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RESUMEN

Introduccion: La saliva es un fluido compuesto de varios
elementos, entre ellos la glucosa, y es posible que pueda
ser utilizada para detectar cambios en ese y otros analitos,
su uso como medio de diagnéstico tiene una tendencia
en aumento. Objetivo: El propdsito de este estudio fue
comparar las concentraciones de proteinas, glucosa y los
productos finales de la glucosilacion (AGEs) en saliva y
plasma entre mujeres y hombres jévenes aparentemente
sanos. Material y métodos: La muestras de saliva no
estimulada y plasma se obtuvieron de 91 sujetos (46
mujeres y 45 hombres) en aparente buen estado de salud
y tras un ayuno de ocho horas. Las concentraciones de
proteinas, glucosa y AGEs en saliva y plasma se midieron
mediante procedimientos estandarizados. Resultados:
Encontramos que la velocidad del flujo salival no estimula-
do fue diferente entre ambos sexos (p = 0.078). No existen
diferencias entre las proteinas (p = 0.3173), la glucosa
(p = 0.6636) ni los AGEs (p = 0.1082). En cuanto a los
valores plasmaticos no hay diferencias entre los sexos:
proteinas (p = 0.4718), glucosa (p = 0.3404) ni de HbA1c
(p =0.6871); sin embargo, si hay diferencia en los AGEs
(p=0.0162) que fue mas elevado en mujeres. En cuanto
a las diferencias entre saliva y plasma hallamos que las
proteinas son 100 veces menores, la concentracion de
glucosa fue 5.6 veces menor, tanto en mujeres como en
hombres, y la concentracion de AGEs fue 5.6 veces menor
en la saliva de mujeres y de 6.7 veces menor en la saliva
de hombres. Conclusiones: Los resultados sugieren
que las concentraciones de los analitos relacionados en
el metabolismo de la glucosa en la saliva puede ser un
buen método para evaluar de manera no invasiva tanto
el diagndstico como la progresion de los padecimientos
metabdlicos de los carbohidratos.

ABSTRACT

Introduction: Saliva is a fluid composed of several
elements including glucose and it is possible that it can
be used to detect changes in this and other analytes, its
use as a means of diagnosis has an increasing trend.
Objective: The purpose of this study was to compare the
concentrations of proteins, glucose, and glycosylation
end products (AGEs) in saliva and plasma in apparently
healthy young men and women. Material and methods:
Unstimulated saliva and plasma samples were obtained
from 91 subjects (46 women and 45 men) in apparent
good health and after an 8-hour fast. The concentrations
of proteins, glucose, and AGEs in saliva and plasma were
measured by standardized procedures. Results: We found
that the unstimulated salivary flow velocity was different
between both sexes (p = 0.078). There are no differences
between proteins (p = 0.3173), glucose (p = 0.6636) or
AGEs (p = 0.1082). Regarding plasma values, there are
no differences between the sexes of the following: proteins
(p=0.4718), glucose (p = 0.3404) or HbAlc (p = 0.6871),
however there is a difference in AGEs (p = 0.0162) which
was higher in women. Regarding the differences between
saliva and plasma, we found that the proteins are 100 times
lower, the glucose concentration was 5.6 times lower, both
in women and in men, and the AGEs concentration was
5.6 times lower in the saliva for women and 6.7 times less
in saliva for men. Conclusions: The results suggested
that the concentrations of related analytes in glucose
metabolism in saliva might be a good method to non-
invasively assess both the diagnosis and the progression
of carbohydrate metabolic disorders.
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INTRODUCCION

a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una

enfermedad crénica degenerativa que se
caracteriza por el incremento de glucosa en
sangre debido a la baja produccién o altera-
cion en la insulina secretadas por las células
beta en el pancreas. La DM2 es padecida por
alrededor de nueve millones de personasy fue
la segunda causa de muerte a nivel nacional
en 2018 con base en los datos de la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2018 publica-
da por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI).!

La DM2 es la forma més frecuente de dia-
betes. La poblacién mexicana tiene una preva-
lencia de alrededor de 12.1%, lo que significa
un importante problema de salud publica.’

La DM2 estd representada por un aumento
crénico del nivel de la glucosa sanguinea debi-
do a la destruccién autoinmune de las células
beta (B) pancredticas o a la resistencia a la insuli-
na.? La accion deficiente de la insulina sobre los
tejidos diana, principalmente fibras musculares
estriadas, tejido adiposo e higado, constituye
la base de las alteraciones del metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas.®

La DM2 puede provocar complicaciones
vasculares, afectando principalmente a cora-
z6n, rifones, ojos, nervios* y cavidad oral.”
También se ha asociado con el deterioro de la
funcién de las glandulas salivales que desen-
cadenan en consecuencia la alteracion de la
homeostasis de la salud bucal y generan enfer-
medades orales.® Los diabéticos son propensos
a la caries, la gingivitis y la xerostomfa.”

La saliva es una de las secreciones exo-
crinas mas importantes y juega un papel im-
portante en las funciones bucales y digestivas.
No sélo contribuye al habla, masticacion y
deglucién, sino también podria ser una he-
rramienta Gtil de muestreo sistémico para el
diagnéstico y la investigacién médica. Puede
recolectarse facilmente mediante métodos no
invasivos, lo que la hace un buen medio de
diagnéstico.®?

Los productos finales de la glucosilacion
(AGEs, advanced glycation end products) son los
productos finales del procesamiento quimico
de las proteinas llamado reaccién de Maillard.
Aqui el grupo carbonilo de los carbohidratos

reacciona de forma no enzimatica con los
grupos amino primarios de las proteinas.'0!!
Esta reaccion de glucosilacion implica que
una molécula de glucosa (o cualquier otro
carbohidrato) se una temprana y quimicamente
reversible con las proteinas, lo que conduce
a las denominadas bases de Schiff y aductos
de Amadori, un claro ejemplo de ello es la
hemoglobina glucosilada (HbA1C)."2 En la dé-
cada de los 80, los investigadores comenzaron
a reconocer la importancia de los complejos
procesos de Maillard en etapa tardia como
mediadores de las complicaciones de la dia-
betes y el envejecimiento.’® Posteriormente,
las proteinas que llevan el producto Amadori
se han denominado proteinas glucosiladas (que
en términos generales son indistinguibles de
las proteinas glucosiladas enzimaticamente),
aunque al proceso de formacién del producto
Amadori se le denomina glicacion. Los pigmen-
tos complejos de etapa posterior y los enlaces
cruzados formados a partir de la proteina gli-
cada durante la reaccién de Maillard in vivo se
conocen como AGEs.'*

El propésito de este estudio fue indagar
las concentraciones de glucosa y los AGEs, asf
como la evaluacién de otros parametros fisico-
quimicos relacionados con la saliva en mujeres
y hombres jovenes aparentemente sanos.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, comparativo,
analitico, en una poblacién de sujetos jovenes
(rango de 18 a 27 afios) aparentemente sanos.

Los participantes estaban exentos de cual-
quier tipo de enfermedad infecciosa o metabd-
lica aguda o crénica, sin neoplasias, ni alergias.
No se incluyeron a mujeres embarazadas o
en etapa de lactancia, ni a fumadores o que
consumieran drogas de abuso ni suplemen-
tos alimenticios.

Sélo participaron los pacientes que firma-
ron la carta de consentimiento informado,
realizada de acuerdo con el Reglamento de la
Ley General de Salud y con la normativa del
IMSS en la materia, y en concordancia con
la Declaracién de Helsinki y sus enmiendas.
Este proyecto fue aprobado por la Comisién
Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS
(R-2015-3601-73).

Rev Mex Patol Clin Med Lab. 2021; 68 (1): 11-17

www.medigraphic.com/patologiaclinica



Flores MCE et al. Variaciones en la glucosa plasmatica y salival en sujetos sanos 13

Recoleccion de la muestra de saliva

Las muestras de saliva se recolectaron por la mafana
de 8:00 a 10:00. Se pidi6 a los participantes que no
se cepillaran los dientes antes del muestreo. Se les
solicit6 un ayuno de al menos ocho horas continuas y
que no bebieran ningtn tipo de liquido al menos 90
minutos antes de la recoleccion. Los sujetos fueron
sentados en sillas normales y se les pidi6 que incli-
naran su cabeza ligeramente hacia el frente y abajo;
posteriormente, se les pidié que arrojaran lentamente
saliva no estimulada en un tubo de 15 mL y en un
embudo de material plastico durante exactamente
cinco minutos.'>1® Las muestras fueron trasladadas
al laboratorio a temperatura de entre 2-8 °C, donde
fueron centrifugadas a 12,000 g por 10 minutos a
4 °C. El sobrenadante obtenido se almacené en un
congelador a -80 °C.

Obtencidn de la muestra sanguinea

Al finalizar el periodo de recoleccién de la muestra de
saliva, se les tomé una muestra de sangre de una vena del
antebrazo en condiciones de asepsia y antisepsia. Para ello
se utilizé un tubo de 4 mL con anticoagulante K2EDTA.
La muestra sanguinea fue centrifugada a 3,000 rpm por
10 minutos a 4 °C. El plasma se recuperé y almacené en
un congelador a -80 °C.

Procedimientos bioquimicos

Medicién de la concentracién de glucosa en saliva 'y
plasma. La concentracion salival de D-glucosa se deter-
miné mediante el método de glucosa oxidasas (método
GOD-POD, Spinreact, Barcelona, Espafa) modificado

para su lectura en una placa de 96 pozos (Costar). En
resumen: se mezclaron 50 pL de saliva centrifugada
con 150 pL de los reactivos del juego diagndstico y se
registré la absorbancia. El ensayo se realizé simultdnea-
mente con estdndares de glucosa (concentracién final
comprendida entre 25 y 250 mg/dL). Los resultados se
calcularon como mg de glucosa/mL. El coeficiente de
variacion, respectivamente, fue de 3.3 £ 0.4% (n = 25)
y 5.4 £0.6% (n = 25) para los estandares de D-glucosa
y las muestras de saliva o plasma. La curva estandar de
glucosa entre 25y 250 mg/dL es lineal con un coeficiente
de correlacién de 0.997.

Medicion de la proteina total. La medicién de las
proteinas tanto en la saliva como en el plasma se basé en
el método de Bradford,'” utilizando el azul de Coomas-
sie G-250 (Amresco, Solon, OH., USA) como colorante.
Para la curva de calibracién se utilizé albdmina bovina
fraccion V (BSA) como estandar. La curva estandar de
glucosa entre 5 y 100 mg/dL es lineal con un coeficiente
de correlacion de 0.998.

Medicion de los productos glucosilados. Los AGEs
se evaluaron utilizando un ensayo espectrofluorimétrico
como lo describe Kalousova y su equipo.' Tanto la
saliva como el plasma de los participantes se diluyeron
en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con un
factor de 50. Se registro la intensidad de la fluorescencia
a una excitacién de 350 nm y una emisién de 440 nm
y se expres6 como porcentaje de emision fluorescente.
El coeficiente de variacion intraensayo fue de 5.1% vy el
interensayo fue de 7.9%.

Medicion de la HbA1c. La HbATc se analiz6 con
el equipo portatil ATC Now+ (Bayer) por el método de
inmunoensayo, basado en la exposicion de la sangre a
anticuerpos anti-HbA1C marcados con latex azul. Los
resultados se expresan en porcentajes.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los participantes.

Parametro Muijeres (N = 46) Hombres (N = 45) p

Edad (afios) 20.64 +3.99 20.20+2.85 0.5473
Talla (cm) 159.82 + 5.79 169.18 £ 5.72 <0.0001
Peso (kg) 62.93+10.85 71.80 £ 15.90 0.0025
Circ. Cintura (cm) 81.04 +10.45 86.33 + 12.63 0.0320
IMC (kg/m?) 24.58 + 3.67 25.01+5.03 0.6419
Circ. Cintura/talla 0.393 + 0.062 0.424 +0.089 0.0259
PAS (mmHg) 103.20 £ 11.23 116.15+ 12.20 <0.0001
PAD (mmHg) 66.80 + 8.62 72.35 % 8.56 0.0027

PAS = presion arterial sistolica, PAD = presion arterial diastélica.
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Tabla 2: Mediciones bioquimicas en saliva de mujeres y hombres jovenes.

Parametro Mujeres (N = 46) Hombres (N = 45) p

Flujo salival (mL/min) 0.295 £ 0.156 0.405 £ 0.194 0.0037
Proteina total (mg/dL) 74+29 8.1+£3.7 0.3173
Glucosa (mg/dL) 10.37 £ 2.09 10.59 £ 2.82 0.6636
AGEs (UAF) 0.604 £ 0.277 0.501 £ 0.327 0.1082

AGEs = productos finales de la glucosilacion, UAF = unidades arbitrarias de fluorescencia.

Tabla 3: Mediciones bioquimicas en plasma de mujeres y hombres jovenes.

Parametro Mujeres (N = 46) Hombres (N = 45) p

Proteina total (g/dL) 7.87 £ 0.96 8.02+1.02 0.4718
Glucosa (mg/dL) 68.73+£7.32 70.39 £9.12 0.3404
AGEs (UAF) 41084 3.7+0.71 0.0162
HbA1c (%) 38+1.19 37117 0.6871

AGEs = productos finales de la glucosilacion, UAF = unidades arbitrarias de fluorescencia, HbA1c = hemoglobina glucosilada.

Analisis estadistico

Se presenta un andlisis descriptivo con medidas de tenden-
cia central y dispersion, asi como uno inferencial en el que
inicialmente se analizaron los valores obtenidos para deter-
minar su normalidad con la prueba de D’Agostino y Pearson,
y se llevaron a cabo pruebas paramétricas (t de Student), o
no paramétricas (U de Mann-Whitney) para comparar entre
dos grupos. Se consider significativo un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

Estudiamos a 91 participantes divididos en dos grupos:
mujeres (n = 46) con edad promedio de 20.6 ahos y
hombres (n = 45) con edad promedio de 20.20 afos. To-
dos ellos sin habito tabaquico y en aparente buen estado
de salud, cuyos datos clinicos se muestran en la Tabla 1.

En la Tabla 2 se muestran los cambios que se encontra-
ron en la saliva donde existe un mayor flujo salival, en los
hombres versus mujeres (p = 0.0037), pero sin cambios
en la proteina total, la glucosa y los AGEs.

Cuando se compararon los valores plasmaticos (Tabla
3), encontramos que los ACEs estan més elevados en las
mujeres que en los hombres (p = 0.0162), pero sin cambios
en la proteina total, glucosa y hemoglobina glucosilada.

La concentracion de proteinas fue de 100 veces me-
nor en la saliva versus el plasma.

Las diferencias en la concentracién de glucosa entre la
saliva y el plasma fue 5.6 veces menor, tanto en mujeres
como en hombres (Figura 1).

Las diferencias entre la concentracion de los AGEs
en plasma vy saliva fue de 5.6 veces menor en la saliva
para mujeres y de 6.7 veces menor en la saliva para
hombres (Figura 2).

DISCUSION

Las funciones de la saliva incluyen lubricacion, protec-
cién antimicrobiana, conservacién de la integridad de
la mucosa y digestion. Diversos autores han estudiado
los cambios bioquimicos en la saliva de los pacientes
diabéticos; existen muchas publicaciones acerca de la
bioquimica salivar en los que se han descrito cambios en
la concentracion de glucosa, proteinas totales, lisozima,
peroxidasas, amilasa, inmunoglobulina A, electrolitos y
pH; sin embargo, los resultados difieren de un estudio
a otro. Es posible que eso se deba a los métodos como
se han medido los analitos, al disefio del estudio y a la
diversidad de los criterios de seleccién de los participan-
tes.¥23 No obstante, son pocos los estudios en los que se
estudia la saliva de sujetos sanos y su dimorfismo sexual.

El flujo salival fue notablemente mayor en hombres
que en mujeres, pero cuando comparamos los prome-
dios que encontramos para el flujo salival no estimula-
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Figura 1: Cambios en la concentracion de glucosa entre la saliva y el
plasma de mujeres y hombres.

do, éstos fueron menores a los informados por Inoue y
colaboradores.?*

En cuanto a la concentracién de proteinas totales,
no hubo diferencias entre mujeres y hombres en contra-
parte a lo publicado por Banderas y su grupo,? quienes
aseguran que la concentracion de proteina es mayor
en los hombres.

Por otro lado, la concentracién de proteina entre
ambos sexos no difiere mucho, ya sea de la saliva o del
plasma; sin embargo, cuando se comparan las concentra-
ciones de las proteinas totales entre la saliva y el plasma
la diferencia es enorme, poco més de 100 veces la di-
ferencia entre ellos, siendo mucho mayor en el plasma.
Esto se debe a que practicamente 99% de la composicién
bioquimica de la saliva es agua.

Un ntmero reducido de estudios han evaluado los
niveles de glucosa salival en pacientes sanos.?*>% En el
caso de la diabetes la literatura es mas abundante, estu-
diando los niveles de glucosa salival y/o estableciendo
comparaciones entre los niveles de glucosa en sangre y
saliva, ya sea de manera aislada o respecto a un grupo
control.20,30-33

En este trabajo encontramos que la glucosa, tanto
salival como plasmatica, no presenta cambios sustanciales
entre ambos sexos; sin embargo, cuando se comparan los
valores plasmaticos y los salivales existe una gran diferen-
cia entre ambos fluidos, siendo casi seis veces menor el
contenido de glucosa en la saliva.

Los carbohidratos como la glucosa reaccionan de
forma no enzimética con los grupos amino libres de las
proteinas y pasan de los aductos reversibles de la base de

Schiff a los productos Amadori que son més estables. Al-
gunos productos de Amadori se convierten en productos
finales de glucosilacion (AGEs) a través de una serie de
reordenamientos quimicos, deshidratacion y reacciones
de fragmentacion.** Ademas de la formacion endogena,
los AGEs también pueden derivarse de fuentes exégenas
como el tabaquismo vy los alimentos.?>3¢ Los AGEs sir-
ven como biomarcadores generales del estrés oxidativo
y pueden ser medidos mediante analisis fluorométrico,
ELISA o Western blot.

Por otro lado, se piensa que la glucosilacién de pro-
teinas desempena un papel importante en las funciones
protectoras salivales. Se han reportado las caracterizacio-
nes de 45 proteinas salivales y 303 plasmaticas que son
glucosiladas, ya sea no enzimatica como enzimaticamen-
te,?”38 y es muy posible que estas cifras sean mayores en
ambos liquidos bioldgicos.

Los AGEs son un grupo heterogéneo de restos de
carbohidratos unidos a protefnas y se caracterizan por
pardeamiento, fluorescencia y reticulacion. Su deter-
minacién se basa en la deteccién de la fluorescencia
especifica de los AGEs a una excitacién de 370 nmy
una emisiéon de 440 nm.? También se han aplicado
otros métodos como ELISA, anticuerpos policlonales,
HPLC o inmunohistoquimica para determinar AGEs
especificos.*® Otras proteinas glucosiladas no enzi-
maticamente se pueden medir a través del ensayo de
fructosamina.*!42
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Figura 2: Cambios en la concentracion de AGEs en saliva y plasma
de mujeres y hombres.
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Ala luz de los resultados obtenidos podemos inferir que
existen diferencias quimicas muy grandes entre la saliva
y el plasma, lo que ha sido demostrado en una enorme
cantidad de trabajos experimentales en saliva humana. A
pesar de esas diferencias, los resultados sugieren que la
concentracién de la glucosa en la saliva pudiera ser un buen
método para evaluar de manera no invasiva (debido a la
facilidad y sencillez de su obtencién) y a que ésta, tanto
en el plasma como en la saliva, no presenta diferencias
significativas entre las medidas para hombres y mujeres.

Diversos investigadores concuerdan en que es viable
la utilizacién de la saliva como auxiliar de diagnéstico,
tanto para enfermedades sistémicas como bucales. Se ha
demostrado que existen procedimientos bioquimicos por
los cuales es posible la identificacién de algunas patologias,
monitoreo de farmacos y drogas de abuso, algunos de estos
son accesibles y de facil realizacién, mientras que otros
requieren de métodos mas complicados para su estudio.

En lo que se refiere a términos de sensibilidad y
especificidad, atn no se han establecido métodos ni
protocolos que se empleen ciento por ciento exactos
en distintas pruebas para el diagnéstico y la prevencién
de la mayoria de las enfermedades, aun asi, en el diag-
noéstico utilizando la saliva, la baja concentracién de sus
componentes ya no es un problema vy, por lo tanto, la
saliva no sélo puede ser una herramienta diagnéstica, sino
que puede ser una forma facil de monitorizar la salud y
tener un alto potencial para revolucionar el futuro en la
medicina de laboratorio.
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