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RESUMEN

Introduccion: La enzima lactoperoxidasa tiocianato se produce por células epiteliales de las
glandulas salivales y desempefa funciones defensivas contra microorganismos patégenos de la cavi-
dad oral, por tanto, identificar su presencia por métodos cualitativos podria ser de utilidad para inves-
tigar una de las causas de infecciones orales recurrentes como la periodontitis, gingivitis y caries den-
tal, donde se ha reportado una relacion con los niveles bajos de esta enzima en diferentes estudios.
Objetivo: Demostrar la utilidad del método pirogalol salicilato en la identificacion de la enzi-
ma lactoperoxidasa tiocianato salival.

Métodos: Se desarrollé un estudio piloto, descriptivo, observacional y transversal, en el

Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos de la provincia Camagley, en el periodo de junio a
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octubre de 2020 mediante el empleo del método del pirogalol salicilato para identificar la presencia de
la enzima lactoperoxidasa tiocianato en saliva humana. Se utilizaron 14 muestras de saliva que se
analizaron después de la transformacion enzimatica del sustrato a 405 nm. Los datos obtenidos
fueron procesados mediante estadistica descriptiva.

Resultados: La enzima lactoperoxidasa tiocianato se encontrd en todas las muestras saliva-
les estudiadas. La absorbancia de las muestras se hall6é entre 0,406 y 0,939 unidades.

Conclusiones: El método del pirogalol salicilato resulta util en la identificacién de la enzima

lactoperoxidasa tiocianato salival lo cual puede ser favorable en el estudio de infecciones bucales.

DeCS: PIROGALOL/uso terapéutico; LACTOPEROXIDASA; SALIVA; INFECCIONES;
MANIFESTACIONES BUCALES.

ABSTRACT

Introduction: The enzyme lactoperoxidase thiocyanate is produced by epithelial cells of the
salivary glands and performs defensive functions against pathogenic microorganisms of the oral
cavity, therefore, identifying its presence by qualitative methods could be useful when investigating
the causes of recurrent oral infections such as periodontitis, gingivitis and dental caries, in which a
relationship with low levels of this enzyme has been reported in different studies.

Objective: To demonstrate the usefulness of the pyrogallol salicylate method in the identifi-
cation of the salivary enzyme lactoperoxidase thiocyanate.

Methods: An observational and cross-sectional pilot study was carried out at the Center of Immu-
nology and Biological Products of Camagley, from June to October 2020, using the pyrogallol
salicylate method to identify the lactoperoxidase thiocyanate enzyme in human saliva. Fourteen saliva
samples were analyzed by observation and spectrophotometry at a wavelength of 405 nm.
Descriptive statistical methods were applied to process data.

Results: The enzyme lactoperoxidase thiocyanate was found in all the salivary samples
studied. The absorbance of the samples ranged between 0,406 and 0,939.

Conclusions: The pyrogallol salicylate method is useful in identifying the salivary

lactoperoxidase enzyme, which may be favorable in the study of oral infections.

DeCS: PYROGALLOL/therapeutic use; LACTOPEROXIDASE; SALIVA; INFECTIONS; ORAL
MANIFESTATIONS.
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INTRODUCCION

La periodontitis y gingivitis bacteriana son enfermedades estomatoldgicas que se han asociado a nive-
les bajos de lactoperoxidasa tiocianato (LPO) salival. (*"? En la actualidad varias cremas comerciales
(biotene, oralbalance) contienen LPO, proteina que cumple funciones defensivas en la saliva y cuya
actividad se encuentra reducida con relativa frecuencia en infecciones bucales.

La LPO es una de las proteinas presentes en la leche. * Es producida ademas en varios tejidos epite-
liales lo cual determina su presencia en liquidos corporales como la orina, sangre y saliva, donde
cumple funciones defensivas. Es una enzima que contiene un dtomo de hierro por molécula, su pH 6p-
timo es de 6.8. Tiene como grupo prostético un grupo Hem, cuyo atomo central de hierro forma
complejos con diferentes compuestos, ejemplo los cianuros y la hidroxilamina, que inhiben su activi-
dad enzimatica. ©*:%7:8)

La enzima en cuestion cataliza la oxidacion de ciertos compuestos donadores de hidrégeno por medio
de perdxidos. Entre dichos compuestos se encuentran aminas aromaticas (o-fenilendiamina) y fenoles
como el guayacol y el pirogalol. El substrato oxidable mas usado es el guayacol, que se oxida forman-
do un complejo coloreado de tetraguayacol en presencia de la enzima. El pirogalol al ser oxidado por
la LPO genera como producto la pirogalina, pigmento de color amarillo. La capacidad que presenta
LPO de oxidar fenoles como los mencionados con anterioridad, ha permitido el desarrollo de métodos
para identificar y cuantificar la enzima como el método de Dupoy y del acido 2,2’-Azino (3-etil-
benzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS).

El método del pirogalol se ha empleado para determinar la actividad de la enzima lactoperoxidasa
salival, sin embargo, carece de especificidad, puesto que el pirogalol es también metabolizado con
menor selectividad por la mieloperoxidasa salival presente en los leucocitos de la saliva. *® La incor-
poracion de salicilato, un inhibidor de la mieloperoxidasa podria contribuir al incremento de la especi-
ficidad del método hacia la LPO.

El estudio se realiz6é con el propdsito de demostrar la utilidad del método del pirogalol salicilato en la
identificacion de la enzima LPO salival, el cual resulta conveniente para el estudio y seguimiento de

infecciones bucales recurrentes.

METODOS
Se realizd un estudio piloto, descriptivo y transversal, con muestras bioldgicas de saliva humana en el
periodo comprendido de junio a octubre de 2020, en el Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos

(CENIPBI) de la Universidad de Ciencias Médicas de la provincia Camaguey, con el objetivo de demos-
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trar la utilidad del método del pirogalol salicilato en la identificacion de la enzima LPO salival humana.

El universo estuvo constituido por 14 muestras de saliva de trabajadores del CENIPBI, que cumplieron
los criterios de inclusidn y exclusion. La eleccidn intencional de este centro se debe a las medidas de
bioseguridad que en él se establecen, tales como la prohibicién de la ingestién de alimentos y el con-
sumo de cigarros, factores que pueden influir en la actividad de la enzima.

Criterios de inclusidn:

- Sujetos con edades comprendidas entre 25 y 65 afios.

- Sujetos con salud bucal aparente.

Criterios de exclusion:

- Mujeres embarazadas.

-Sujetos fumadores activos.

Unidad de andlisis: muestras de saliva.

Variables: nimero de muestra de saliva y actividad de la enzima LPO salival

Definicion operacional: identificacién de la muestra y la transformacién enzimatica del sustrato a
405 nm.

Procedimiento del estudio: la saliva entera no estimulada se coleccioné en tubos esterilizados, que de
inmediato se estacionaron en hielo. La toma de muestra se efectud en las viviendas de los individuos,
entre las 6:00 a.m. y las 8:00 a.m. Se les orientd a los sujetos abstenerse de comer y beber durante
dos horas previas a la recoleccion de la saliva. Las muestras de saliva se homogeneizaron y clarifica-
ron mediante centrifugacion a 10 000xg durante 15 min a 4°C. Las alicuotas de los sobrenadantes
clarificados se conservaron a -30°C hasta su utilizacién.

Identificacién de LPO en saliva humana: Se empled el método de Dupoy, ) con modificaciones que
incluyeron emplear pirogalol en lugar de guayacol, la incorporacién del reactivo salicilato, se trabajo
con microlitros (L) en lugar de mililitros (mL) para el volumen final de ensayo. Como resultado de las
modificaciones se obtuvo el método del pirogalol-salicilato.

Se emplearon 32 pocillos de una microplaca, en cada pozo se descargaron 20 yL de solucién tampodn
fosfato (Na,HPQO,4) 0.05 M, a pH 6.8, el cual se mezcldé con 10 pL de perdxido de hidrogeno al 30 %
que contenia 0,5 mg de salicilato. Luego se adicionaron 10 pLl de pirogalol al 0.04 M, se mesclaron
los reactivos. Por Ultimo, se agregaron 10 uL de saliva de cada muestra por duplicado, excepto en los
pocillos A1 y A2, que constituyeron el blanco, donde se adicioné pirogalol 10 pyL y agua destilada
40 pL.

La placa se agitdé de forma manual por 10 minutos hasta observar la aparicién del color amarillo. Por
ultimo, se midid la absorbancia de las muestras por espectrofotometria a 405 nm en un Lector de mi-
croplacas 2100-C, Optic Ivymen Systems™, (COMECTA®, Espafia).

Al fondo de la imagen, se observan las soluciones de trabajo en frascos de color &mbar Y otros instru-
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mentos utilizados en el montaje, al frente se muestra la microplaca utilizada para el procedimiento

(Figura 1).

Figura 1 Reactivos e instrumentos

utilizados en el montaje de
las muestras.

Técnica de recoleccién de datos: observacion cientifica no estructurada sobre las muestras de saliva
durante y luego de la transformacion enzimatica del sustrato y la medicién posterior de la absorbancia
a 405 nm.

Andlisis estadistico: se realizd mediante el paquete estadistico SPSS versién 21.00 (IBM, EUA). Los
datos de la estadistica descriptiva se resumieron a través de medidas de tendencia central y
dispersion. Para comprobar la normalidad estadistica de los datos se utilizaron las pruebas estadisti-
cas Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Los hallazgos se presentan en tablas y graficos.

En el desarrollo de la investigacion se mantuvo como premisa, respetar los principios éticos basados
en la Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial actualizada en 2013, Yy los resultados
de la misma se emplean solo con fines investigativos. Los sujetos implicados en el estudio dieron su
consentimiento informado para participar de manera voluntaria en la investigacion. Los investigadores
velaron por la calidad de los resultados mediante el cumplimiento de los procedimientos normalizados

para las determinaciones.

RESULTADOS

A la izquierda de la figura se mostro la microplaca con el color amarillo en los pozos, lo que indico la
transformacién del sustrato y la presencia de la enzima LPO salival. A la derecha se observaron, en la
pantalla del equipo, los valores de absorbancia a 405 nm de las muestras de saliva luego del procedi-
miento analitico (Figura 2).

Las 14 muestras analizadas mediante espectrofotometria mostraron la presencia de la enzima LPO, se
destaco la muestra seis con una absorbancia de 0,939 a 405 nm, superior al resto, mientras que

0,406 fue el menor valor espectrofotométrico registrado (Tabla 1).
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Figura 2 Resultados de la transformacion enzimatica

del sustrato a 405 nm.

Tabla 1 Unidades de absorbancia de las muestras a

405 nm, el promedio y la desviacion estandar

Muestra Unidades de
Absorbancia 405 nm
1 0,445
2 0,406
3 0,660
< 0,474
5 0,598
6 0,939
7 0,572
8 0,491
9 0,803
10 0,534
11 0,594
12 0,521
13 0,730
14 0,735
Promedio 0,61
Desviacion estandar 0,15

Los datos obtenidos de la transformacién enzimatica del sustrato a 405 nm presentaron una distribu-

cion normal, con una probabilidad estadistica mayor que el nivel de significacion a 0.05 (Tabla 2).

http://revistaamc.sld.cu/



http://revistaamc.sld.cu/

DISCUSION

La saliva presenta diferentes funciones, tales como defensa frente a las agresiones mecanicas o qui-
micas, asi como actividad antimicrobiana local, por medio de las inmunoglobulinas, las lisozimas y la
LPO. (121314 Este fluido bucal posee una molécula con actividad antimicrobiana derivada del cianuro,
el ion tiocianato, el cual es ingerido en diversas fuentes de alimentos, asi como también por inhalacion
del humo del cigarro. El tiocianato en la saliva es oxidado por la LPO a ion hipotiocianato, molécula
que tiene accién antibacteriana conocida. (1617

Debido a la importancia antimicrobiana de la LPO salival, los autores del estudio desarrollaron el
método pirogalol salicilato con la finalidad de identificar la presencia de la enzima en la saliva, para lo
cual se tomaron como punto de partida métodos cualitativos y cuantitativos existentes para determi-
nar esta hemoproteina en leche bovina. " En el método desarrollado en la investigacién se trabajé
con un volumen final de reacciéon de 50 pL a diferencia del método de guayacol original que emplea un
volumen de un mL lo que contribuye al ahorro de reactivos para realizar las determinaciones.

El hecho que las 14 muestras analizadas evidenciaron la presencia de la enzima LPO se explica por las
caracteristicas de esta, capaz de oxidar compuestos fendlicos y convertirlos en productos coloreados
(color amarillo). El empleo del salicilato en la mezcla de reaccidon garantiza la inhibicion de la enzima
mieloperoxidasa, proteina capaz de competir con la LPO por los sustratos (pirogalol y perdxido de
hidrégeno). (1®

Los resultados coinciden con los reportados por Bachtiar et al., (!> quienes al realizar un estudio cuasi-
experimental en 30 sujetos demostraron la presencia de la enzima en la totalidad de las muestras de
saliva y sugieren que el consumo de leche pasteurizada puede aumentar las concentraciones de LPO
salival. Esos autores emplearon un ensayo inmuno-enzimatico sobre fase solida Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay (ELISA), no obstante, a pesar de ser diferente al aplicado en el estudio (método
colorimétrico), los resultados permiten afirmar que ambos pueden ser utilizados para identificar la
presencia de la LPO en muestras de saliva.

Asimismo, el estudio de Wijaya KM et al., ®® con un disefio experimental de laboratorio, que incluyé
preprueba-posprueba, indica que la enzima LPO se encuentra en concentraciones variables y activa en
saliva humana; lo que concuerda con los del actual estudio en el que la enzima fue identificada en
todas las muestras analizadas.

Es importante sefialar que Wijaya KM et al., ®*® quienes trabajaron con una muestra de 120 sujetos
dividida en tres grupos de 40 individuos, obtuvieron que sus datos siguen una distribucion normal,
corroborado por la prueba estadistica Shapiro—Wilk, lo que coincide con la distribucidon estadistica de
los datos obtenida en el estudio y confirmada por la de Kolmogorov-Smirnov.

La enzima LPO juega un rol importante en la prevencion de la caries dental, conclusién a la que lleva

el estudio de Munther S. Y Seglin este autor en los sujetos sin caries dental los niveles de LPO son
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altos, mientras que en individuos con indice de caries moderado y severo los niveles de la enzima son
mas bajos. Independiente de la concentracidn variable de LPO presente en las muestras, la enzima
también fue detectada en la totalidad de las mismas y los datos siguieron una distribuciéon normal.

Los autores del estudio comparten el criterio que, la distribucidon normal de los datos obtenidos en el
analisis de las muestras estudiadas se debe a que una gran cantidad de variables, en especial las bio-

l6gicas, se rigen por el modelo de Gauss. (??

CONCLUSIONES
El método pirogalol salicilato resulta de utilidad en la identificacion de la enzima LPO salival, lo cual

puede ser favorable en el estudio de infecciones bucales.
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