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ELECfROFORESIS DE SALIVA
PAROTIDEA HUMANA EN
PAPEL DE FILTRO

Trabajo de investigacién correspon-
diente al 2° afio de ‘Adscripcién en la
Catedra de Quimica Biolégica.

La electroforesis en papel es uno de
los métodos méas simples y directos
para la geparacién de mezclas de pro-
teinas y ha tenido vasta difusidén co-
mo procedimiento de analisis en cier-
tos liquidos biolégicos como, por ejem-
plo, el suero sanguineo. En cambio,
otros humores ofrecen dificultades para
este tipp de estudios, ya sea por su po-
bre concentracién proteinica o por la
interferencia que los iones inorganicos
ejercen sobre la migracién de las ma-
cromoléculas. Esto obliga al tratamien-
to previo de las muestras, complica el
método, y hace dificil la obtencién de
fraccionamientos reproducibles.

Estos inconvenientes se presentan
al analisis de las proteinas de la sa-
liva y, pese al aporte de numerosos
aufores (1 a 11) no se ha alcanzado
a sistematizar un procedimiento que, al

par de una técnica accesible, ofrezca

resultados reproducibles en - distintos
laboratorios.

En vista de las posibles aplicaciones
biclégicas y clinicas que tal estudio
ofrece. resulta necesario disponer de
una técnica que permita salvar las li-
mitaciones antedichas.

Con .este objetivo, hemos tratado de
desarrollar un método que brinde ba-
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ses mas firmes a la investigacién cli-
nica en un campo que creemos de pro-
misorias perspectivas.

MATERIAL Y METODOS

Material: Se recogié saliva paroti-
dea de 10 varomes y mujeres cuyas
edades oscilaban entre 18 y 30 afios,
sanos, sin alteraciones visibles: en las
glandulas salivales.

Recoleccion: So utilizd el aparato de
Lashley, modificado por Curby (12)
(Fig. 1). Se tomaron muestras de 6

ml. recolectadas por estimulacién con
pastillas de mentol. En todos los ca-
sos se procedié entre 2 y 3 horas des-
pués del desayuno.

La saliva fue recibida en tubos su-
mergidos en hielo y centrifugada

Fig. 1 Aparato colector de saliva parofidea
(Lashley-Curby)




- minutos a 3.000 r.p.m. Una fraccién de
0.3 ml. fue separada y diluida conve-
nientemente para determinar concen-
tracién de proteinas totales,

En algunog casos la saliva refrige.-
rada mostré una turbidez de intensi-
dad variable que desaparecié a tempe-
ratura ambiente.

Concentracién

La concentracién se realizé por ul-
trafiltracién en el dispositivo ideado
por Brusilow v Kupchyk (14). El apa-
rato consta de un tubo de vidrio en
forma de U de 2 em. de diametro cu-
yos extremos llevan tapones de goma
perforados como se aprecia en la fi-
gura 2. Dentro del tubo de vidrio re
coloca otro de acetato de celulosa de
I cm. de didmetro,fijado a nivel de los
- tapones de goma y comunicado al ex-

terior por sendas tubuladuras de wvi- '

drio. Ademas el tubo de vidrio posee
a su vez dos tubuladurag laterales que
conectan el sistema con un dispositivo
de vacio y una inferior, cerrada du-
rante la cperacién. que sirve para eva-
cuar el ultrafilirado. :

La saliva se introduce en el inte-
rior del saco de celulosa v se aplica
presidn negativa a través de las tubu-
laduras laterales. Como el tubo de ace-
tato de celulosa utilizado tiene poros
~de un didmetro de 4,8 micrones, todas
las moléculas de alto peso como las

- proteinas quedan retenidas en él.

Hemos encontrhdp conveniente
efectuar el vacio previo en un tanque
hermético y conectar éste al aparato
- de concentracién. Una presién negati-
- vade 60 cm. de Hg. durante 16 hs. es
suficiente para eliminar la totalidad
del agua de una muestra de 5-m1. Ha-

- bitualmente se trabaja con una “bate-

ria” de tubos de concentracién que
permite concentrar cuatro muestras

diferentes en forma simultanea.
La ultrafiltracién se llevé a cabo a
una temperatura de 4°C. ' ’
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Fig. 2

Eliminacién de Particulas
Difusibles

Una vez completada la operacién
anterior, el residuo del interior del tu-
bo de celulosa fue suspendido en 1 ml.
de agua bidestilada y se continué la
ultrafiltracién hasta eliminar el agua
afiadida. El agua hace un “lavado” de
la muestra arrastrando sustancias di-
[usibles que interfieren la posterior
migracién de las moléculas proteicas.
Esta accién perturbadora de los iones
inorgénicos ha sido demostrada por

7

Fischer y colaboradores (5) y corro-
borada, en nuestrag experiencias. El
lavado se repite en la misma forma dos
veces mas cuidando siempre de ultra-
filtrar el maximo posible de agua.
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Dilucién

El residuo se suspende con 0,05 mi.
de Buffer de Veronal pH 8,6 y se
deja 30 minutos a temperatura ambien-
te lo cual facilita la solubilizacién de
las proteinas. Resulta asi un volumen
total de 0,1 ml. aproximadamenté que
representa una concentracién de 50 ve-
¢¢ ¢on relaciéa a! volumea origma’.

Para recuperar la totalidad del Ii-
quido del interior del saco de celulosa
nes resultd muy practico valernos de
un tubo de polietileno de 1 mm. de
didmetro y 10 cm. de largo al cual se
le acoplé una jeringa de vidrio para
poder aspirar.

Determinacién de
Prsteinas Totales

La concentracién de proteinas to-
tales fue determinada en la saliva ori-
ginal después de dilucién adecuada,

niediante lectura de densidad éptica
en la zona del ultravioleta (260 y 280
milimicras) (13).

Se utilizé un espectrofotémetro
Beckman modelo D:U. y se aplico Ia
siguiente férmula:

(1,55xD.280) ~ (0,76 x D.260 —
Conc. proteinas en mg/ml.
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Fig. 3 Proteinogramas de saliva parofidea humana. Las fracciones han sido nu-
meradas partiendo del componente mas préximo al dnodo. El punto de
origen esta sefialado con una flecha. Lag fotografias de los distintes tra-

zados han sido reproducidas a diferente escala, por lo tanto, las movi-
lidades de las fracciones no son estrictamente comparables.
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Electrcforesis :

Se utiliz6 un aparato Spinco Mode-
lo R. con tiras de papel Whatman
Ne 1. Se aplicé al papel la totalidad
de la muestra- concentrada y se- hizo
migrar utilizando una corriente de 2,5
mA. durante 16 horas, a temperatura
ambiente. Al cabo de eze tiempo las
tiras fueron retiradas del aparato v lle-
vadas durante media hora a una es-
tufa a 115°C para fijar las proteinas.

Coloracién

Se ha comprobado que el colorante
de eleccién para proteinas salivales es
el Amidoschwartz 10 B, razén por la
cual lo hemos adoptado. Las tiras
fueron sumergidas durante 3 minutos
en una solucién de Amidoschwartz al
1% en metanol, acido acético. agua,
5:1:5 y luego lavadas repetidamente
en ese solvente.

-La valoracién de las diferentes ban-
das obtenidasz se hizo por demnsitome-
tria en el Analytrol de Spinco (Beck-
man) con registro e integracion au-
tomatices.

RESULTADOS

La electroforesis en papel de saliva
parotidea humana permite separar

w— SALIVA PAROT 4
weres SUERD SANG.

Fig, 4

hasta nueve fracciones proteinicas de
diferente movilidad (*). La figura 3
muestra 4 trazados normales en los que
se aprecia la complejidad proteica de
la saliva humana. Se han numerado
ias bandas coloreadas partiendo de la
fraccién mas préxima al anodo.

La figura 4 muestra un trazado nor-
mal con su correspondiente curva den.

sitométrica. Con fines comparativos, se

ha colocado a la par un proteinogra-

ma de suero sanguineo del mismo in-

dividuo cuya migracién se realizé si-

multadneamente y en iguales condi-
ciones.

Fig. 5

Como puede apreciarse, la banda 1
migra hacia el lado anédico del punto
de origen o “‘siembra”, con una movi-
lidad intermedia entre las de globuli-
nag alfa 1 y alfa 2 del suero sangui-
neo. Aunque hay una cierta variacién
individual en la intensidad, esta frac-
cién siempre estd presente y claramen-
te definida. La zona 2 se desplaza con
una velocidad semejante a la de glo-
Ywulinas alfa 2. Sus contornos. a veces
se esfuman lentamente, razén por la
cual no siempre es tan meta como en
el caz, de la figura 4. La banda 3 mir

(*) En uno de los-casos estudiados se en-

contré una décima banda.
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gpa con una velocidad semejante a la
de globulinag beta del suero. La frac-
.cién 4 es una ancha banda que se tifie

muy intensamente con el colorante, VA

por lo tanto, origina el pico mas pro-

‘minente y extenso del trazado. Migra:

ligeramente hacia el lado anédico del
punto de “origen y se corresponde en

parte, con el frente del area delimita-
da por las gamma globulinas séricas.

Mediante elucién del papel y ulterior

_determinacién de actividad enzimética

en el eluato, hemos comprobado que
en.esta zona se encuentra ja casi to-
talidad de la amilasa salival o ptialina.
En todos los casos, la banda 4 fue el
.componente mas importante, pero su

6 v 7 aparecieron fusionadas como tna

~ampha zona de tincién homogénea,

! Las bandas 8 y 9 son generalmen-
te fracciones débilmente coloreadas.

En uno de los casos, la zona-9 no pudo

ser-detectada.

La concentracién de proteinas tota-
les dio un valor promedip de 0,41
g/100 ml. en saliva original, y los re-
sultados .de cada caso 'estan expues~
tos en-la tabla 1. pero es de hacer
notar que estos valores no pueden apli-
carse directamente al calculo del va-
lor absoluto de las.fracciones, pues es
muy posible que la cantidad real de
proteinas “sembradas’” en el papel de
electroforesis, .haya wvariado después

REoteet UL o S e~ Doyt
TABLA I )
‘ VALORES PORCENTUALES ‘DE LLAS DIVERSAS FRACCIONES
‘N° sexo total ' 1 "2 3 4 5 -6 7 8 9 10
) prot. . .
. g/100 ml, ‘
1 M 04 86 5,3 80 523 11,6 114 4,6 1,7 15
2 M 051 1,4 1,2 8,1 64,1 2,9 5,6 8,5 4.7 28" 0,7
3 M 040 2.9 2,6 59 41,8 16.6 6,7 124 6,5 4.6 e
4 M 0,40 9,1 .52 257 344 34 111 6,9 2,5 1,7
5 M 047 76 59 61 336 58 178 64 139 29
6 M . 053 105 179 116 32,1 5,5 9,4 6,8 41 2,1
7 F- 0381 10,4 56 19,2 32,8 7,3 8,0 8,0 6,6 2,1
8. M. 050 3,5 59 183 419 119 9.2 6,4 2,9 C—
9 M .030 6,8 45 126 37,3 11,9 6,9 9,2 5,6 5,2
10 F 034 2, O 13,1 32 33,7 4,7 94 18,8 9,4 5,7

- Promedio: - 0,41 578" 672 11,87 40.4

concentracién relativa varia dentro de

limites amplios. La figura 5 muestra un

trazado de un caso en el que esta ban~

'da 4 tiene escasa concentracién. Las
bandas siguientes se desplazan en di-
recciéon al catodo y, por lo tanto, no
tienen -corres~ondencia con fracciones

del cuero Sanguineo. La banda 5.que .

en. algunos -casos alcanza una propor-
cién notable, no' siempre "esta clara-
mente delimitada, a causa de la inten-
sa tincién de fondo. La 6 y'7, en cam-
bio, ton componentes constantes del
trazado y pueden distinguirse con fa-
cilidad. En- algunos casos -las bandas

0 8;16 9,55 8,80 579 2,86

del procedimiento de preparacién de la

muestra.
No se observaron diferencias atri-

‘buibles al sexo. La tabla_1 resume los
porcentajes de las diferentes fraccio-
nes en cada uno de los casos estudia-
dos, y en ella pueden apreciarse las

variaciones individuales.

DISCUSION |

Numerosos atitores han realizado es-
tudios electroforéticos de saliva en
papel de- filtro. Algunos. de ellos tra:
bajaron con saliva total (1 a 5); otros,
en :cambio, lo hicieron con saliva pa-




rotidea (6 a 11). Una revisién de Ja
literatura demuestra la falta de uni-
formidad en los resultados de diferen-
tes autores. A tal punto que es impo-
sible una adecuada sistematizacién de
lag fracciones proteinicas de saliva.
En muy pocos trabajos se aprecia una
resolucién satisfactoria de las bandas
y resulta dificil establecer un trazado
tipico que pueda servir como ‘‘patrén”
normal,

En los analisis de este tipo, espe-
cialmente si se desea proyectarlos al
campo de la investigacion clinica es
necesario que se cumplan al menos
dos requisitos: a) la técnica empleada
debe tener la sencillez y practicabili-
dad necesarias para aplicarla al es-
tudio de grupos numerosos; b) los re-
sultados en los grupos normales deben
ser reproducibles para disponer de un
“patrén” de referencia bien estableci-
do. Para lograr este dltimo objetivo

_ cremos que el factor mas importante.

es la estricta sistematizacién de la téc-
nica y el empleo de medios inocuos pa-
rp los componentes proteicos de la
muestra durante el tratamiento a que
ésta debe someterse.

Hemos descartado la saliva total co-

mo material de trabajo, pues siendo
ésta la resultante de aportes parciales

de diferentes glandulas, puede prestar-

se a mayores variaciones y hacer mas
dificil el obtener resultados reprodu-
cibles. Ademas, a pesar de todas las
precauciones, es imposible evitar*la
contaminacién con restos alimenticios,
bacterias, células descamadas, etc., que
acrecientan la complejidad de la mues-
tra e introducen factores completamen.
te extrafios en el estudio. Se decidi6,
por lo tanto, usar saliva parotidea que
cumple con las exigencias de ser una
secrecion pura y homogénea.

Como ya se dijo, para separar sa-

tisfactoriamente las proteinas de sali-
va mediante electroforesis, es necesa-
rio eliminar los iones inorganicos y
concentrar las muestras. Para lograr el
primer objetivo ,la mayoria de los au-
tores hacen dialisis o electrodialisis.
Nosotros hemos reemplazado satisfac-
toriamente la dialisis por el “lavado”
repetido de la preparacién. Esto . no
s6lo reduce el tiempo de operacidn si-
fo también el manipuleo de Ja muestea.

Para concentrar, se utilizan corrien-
temente procedimientos de.liofolizacién
¢ de precipitacién con reactivos: ade-
¢uados (9). Esta operacién de concen-
tracién complica notablemente la téc-
pica, ya que los procedimientos men-
gcionados necesitan de tiempo y medios
especiales. Por otra parte, algunas
proteinas resultan desnaturalizadas
con tales tratamientos.

Por el contrario, la ultrafiltracién
realizada a 4°C resulta inocua para las
proteinas. El sistema utilizado ofrece
como ventajas- adicionales, la simplici-
dad. corto periodo de trabajo y la po-
sibilidad de utilizar volimenes pe-
queflos,

Ha sido probado con técnicas inmu-
noelectroforéticas que la saliva nor-

mal puede contener fracciones proteicas
idénticas a algunas de las proteinas del
suero sanguineo. El hecho de que al-
guna de las fracciones reveladas en la
saliva posean la misma movilidad elec.
troforética que proteinas del plasma,
no significa “per se” que elas sean
moléculas idénticas, pero gs probable

" que esos componentes de igual movi-

lidad puedan incluir iguales proteinas

Por otra parte, la saliva muestra una
serie de bandas que no tienen corres-
pondencia en el trazado del suero san-
guineo, lo que evidentemente sefiala la
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 existencia de protpmas sahvales au-
toctonas”,

Se han observado algunas variacio-

nes individuales: ellas radican princi-
palmente en las bandas 3 y 5 que a
veces no se destacan claramente, en
las 6 y 7, que en ciertos casos se fu-
sionan en una ancha zona coloreada
y en las areas 8 y 9 cuya pobre con.
centracidn no siempre permite visua-
lizarlas.

La aplicacién futura del método al
estudio de las variaciones fisiolégicas y
patolégicas que el trazado proteico
puede experimentar, abre un vasto ca-
mino a Ja investigacién clinica. La dis-
ponibilidad de una técnica “standari-
zada” y de resultados reproducibles,
hace factible encarar esos estudios con
mas sequras perspectlvas
RESUMEN -

Se nresenta una técnica sistemati-
zada de electroforesis de saliva paro-
tidea humana en papel de filtro. Se
aplican nuevos métodos de concentra-
cién vy eliminacién de particulas difu-

sibles quz creemos ventajosos con re-

lacién a los utilizados por otros au-
tores.

Se estudiaron salivas parotideas de
diez j6venes normales de ambos sexos.
Se describe el trazado “tipo” normal,

refiriendo las variaciones individuales

observadas. -

Finalmente. se destaca la importan-
cia del método como valioso elemento
en la investiqacién- clinica.
SUMMARY .

A standardized technique for paner
electrophorems of proteins from hu-
man saliva'is presented. Advantageous
methods for concentration and elimi-
nation of inorganic particles are pro-
posed.

Parotid saliva from ten healthy
young adults was studizd and a “nor-

mal pattern’
The importance of the method as a

is described.

tool for clinical research is emphasized.
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