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Resumen

La saliva es un fluido hipotdénico, con una excrecién total de 1 -1,5 L/dia, pero en condiciones
de estimulacion glandular se incrementa a 0,3-0,4 mL/min, representada principalmente (50%) por
la saliva de la glandula parotida. La saliva contiene electrdlitos y macromoléculas como peroxidasa
salival, enzima con propiedades antimicrobianas y antioxidantes. En este estudio se determinaron
las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva de pardtida estimulada (flujo salival, pH, capacidad
amortiguadora) y la actividad de la peroxidasa salival en escolares con gingivitis. La muestra estuvo
conformada por 16 niflos con gingivitis, entre 9 y 14 afios de edad, del sexo femenino y masculino.
El diagnostico de la enfermedad gingival se realizdo segun indice gingival (Loe-Silness), placa
gingival (Silness-Loe) y sangramiento (Ainamo- Bay). Se determiné la actividad de la peroxidasa
salival (espectrofotometria), flujo salival, pH, concentracion de bicarbonato (HCO,) y proteinas. El
promedio del flujo salival fue 0,75+0,31 mL/min/gland y volumen total 4,5+1,8mL; pH 8,3 + 0,7;
HCO,: 61,13 +21,84mM y proteinas: 100 a 200mg/dL en el 87% de los nifios. Todos ellos presentaron
placa dentobacteriana y gingivitis. La peroxidasa salival mostr6 mayor actividad enzimatica en
condiciones ImM H O,, pH7 (25, 36-38°C). Los resultados de este estudio mostraron que la actividad
de la peroxidasa salival y la capacidad amortiguadora, no resultaron afectadas en los escolares que
presentaron placa dentobacteriana y gingivitis.

Palabras clave: saliva estimulada, saliva pardtida, peroxidasa salival, flujo salival.

Summary. Physicochemical characteristics and antimicrobial-antioxidant activity salivary
peroxidase of parotid saliva in scholar children with gingivitis.

Saliva is a hypotonic fluid, the whole salivary flow excretion is a 1-1.5 L/day, but in conditions
of glandular stimulation increases to 0.3-0.4 mL/min, represented mainly (50%) by saliva the parotid
gland. Saliva contains electrolytes and macromolecules such as salivary peroxidase, enzyme with
antimicrobial and antioxidant properties. In this study, it was determined the physicochemical
characteristics of stimulated parotid saliva (salivary flow, pH, buffering capacity) and salivary
peroxidase (spectrophotometry) in scholars with gingivitis. The sample was constituted by 16 children
with gingivitis, between 9 and 14 years old, female and male. The diagnosis of gingival disease was
determined by gingival index (Loe-Silness), gingival plaque (Silness-Loe) and bleeding (Ainamo-Bay).
Salivary peroxidase was determined (spectrophotometry), salivary flow, pH, [HCO,] and proteins. The
results showed that the mean salivary flow was 0.75 £ 0.31 mL / min / gland and total volume 4.5 + 1.8
mL, pH 8.3 +0.7, [HCO,]: 61.13 +21.84 mM, and proteins 100-200mg/dL in 87% of children. All the
children had dental plaque and gingivitis. The salivary peroxidase showed activity in conditions 1mM
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H,O,, pH7 (25, 36-38°C). These results showed
that the activity of salivary peroxidase and the
buffer capacity were not affected in children with
dental plaque and gingivitis.

Key words: stimulated saliva, parotid saliva,
salivary peroxidase, salivary flow.

Introduccion

La saliva humana presenta mas de 309 proteinas
que contribuyen a mantener la homeostasis dentro
de la cavidad oral. Dentro de este proteoma salival
humano, se ha aislado la peroxidasa salival, de
80,3 kDa con un punto isoeléctrico 8,89, la cual
es una enzima con actividad antimicrobiana-
antioxidante.' Se deriva tanto de los acinos de las
glandulas salivales, como de los leucocitos que
atraviesan el epitelio del surco gingival, siendo la
del origen acinar la que muestra mayor actividad
antimicrobiana-antioxidante.**

La peroxidasa salival es una hemoproteina con
sitios de union para el calcio,* tiene como sustratos
in vivo el i6n tiocianato (SCN) y peroxido de
hidrogeno (H,O,); su producto a pH neutro es
el ion hipotiocianato (OSCN-), ° y a pH bajo,
el hipotiocianato acido (HOSCN-), el cual esta
en equilibrio acido-base con el OSCN-. Ambas
moléculas, inhiben enzimas como la hexoquinasa,
gliceraldehido-3  fosfato  deshidrogenasa y
otras enzimas de la glicdlisis microbiana; asi
como, también inhibe el sistema de transporte
de azlcares y aminoacidos, tales como, lisina
y acido glutamico; ademads, altera el gradiente
electroquimico de la pared bacteriana.>®

Debido a su carga ionica, el HOSCN- puede
penetrar la membrana microbiana mucho mas
rapido que el OSCN-, por lo tanto, el efecto
antimicrobiano es mas eficaz a pH bajo. Ademas,
la actividad antimicrobiana-antioxidante del
sistema peroxidasa salival es proporcional a la
concentracion del OSCN y es mas efectivo en
saliva obtenida en condicion de reposo, que en
saliva de glandula estimulada, debido a que el pH
de esta tltima, es mas alcalino y su flujo presenta
una disminucion inmediata de los niveles del i6n
OSCN;, principalmente durante la expectoracion.
La presencia del tiocianato y del H O,, tienen un
origen glandular enddgeno, ya que las glandulas

salivales sanas estan desprovistas de bacterias y
leucocitos.’

La placa dentobacteriana tiene un predominio
de polisacaridos extracelulares como glucanos y
fructanos y presenta una estructura que disminuye
la permeabilidad hacia el exterior de metabolitos,
como los acidos formados por los microoganismos
de la placa,*® y disminuye la difusion dinamica
hacia el interior de la placa, por del tiocianato y
enzimas como laperoxidasasalival, no permitiendo
que su funcion desintoxicante y antimicrobiana
sea efectiva.>!°

Ademas en la placa dentobacteriana, puede
estar disminuida la funciéon antimicrobiana de
la peroxidasa salival debido a la presencia de
proteasas de origen microbiano, que pueden
afectar la actividad catalitica de la enzima y la
produccion del hipotiocianato/ hipotiocianato
acido;'* por lo tanto, en el presente estudio se
determino la actividad de la peroxidasa salival
y las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva
obtenida de la glandula pardtida estimulada de
nifos escolares con gingivitis.

Materiales y métodos

Esta investigacion es de tipo descriptiva. La
poblacion fue 82 nifios en edad escolar (9-14
afios) que asistieron al area de Odontopediatria I
de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Carabobo, desde febrero a junio del 2006. La
muestra estuvo conformada por 16 escolares (n: 8
nifias y 8 nifios).

Previamente, se realizdé una prueba piloto en
10 escolares, en una muestra de saliva de parotida
estimulada, con un nivel de confianza 0,99, en el
que se mostrd varianza del flujo salival 0,078mL/
min/gléandula.

Para la seleccion de los sujetos se consideraron
los siguientes criterios de exclusion: nifos
con tratamientos odontolégicos de ortopedia
y/o ortodoncia, que recibian tratamientos
farmacologicos y/o presentaban patologias que
eventualmente podrian afectar la fisiologia de
las glandulas salivales, tales como enfermedades
infecciosas y/o sistémicas, traumatismos).
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Los criterios de inclusion fueron: nifios en edad
escolar con gingivitis y erupcion de las unidades
dentarias 15, 16, 17, 25, 26 y 27, debido a su
proximidad anatomica con el conducto excretor
de la pardtida (éste contribuye 50%, en condicién
de estimulacion, al flujo de saliva total).

Para los fines de estudio, la muestra se clasifico
segun grupo etario: de 9 a 10 afios, 11 a 12 afios y
13 a 14 anos de edad.

La investigacion se apegd a las Normas de
la Comision de Bioética y Bioseguridad del
Ministerio del Poder Popular para Ciencia,
Tecnologia e Industrias Intermedias por lo cual
se empleo el consentimiento informado escrito
que fue firmado por los padres o representantes
de los niflos que participaron en la presente
investigacion.'!

Recoleccion de muestra de saliva. Se cateterizo
el conducto excretor y posteriormente se estimuld
la secrecion de la glandula, con 4cido citrico cada
30 segundos durante seis minutos de recoleccion.!?
Las muestras se distribuyeron en alicuotas de 1
mL y se congelaron a (-20°C) durante una semana,
como tiempo maximo, para el procesamiento de
las mismas.

Sialometria y caracteristicas fisicoquimicas de
la saliva de parotida estimulada. Se determiné el
volumen total obtenido y el flujo salival expresado
en mL/min/glandula en seis minutos. Se midid
pH (pHmetro Ecoscan Ec-PH510). La capacidad
amortiguadora, se obtuvo mediante la titulacion de
la saliva de parotida estimulada con acido lactico
0,1N, empleando el anaranjado de metilo (pH 3,1-
4,4) como indicador colorimétrico.

La determinacioén de la concentracion de las
proteinas totales fue por espectrofotometria a
593nm (Spectronic 20) con el método Bradford
con comassie brillant blue G-250."

Actividad de la peroxidasa salival. Se
verifico a través del método espectofotométrico
utilizando el guayacol (Sharlau) como sustrato
oxidable.' Las condiciones de la reaccion fueron
las siguientes: buffer fosfato 0,1 M pH 7: (fosfato
de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico),
guayacol 30mM y H,O, ImM. La oxidacion del
guayacol fue monitoreada a 470 nm (Spectronic
20) durante dos minutos con lecturas cada

20 segundos a una temperatura 25 °C. Los
experimentos se realizaron por triplicado y la
actividad de la enzima se expres6 en unidades de
absorbancia por minuto.

Para determinar la actividad de la peroxidasa,
se realizaron ensayos en las mismas condiciones
ionicas y de temperatura, variando solo la
concentracion del sustrato H,O, (ImM, 2mM,
5SmM, 10mM). En otros ensayos, se analiz6 el
efecto del pH sobre la actividad de la enzima,
manteniendo las condiciones de concentracion de
sustratos y temperatura, variando solo el pH (3,
5,7y 9) del buffer fosfato. Se consideré ademas,
el efecto de la temperatura sobre la actividad
catalitica de la enzima, por lo que se realizaron
ensayos variando solo la temperatura (25°C,
36°C, 37°C y 38°C), en las condiciones idnicas
y de concentracion de sustrato inicialmente
sefaladas.

Diagndstico de gingivitis en escolares.

Se realiz6 una evaluacion clinica odontolédgica
utilizando espejo bucal y sonda periodontal, A
todos los sujetos, se examinaron las encias del
primer y segundo premolar superior y del primer
y segundo molar superior (UD 15, UD 16, UD 17,
UD 25, UD 26 y UD 27), segun indicadores de
inflamacion gingival, el indice gingival propuesto
por Loe-Silness, indice de sangramiento GBI
(gingival bleeding index- Ainamo-Bay) y el
indicador de placa dental de Silness-Loe.

Para el andlisis de los datos se utilizo el
programa estadistico SPSS version 15.0 y se
realizaron estadisticos descriptivos.

Resultados

Caracteristicas fisicoquimicas de la saliva de
parotida estimulada

El flujo salival exhibié un rango (0,5-1,18
mL/min/glandula) con un promedio de 0,75 +
0,31 mL/min/gland. La fluctuacion del volumen
total obtenido con estimulacion fue de 2 a 7mL,
presentando un promedio del volumen total de 4,5
+1,8 mL.
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Los valores de pH oscilaron entre 7 y 9 con un
promedio de 8,3 + 0.7. Ninglin escolar presentd
pH de saliva de parotida estimulada inferior a 6
(datos no mostrados en tabla).

El sistema buffer estudiado fue el acido
carbonico/ bicarbonato en funcion de la
concentracion de  bicarbonato. En  87%
de los pacientes estudiados se observaron
concentraciones de bicarbonato comprendidos
entre 30 y 89 mM, con un valor promedio de 61,13
+ 21,84 (resultados no mostrados).

La concentracion de proteinas totales
evidenciaron valores entre 100 y 200 mg/dL en
87% de los casos (resultados no mostrados). Solo
el grupo etario de 11 a 12 afios (n: 11), presentd
valores de proteinas totales entre 100 mg/dL y
250mg/dL, mientras que 75% de las nifas, cifras
entre 125 mg/dL y 250 mg/dL.

Peroxidasa salival o sialoperoxidasa.

La actividad de la enzima se determind
monitoreando la oxidacion del guayacol mediante
el incremento de la absorbancia (A ) por minuto.
Los ensayos mostraron que la concentracion de
sustrato (H,0, ) influy6 sobre la cinética enzimatica
con una actividad maxima 0,27+0,018A , /min a
la concentracion de H,O, de ImM (Fig 1).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de H,O, sobre la peroxidasa salival

La cinética de la enzima en presencia de ImM
de HO,y en funcion del pH present6 maxima
actividad 0,25+0,01A ., /min a pH 7 fisiologico,
mostrando disminucién de la actividad a valores
superiores o inferiores de pH 7 (Fig 2).
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Figura 2 Efecto del pH sobre la enzima peroxidasa salival

Asimismo, el comportamiento catalitico de
la peroxidasa salival en presencia de variaciones
de temperatura (25, 36, 37 y 38°C) a ImM de
H,O,y pH 7, mantuvo su actividad catalitica;
sin embargo, la maxima actividad se observo a
25°C 0,25+0,01A ;) /min y en un rango menor de
actividad 0,20+ 0,018- 0,17+0,011 A,/ /min entre
los 36-38°C (Fig 3).
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la enzima peroxidasa salival

Evaluacion de la condicion gingival y de la placa
dentobacteriana en los escolares:

Hubo evidencia de placa dentobacteriana
en todos los pacientes; sin embargo, se observo
mayor prevalencia de placa escasa (66,6%) en el
grupo etario de 13 a 14 afios.

Elindice gingival revel6 que todos los escolares
presentaron inflamacion gingival, de leve a
moderada, mostrando una mayor prevalencia de
inflamacion moderada (62,5%); sin embargo, ésta
solo se presentd en el grupo de 13 y 14 afios de
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edad (resultados no mostrados). El promedio del
indice de sangramiento de las unidades dentarias
15, 16, 17 y 25, 26, 27 fue 7,69 + 4,94 mérgenes
sangrantes y 81,3% de los escolares presentaron
margenes sangrantes entre 1 a 12.

Discusion

La saliva es un fluido hipotonico, cuyo
promedio diario de excreciéon varia entre 1 y
1,5 litros; de éstos, el flujo de la saliva total en
condiciones de no estimulacién glandular es 0,3
a 0,4 mL/min;" la cuota diaria de la glandula
pardtida no estimulada es aproximadamente al
20%, pero su contribucion se incrementa hasta 50%
de la excrecion total de saliva en condiciones de
estimulacion glandular.'® Hiraba y col, reportaron
que la secrecion de saliva estimulada procedente
de la pardtida puede llegar hasta 62% de la saliva
total, seflalando que existen variaciones en el
flujo salival de la glandula parétida izquierda con
respecto a la derecha.'’

En la presente investigacion, los escolares
evidenciaron un flujo salival de parotida en
condiciones de estimulacion glandular entre
0,5 y 1,18mL/min/gland, resultado similar al
reportado por Gandara y col.'® Kalk y col, en un
estudio realizado en jovenes sanos mostré un
promedio de flujo salival, ubicado dentro del
rango observado en esta investigacion.'” Heft y
col, en una investigacion en adultos de diferentes
edades, reportaron valores de flujo salival que
oscilaron entre 0,63 y 0,8mL/min/gland, por lo
cual se puede inferir, que la edad no debe ser una
variable determinante en el flujo salival de la
glandula parétida.®

Sin embargo, se han sefialado cifras de flujo
salival inferiores a los mostrados, en glandula
pardtida estimulada, de 0,374 mL/min/gland,
diferencia que puede ser atribuida a que el
promedio que se obtuvo en dicha investigacion
fue obtenido a partir del pool de muestras de saliva
de todos los pacientes.”’ Es importante sefialar,
que las variaciones en el flujo salival se afectan
por factores, tanto fisiologicos como patologicos,
las cuales de forma reversible o irreversible
inciden en la secrecion salival, tales como son el
grado de hidratacion, la posicion del cuerpo, la
exposicion a la luz, el método de estimulacion,

tamafio de la glandula y el consumo de drogas.!>*
Estas fluctuaciones, se han establecido inter
e intraindividual, con modificaciones hasta el
50%, dependiendo del ritmo circardiano;*"* sin
embargo, en el grupo de estudio no se observod
variaciones importantes con respecto a la reportada
en pacientes sanos.

La saliva presenta valores de pH que oscilan
entre 6,7 y 7,5. ** Pero en condiciones de
estimulacion alcanza un pH de 7,5 a 8; * es decir,
que la saliva de parotida estimulada incrementa
el pH a medida que aumenta la tasa de flujo
salival,® tal como se demostr6 en la presente
investigacion. El pH ligeramente alcalino
determinado, se atribuye a la disminucion de
reabsorcion del bicarbonato, durante su paso por
los canales excretores de la glandula (intercalares
y estriados), debido a un aumento de la velocidad
de excrecion del flujo salival (condicion de
estimulacion); ademas, es importante sefialar su
participacion como ion del sistema amortiguador
acido/base de las glandulas salivales. En este
sentido, el valor promedio observado del HCO,
en el grupo de estudio, fue muy superior a los
reportados por Turner y col y Pruitt y col.?”-?® Esto
se debe a que durante la estimulacion glandular
se incrementa el flujo salival e inclusive el pH
aumenta.

El otro sistema amortiguador importante de
la saliva, obtenida por estimulacion glandular es
representado por las proteinas. En este estudio,
los escolares mostraron resultados similares al
reportado por Kalk y col; sin embargo, se han
reportados valores de proteina totales de saliva de
parotida en jovenes sanos de 60mg/dL,"” aunque
este sistema amortiguador de la saliva ha sido
poco documentado. Es importante sefialar que la
capacidad amortiguadora de la saliva de pardtida,
en condiciones de estimulacion no se encuentra
alterada; asi mismo, los valores de pH estan dentro
del rango que favorece la actividad catalitica
de la peroxidasa salival para la produccion del
hipotiocianato.

Laactividad de la peroxidasa salival se estudio
en funcion de la concentracion de sustrato H,0O,,
pH y temperatura. En relacion a las diferentes
concentraciones de H,O, utilizadas, se evidencio
que la enzima presentd una maxima actividad
catalitica a la concentracion de sustrato de H,O,
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ImM, aumentando la velocidad de formacién
del producto de la reacciéon desarrollada
experimentalmente  (guayacol + HO, -
tetraguayacol + H,O). A partir de concentraciones
superiores a ImM, la velocidad de la reaccion
decrecio notablemente, resultando el H,O, un
factor limitante en la velocidad de esta reaccion.
Aunque se ha reportado que la tasa de formacion
del tetraguayacol, se incrementa a concentraciones
por encima de H,0, 0,1 mM.’

En cuanto a la actividad de la enzima peroxidasa
salival expresada en funcion del pH, se observo
que la enzima, presentd actividad maxima a pH
7 fisiologico y mantuvo su actividad inclusive
hasta pH 9; sin embargo, se ha mostrado que el
pH oOptimo de actividad de la peroxidasa esta en
un rango de 6,5-7.% Los efectos del pH en las
reacciones enzimaticas, se basan en el hecho
de que ciertos grupos funcionales criticos de
la enzima, del sustrato o del complejo enzima-
sustrato se asocian o disocian con los protones.
El pH 6ptimo de la peroxidasa salival depende de
los grupos donadores de electrones, es decir de su
comportamiento como acido.? La actividad de una
enzima bajo condiciones de pH, por encima o por
debajo de su pH 6ptimo se altera, debido a que las
cadenas laterales de aminoacidos pueden actuar
como acidos o como bases débiles, los cuales
desarrollan funciones criticas en el sitio activo
de la enzima, afectando el estado de ionizacion,
mientras que en otras zonas de la proteina, algunas
cadenas laterales ionizadas pueden jugar un papel
esencial en las interacciones que mantiene la
estructura proteica.”

Finalmente, la actividad de la peroxidasa
salival mostro estabilidad en su actividad catalitica
a temperaturas 25, 36-38°C, aunque su maxima
actividad observada en los ensayos fue a 25°C, lo
cual corresponde a la interaccién enzima-sustrato
artificial que se empled en el presente estudio
(guayacol).

Conclusion

Los resultados de esta investigacion evidencian
que las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva
de parotida estimulada en esta muestra, son
similares a las reportadas en individuos sanos y
la actividad de la peroxidasa salival se mantuvo

en condiciones ImM H,O, pH 7, por lo tanto,
es posible que en los pacientes que conformaron
la muestra, los productos metabolicos de los
microorganismos presentes en la placa no
ejercieron influencia importante sobre la actividad
catalitica de la peroxidasa.
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