I), absorbancia y
concentracion de proteinas totales (Tabla Il) de los suje-
tos sin FQ, calculando promedio y desviacion estandar.

Se realizd también la determinacion de pH salival,
capacidad buffer, flujo salival estimulado (Tabla ),
absorbancia y concentracion de proteinas totales (Ta-
bla IV) de los sujetos con Fibrosis Quistica, calculando
promedio y desviacion estandar.

En la Figura 1 se observa presencia de enzimas
salivales en gel de poliacrilamida en pacientes con y sin
FQ con marcador de peso molecular de 250 — 10 kDa.
La distribucion de las celdas se muestra en la tabla que
esta junto a la Figura 1.

Se indica presencia de distintas enzimas
salivales segun intervalo de peso molecular, en gel
donde se utilizé marcador de peso molecular de 250 —
10 kDa (Tabla V).

En la figura 2 se observa presencia de enzimas
salivales en gel de poliacrilamida en pacientes con y
sin FQ con marcador de peso molecular de 250-60
kDa. La distribucion de las celdas se muestra en la
tabla que esta junto a la Figura 2.

Se indica presencia de distintas enzimas
salivales segun intervalo de peso molecular, en gel
donde se utilizd marcador de peso molecular de 250-
60 kDa (Tabla VI).
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Tabla I. Resultado pH salival, capacidad buffer, y flujo salival estimulado en pacientes sanos.

Cadigos sujetos pH saliva pH saliva Cap, Flujo  salival
estimulada (uso estimula (con Buffer (pH) estimulado
de cinta) pH metro) (ml/min)

1 7,00 7,04 5,65 4

2 7,00 7,09 6,56 41

3 7,00 6,92 6,30 2

4 7,00 7,07 6,15 3,36

Promedio 7,00 7,03 6,16 3,36

Desviacion 0,00 0,07 0,38 0,96

Estandar

Celda | Sujeto

1 PM

2 1

3 2

4 3

5 4

6 5

7 6

8 T

9 8

10 9

Fig. 1. Muestras salivales de sujetos con y sin fibrosis quistica en gel de poliacrilamida con Marca-
dor de peso molecular de 250 — 10 kDa.

Tabla Il. Resultado Absorbancia y concentracion de proteinas totales en personas

sin fibrosis quistica.

Cadigos sujetos

Absorbancia

Concentracion Proteinas Totales (g/L)

1 0,920 8,4
2 0,422 3,1
3 0,445 34
4 1,581 15,3
Promedio 0,635 7,55
Desviacion Estandar 0,650 5,70

Tabla lll. Resultado pH salival, capacidad buffer, y flujo salival estimulado en pacientes con FQ.

Cddigos sujetos pH saliva pH saliva Cap, Buffer

estimulada estimula (con pH (pH)
(uso de cinta) metro)

5 7,00 6,97 4,07

6 7,00 7,25 6,10

7 8,00 7,55 5,50

8 7,00 6,91 6,76

9 7,00 71 6,71

Promedio 7,02 7,15 5,82

Desviacion estandar 0,44 0,25 1,10

Flujo salival
estimulado
(ml/min)
0,40
0,32
0,41
0,53
0,47
0,42
0,07
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Tabla IV. Resultado Absorbancia y concentracion de proteinas totales en personas con fibrosis

quistica.

Cadigos sujetos Absorbancia Concentracion Proteinas Totales (g/L)
5 0.374 26

6 2227 221

7 1.17 11

8 0672 5.8

9 0.496 3.9

Promedio 0.987 9.08

Desviacion Estandar 0.756 7.94

Tabla V. Resultado: presencia de enzimas salivales en gel de poliacrilamida en pacientes con y sin FQ con Marcador de
peso molecular de 250 — 10 kDa.

Celda 1 (kDa) 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Enzimas 150 - 200 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2
Salivales 75-78 Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina
Peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa
45-60 A. Cartbonica  A. Carbonica A. Carbonica A. Carbonica A. Carbonica A. Carbonica A. Carbonica
Amilasa Amilasa Amilasa Amilasa Amilasa Amilasa Amilasa
1520 Prolactina Prolactina Prolactina
Lisozima Lisozima Lisozima

Tabla VI. Resultado: presencia de enzimas salivales en gel de poliacrilamida en pacientes con y sin FQ con Marcador de
Peso molecular de 250-60 kDa.

Celda 1 (kDa) 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Enzimas 150 kDa MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MUC2 MuUC2 MUC2 MUC2 MUC2
Salivales 75-78 Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina Lactoferrina

Peroxidasa Peroxidasa peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa Peroxidasa

Celda | Sujeto

- O OO~ N n| B N -
W oo N | | W] -

Fig. 2. Muestras salivales de sujetos con y sin fibrosis quistica en gel de poliacrilamida con Marcador de Peso
molecular de 250-60 kDa.
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DISCUSION

En la actualidad es crucial para el odontélogo te-
ner un mayor conocimiento sobre las distintas enferme-
dades que pueden afectar a sus pacientes como lo es
el caso de la fibrosis quistica y de esta forma poder brin-
dar una mejor atencion dental. Esta enfermedad pre-
senta muchas alteraciones en relacion a la saliva y tam-
bién a las manifestaciones que podemos encontrar en
la cavidad oral, por lo que se debe tener en cuenta sus
caracteristicas al momento de determinar los tratamien-
tos a realizar. Los hallazgos de este estudio demues-
tran que los sujetos con FQ presentan un pH salival mas
alcalino, capacidad buffer disminuida, una peor higiene
bucal y una menor tasa de flujo salival estimulado, com-
parandolo con los valores de referencia, lo que puede
generar una mayor cantidad de tartaro e inflamacion
gingival, y una menor prevalencia de caries dental, lo
que concuerda con investigaciones anteriores (Kinirons,
1989). A través del método de electroforesis en geles
de poliacrilamida se pudo determinar la presencia de
varias enzimas salivales de alto y bajo peso molecular
importantes en la saliva, como lo son la mucina, amilasa,
lisozima, entre otras.

La saliva de los pacientes con FQ tenia tenden-
cia a ser mas viscosa a diferencia de la saliva de pa-
cientes sin FQ, esto se observd cuando se cargaban
las celdas o cuando se mezclaba o diluian en alguna
solucion. Con estos resultados obtenidos se busca otor-
gar nuevos conocimientos sobre la enfermedad, reali-
zar el enfoque terapéutico necesario que se debe dar a
estos pacientes para lograr que tengan una salud bucal
optima e implementar a futuro nuevos protocolos de
atencidn, incluyendo las precauciones que se debe te-
ner al momento de atender a pacientes con FQ.
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ABSTRACT: The dentist as an integral health

professional must have knowledge of various biochemical
manifestations that may have repercussions on the oral
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cavity. The objective of the study was to determine the
biochemical manifestations and salivary biomarker alterations
in the oral cavity resulting from cystic fibrosis or chronic
consumption of drugs for the treatment of CF. We selected a
total of five people with cystic fibrosis and four healthy people,
from the city of Concepcion in the eighth region of Chile.

Salivary pH, buffer capacity, total protein concentration,
stimulated salivary flow rate and the presence of certain
salivary enzymes were measured in patients suffering from
the disease. It was observed that the salivary pH in subjects
with cystic fibrosis tends to be higher than the reference
values, the salivary flow rate and buffer capacity are less
than normal, the total protein concentration in saliva is equal
to the reference values and the presence of salivary
biomarkers was determined through the electrophoresis
technique. Cystic fibrosis affects those who suffer the disease
in many ways, it generates changes at the salivary biomarker
level, as well as in the oral cavity. The dentist must therefore,
be able to identify these changes in order to treat them in the
best possible approach for all types of patients.

KEY WORDS: cystic fibrosis, biomarkers, saliva,
total proteins, pH, electrophoresis.
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