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INTRODUCCION

El analisis de los componentes de la sangre ha sido el pilar fundamental en los procedimientos
diagnésticos por el Laboratorio. Sin embargo, otros fluidos biolégicos también se han usado
con frecuencia, en el diagnéstico de laboratorio, como la orina, liquido cefalorraquideo, liqui-
do sinovial, etc.

Es sorprendente, que hace mas de dos mil afios la medicina tradicional china referia que la
saliva y la sangre son “hermanos” en el cuerpo y tienen el mismo origen; destacaban que los
cambios en la saliva son indicativos del bienestar del paciente.

Desde finales del siglo XIX, se conocia la influencia de la saliva sobre la digestién, y a lo largo
del siglo XX, se ha investigado sobre las propiedades y composicién de la saliva pero no es
hasta los dltimos 40 afos, cuando se comienza a indagar sobre el valor de la saliva como ma-
terial de muestra en las determinaciones de laboratorio, y es principalmente a partir de 1999,
cuando se desarrollan grandes iniciativas para la investigacién de biomarcadores en saliva. El
National Institute of Dental & Craniofacial Research (NIDCR) de USA, establece y financia diver-
sos premios, con objeto de fomentar el desarrollo de sistemas de microfluidos y micro/nano-
electromecanica (MEMS/NEMS) para el diagnéstico de biomarcadores en saliva.

Varios de estos proyectos se han focalizado en el desarrollo de tecnologias para medida de
DNA, transcripcion de genes (RNA ), proteinas, electrolitos y pequefias moléculas presentes
en saliva que puedan correlacionarse con el estado de salud y/o bienestar, con alta sensibilidad
y especificidad.

La capacidad para monitorizar, ver cémo y cuando una enfermedad comienza, cémo progresa
y observar el resultado del tratamiento a través de técnicas no invasivas es el fin mas deseable
en la promocién del estado de salud y bienestar. Se precisa:

1. Que existan biomarcadores especificos asociados al estado de salud o enfermedad,

2. Que estos biomarcadores se puedan detectar y monitorizar de forma no invasiva

3. Que existan tecnologias que discriminen estos biomarcadores.
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El segundo requisito lo cumple a la perfeccién la saliva, y en el primer y tercer prerrequisito se
focalizan los trabajos de investigacion en saliva.

DEFINICION DE SALIVA

La saliva es definida seguin el Diccionario de Términos Médicos de la Real Academia Nacio-
nal de Medicina (2011) como: “Liquido segregado por las glandulas salivales, de viscosidad
variable, segln el estado de hidratacion y la fase digestiva; de composicién parecida a la del
plasma, contiene agua, iones, mucina, proteinas plasmaticas, leucocitos y detritos celulares.
Sirve para lubricar los alimentos, facilitando su masticacién y la formacién del bolo alimen-
ticio e inicia la digestién del almidén gracias a su contenido en o-amilasa. Ejerce ademas un
efecto de arrastre y limpieza de los dientes y la mucosa bucal.

FORMACION DE LA SALIVA

La saliva es producida por un grupo de glandulas exocrinas, las glandulas salivales, cada
una de ellas interviene de modo diferente en la produccién cualitativa y cuantitativa de la

saliva.

Las glandulas salivales se clasifican en: glandulas salivales mayores, responsables de la pro-
duccién del 92 - 95 % de la saliva (Figura 1) y glandulas salivales menores, responsables
de la produccién del 5 — 8 % de la saliva (Figura 2). El término mayor y menor se refiere
al tamafio anatémico de las glandulas. Se distinguen tres pares de glandulas salivales ma-
yores:

* Glandulas parétidas, localizadas en la regién parotidea, comunica con la cavidad oral
a través del conducto de Stenon, son responsables del 30 % de la produccién salival,
histol6gicamente es una glandula serosa.

e Glandulas submandibulares, situadas bajo las mandibulas inferiores, producen saliva que
drena a través del conducto de Wharton, contribuye con un 55 — 65 % de la produc-
cién salival, es una glandula mixta.

e Glandulas sublinguales, estan situadas en el suelo de la boca, drenan por mdltiples
conductos excretores, contribuye con un 5 % a la produccién salival, glandula mixta,
contiene principalmente células mucosas.

Ademas, existen unas 700 a 1000 glandulas salivales menores distribuidas por la boca,
faringe, fosas y senos paranasales, laringe y mucosa traqueal, las principales son: glan-
dulas labiales, glandulas bucales, glandulas faringeas, glandulas palatinas, sus secrecio-
nes son mucosas.
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Figura 1. Localizacion anatémica de las tres pares de Figura 2. Localizacion anatémica de las tres pares de
glandulas salivales mayores : Glandulas pardtidas (1) glandulas salivales menores: Glandula labial (1),
Glandulas submadibulares (2), y glandula sublingual (3). glandula Palatina (2) y gldandula faringea (3)
Adaptacion de: De Nieuw Amerongen 2004. Adaptacion de: sepeap.org. Sociedad Espariola de Pedia-

tria Extrahospitalaria y Atencion Primaria .Disponible en:
http://www.sepeap.org/archivos/libros/OTORRINO/7.pdf.

La secrecion salival puede ser serosa, mucosa o mixta en funcion del tipo celular que forme la
glandula salival. Las glandulas serosas estan compuestas sélo por células serosas que secretan
un liquido claro, albuminoso, desprovisto de moco, es lo que se conoce como saliva de dilu-
cién, contiene a-amilasa o ptialina. Las glandulas mucosas estan formadas por células mucosas
y secretan lo que se conoce como saliva de deslizamiento que es viscosa, pegajosa y contiene
mucina. Las glandulas mixtas contienen estructuras tanto serosas como mucosas.

Las glandulas salivales estan constituidas por células de los acinos, células del sistema de con-
ductos o ductales y células mioepiteliales. En las células de acinos, se secreta la primera saliva y
va a determinar el tipo de secrecién producida. Las células de los conductos las diferenciamos
en células de segmentos intercalares, estriados y excretor. Las células del segmento intercalar
no estan implicadas en la modificacion de la composicién de electrolitos, como si lo estan
las células del resto de conductos. Las células mioepiteliales, se encuentran situadas entre la
membrana basal y la porcién basal de las células de los conductos intercalares y acinos. La
contraccién de la célula mioepitelial produce la salida de los granulos secretorios de los acinos
(Figura 3y 4).

A través de las células acinares se produce ultrafiltraciéon del plasma (Figura 5). El agua es el
principal componente inorganico de la saliva (98 %), deriva en gran medida del lecho capilar
local por difusién intracelular, canales para el agua (ej: acuaporina 5) y rutas extracelulares.
El ultrafiltrado se enriquece en iones bicarbonato, producido en las células de las glandulas
salivales, como resultado de la accion de la anhidrasa carbdnica sobre el diéxido de carbono
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originado en los procesos metabdlicos de las células. Excepto con tasas muy bajas de secrecién
salival, la concentracion de iones bicarbonato es superior que la plasmatica. El epitelio ductal
es muy poco permeable al agua, por lo que la absorcion neta de iones sodio y cloro reduce la
osmolaridad de la saliva. Por ello, la saliva es siempre hipoosmética con respecto al plasma. Sin
embargo, la diferencia de osmolaridad se reduce con altas tasas de secrecién, porque se acorta
el tiempo disponible para la reabsorciéon de iones sodio y cloro en los ductos.

Las moléculas neutras pequefas procedentes del suero penetran en las glandulas salivales por
difusion pasiva desde los densos lechos de capilares que rodean y banan las glandulas salivales.
Los electrolitos entran en la saliva via gradiente osmético y son regulados por la velocidad de
secrecion, naturaleza del estimulo y nivel de mineralocorticoides en la circulacion.

Célula
mioepitelial

Conducto
intercalar

Célula Célula Célula del
serosa intercalar mucosa conducto estriado

Figura 3. Esquema del acino, conductos y tipos de Figura 4. Estructura y organizacion de las glandulas
gldandula salival: http://es.scribd.com/ salivales: CM, células mioepiteliales; GS. granulos de secrecion:
Mi, mitocondrias; RE, reticulo endopldsmico; M, mesénquima;
Ci, citomembrana; 1, acini) 2,segmento intercalar; 3,
segmento estriado; 4, conducto excretor. Adaptacion de:
sepeap.org. Disponible en: http://www.sepeap.org/

Los componentes organicos que encontramos en la saliva, derivan en gran medida de la sinte-
sis protéica y son almacenados como granulos en la célula del acino. Como los componentes
séricos que encontramos en la saliva derivan principalmente de la vasculatura local, que se
origina desde las arterias carétidas, la saliva es un fluido en el que encontramos casi las mismas
moléculas que en la circulacion sistémica, este hecho hace que la saliva sea un fluido potencial-
mente valido para el diagnéstico de enfermedades sistémicas.
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Los mecanismos de transporte son diversos (Figura 5):

1. A través del espacio entre las células acinares (sélo moléculas con un peso molecular in-
ferior a 1900 D).

2. Por filtracién a través de los poros de membranas celulares (s6lo moléculas con peso mo-
lecular inferior a 400 D como es el caso de agua y electrolitos).

3. Por un mecanismo selectivo a través de las membranas celulares:
a. Difusion pasiva de moléculas lipofilicas (como sucede con los esteroides).

b. Transporte activo de canales proteicos (como es el caso de péptidos).

4. Por pinocitosis (el caso de algunas enzimas).

Figura 5. Mecanismos de transporte desde
el suero a los ductos de la gldndula salival
Adaptacién de: Segal, A. and Wong, D. T. 2008
a: Transporte activo.

b: Difusién pasiva de compuesto liposoluble.
c: Filtracion simple.

d: Filtracion activa de agua e iones.

e: Bomba Sodio-Potasio.

f: Membrana celular.

g: Poro de la membrana celular.

h: Espacio intracelular.

i: Célula del acino.

Saliva

(Forde et al, adapted from Haeckel and Hanecke, Eur J Clin Chem Clin Biochem 1966)

CONTROL DE LA SECRECION SALIVAL

El flujo salival se encuentra bajo el control del sistema nervioso auténomo, principalmente
por el parasimpatico. La inervacion parasimpatica de la glandula parétida se produce por
el nervio glosofaringeo (par craneal 1X), via ganglién ético. El nervio facial (par craneal VII)
proporciona la inervacién parasimpatica a las glandulas submandibular y sublingual, via gan-
glién submandibular. La inervacién de las glandulas menores es principalmente parasimpati-
ca con transmisién colinérgica; las glandulas salivales menores producen secrecién de forma
espontanea en ausencia de estimulos nerviosos permitiendo la proteccion de la mucosa oral
durante todo el dia. La estimulacién parasimpatica produce secrecién salival abundante,
acuosa y rica en iones bicarbonato, que persiste mientras las glandulas contintdan siendo

97



La saliva como fluido diagnéstico P. M. Sanchez Martinez

estimuladas. El parasimpatico posee ademas un efecto tréfico sobre las glandulas salivales,
que se atrofian si son desnervadas. Por el contrario, la desnervaciéon simpatica no produce
atrofia. La estimulacién simpatica también aumenta la secrecion, pero de manera transitoria
y la saliva producida es viscosa (rica en a—amilasa y mucina) y escasa. En general, en el adulto
se produce de 500 - 1500 mL de saliva por dia, con un flujo de 0.5 mL/min, si se produce
estimulacion, el flujo salival puede pasar a ser de 6 - 7 mL/min

La produccion salival esta también estimulada por factores fisicos, quimicos y/o psiquicos.
Las hormonas y secreciones paracrinas tienen efectos de menor importancia sobre la secre-
cion salival (Tabla 1)

Tabla 1. Efecto de la estimulacion simpatica y parasimpatica sobre la glandula salival

Respuesta Parasimpatico Simpatico
Secrecion salival Copiosa Escasa
Respuesta temporal Sostenida Transitoria
Composicion Pobre en proteinas Rica en proteinas
Alto iones potasio y bicarbonato Bajo iones potasio y bicarbonato

Respuesta a la desnervacion ~ Disminucion de la secrecion y atrofia ~ Disminucion de la secrecién

FUNCION DE LA SALIVA
La saliva tiene multiples funciones (Tabla 2):

e Funcion protectora de las mucosas de la cavidad oral y vias respiratorias superiores,
mediante la limpieza mecanica y la accién defensiva inmunolégica (péptidos anti-
bacterianos, proteinas, lisozima, inmunoglobulinas sobre todo inmunoglobulina A).
Proteccién de los dientes, ya que los componentes organicos e inorganicos son im-
portantes para la formacién y conservacién del cemento celular, actda protegiendo a
los dientes frente al crecimiento bacteriano.

* Funcién digestiva por la insalivaciéon del bolo alimenticio y el inicio de la escision del
almidén (amilasa).

* Posibilita la excreciéon de sustancias propias y extrafas. La excrecion de sustancias de
grupo sanguineo tiene gran importancia médico-legal.

e Funcién vehiculizadora de la sensacion gustativa merced a la humidificacién y lavado
de los botones gustativos.
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Tabla 2. Funciones de los componentes de la saliva

Dientes Remineralizacion Péptidos ricos en prolina, Estaterinas, Cal-

cio, Fosfatos

Inhibicion de la desmineralizacion Mucinas
Lubricacién Mucinas y Péptidos ricos en prolina
Efecto buffer Bicarbonato, Fosfato, Proteinas
Alimento Digestion Lipasa, Amilasa, Proteasa
Gusto Zinc
Bolo Mucinas
Microorganismos Antiviral Mucinas, Cistatinas, Inmunoglobulinas
Antifingica Inmunoglobulinas, Mucinas, Histatinas
Antibacteriana Mucinas, Histatinas, Cistatinas, Lactoferrina,

Aglutininas, Lisozimas, Lactoperoxidasas

Modificada de: (Pink R 2009)

COMPOSICION DE LA SALIVA

La saliva estd compuesta en un 95 — 98 % de agua, ademas de minerales, electrolitos,
hormonas, enzimas, inmunoglobulinas, citoquinas y otros compuestos, dependiendo de la
glandula de la que la obtengamos. Su pH es de 6.0 - 7.0.

La saliva completa es una mezcla de los fluidos orales procedentes de las glandulas sali-
vales y contiene constituyentes de origen no salivar, incluido el fluido crevicular gingival,
trasudado de las mucosas y lugares de inflamacion, células epiteliales e inmunes, restos
de alimentos y numerosos microorganismos. En general cuando hablamos de saliva, nos
referimos a saliva completa.

La cantidad y composicién de la saliva secretada va a depender de factores como: veloci-
dad del flujo salival, ritmo circadiano, tipo y tamafno de la glandula salival, duracién y tipo
de estimulo, dieta, drogas, edad, sexo, estado fisioldgico.

La saliva contiene moléculas que han sido transportadas a las glandulas salivales desde los
vasos sanguineos y moléculas que son producidas por la propia glandula. La mayor parte
de los compuestos que encontramos en saliva, se encuentran en concentraciones muy ba-
jas. No es asi en el caso de fosfatos o de la a-amilasa salival, cuya concentracién en saliva
es superior a la que encontramos en sangre.

En saliva, los esteroides son los analitos mas determinados, gracias a la tecnologia emer-
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gente, un gran nimero de otros compuestos se estan incorporando a las determinaciones
en saliva. La identificacién de proteinas y péptidos son importante en la investigacion de
enfermedades sistémicas.

Al comparar la composicion de las proteinas encontradas en saliva con el bien establecido
proteoma plasmatico, encontramos que el 27 % de las proteinas de la saliva completa, se
encuentran en plasma y cerca del 40 % de las proteinas que se sugieren como marcadores
de cancer, enfermedad cardiovascular, etc. se encuentran en la saliva completa, por lo que
el andlisis del proteoma salival puede ser de gran valor como biomarcador. Tras la identifi-
cacion del proteoma, se estudia el transcriptoma salival (RNA ), es el precursor directo de
proteinas, muy estables en saliva. Se han encontrado microRNAsalival con funcién conoci-
da en el crecimiento celular, diferenciacion, apoptosis, respuesta inmune, etc.

El National Institute of Dental and Craniofacial Research (NIDCR) impulsé el proyecto del
proteoma salival y los datos son accesibles para su consulta. Encontramos informacion,
incluyendo la estratificacion segin la glandula de origen, con descripcién de su estructura
y funcién, en la pagina web (http://www.hspp.ucla.edu).

En este sitio web estan unidos los datos de Saliva Proteome Knowledge Base (SPKB) y de
Salivary Proteome Wiki (SPW), es la primera base de datos que centraliza los datos del pro-
teoma salival.

La Tabla 3 recoge las principales proteinas encontradas en la saliva.

CARACTERISTICAS PREANALITICAS DE LA SALIVA

La saliva como muestra posee una serie de ventajas y limitaciones con respecto a cualquier
otro fluido biolégico.

VENTAJAS:

e Facilidad de obtencién, almacenamiento y transporte de la muestra, bajo coste. En re-
lacién al paciente, es una muestra que se obtiene de forma no invasiva, por lo que se
encuentra libre de estrés, no existen problemas para poder obtener muestras repetidas y
poder monitorizar un analito seriado.

e La mayoria de los analitos son excepcionalmente estables en este tipo de muestra. Para
los profesionales posee la ventaja de ser menos infecto-contagiosa que la sangre, cuando
exponemos a un individuo sano a muestras de infectividad desconocida la mayoria de
las veces.

* La saliva es mas facil de manejar para los procedimientos diagnésticos, no coagula y re-
quiere menor manipulacién.

LIMITACIONES:
e La principal ha sido la tecnolégica, debido a la falta de sensibilidad y especificidad de las
técnicas, en relacion a las concentraciones de los analitos en saliva.
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Tabla 3. Principales proteinas de la saliva humana

Proteina: Porcentaje
Péptidos ricos en Pro-
lina PRP (37 %)

o-Amilasa (20 %)

Mucinas (20 %)

Cistatinas (8 %)

Albimina (6 %)

IgA secretora (3 %)

I9G (2 %)

Staterinas (7 %)

Histatinas

Catelicidinas
(hCAP18)

Origen

Parétida y Submandibular

Parétida (60-120 mg/dL)
Submandibular (=25 mg/dL)

Submandibular Sublingual y
glandulas menores

Parétida, Submandibular y
Sublingual

Parétida, Submandibular y
Sublingual

Parétida y Submandibular
Parétida y Submandibular.
Penetra en saliva via fluido

gingival crevicular

Presente en la saliva Parotida

Presente en todos los tipos de
glandulas

Expresada por neutréfilos y
células epiteliales de la cavidad
oral

Modificada de: Pfaffe T, et al 2011

Funcion

Homeostasis mineral, neutralizacion de substan-
cias toxicas, proteccion de tejidos frente a ata-
ques proteoliticos de microorganismos

Iniciar digestion, funcién antibacteriana en la
boca, involucrada en lubricacién de tejidos

Proteccion de tejidos frente a ataques proteo-
liticos de microorganismos; citoproteccion;
lubricacion; proteccién frente a deshidratacion;
mantenimiento de viscoelasticidad de la saliva

Funcién antibacteriana y antivirica; regula me-
tabolismo proteico; ayuda en la proteccion de
tejidos frente a ataques proteoliticos de microor-
ganismos; ayuda en la mineralizacion

Transporte de proteinas, buffer de pH

Primera linea de respuesta Inmunitaria innata

Respuesta inmune secundaria; asociada a mul-
tiples patégenos, previene al organismo contra
ellos

Inhibe el crecimiento de cristales de hidroxial-
patita; ayuda en la proteccién de tejidos frente

a ataques proteoliticos de microorganismos;
citoproteccion; lubricacién, mantenimiento de la
viscoelasticidad de la saliva

Funcién antimicrobiana y anticandida, Forma-
cion de la pelicula de proteccion, participacion
en la mineralizacion dinamica de los fluidos
orales, inhibicion de la liberacion de histamina
desde los mastocitos, sugiriendo un papel de
regulador de la inflamacién oral

Funcién antimicrobiana, modula la respuesta
inmune por sus propiedades quimiotdcticas para
monocitos, células T, neutrofilos, estimula libera-
cién de histamina desde los mastocitos

* No todos los parametros presentan una buena correlacion sangre/saliva

e Las variaciones en el flujo salival van a influir en las concentraciones del analito en estudio,

sobre todo, si se trata de compuestos de alto peso molecular, polar o iénico, transporta-

do a la saliva de forma activa o secretado por exocitosis.
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Factores que afectan el flujo salival.

— La hipersalivacién se puede deber a alteraciones neurolégicas, incluida la enfermedad de
Parkinson, patologia con reflujo gastro-esofagico, efecto secundario de diversos farma-
cos, sobre todo los que activan el sistema nervioso parasimpatico (pilocarpina), miorela-
jantes, antiepiléticos, antipsicoticos (litio), hiperhidratacién, envenenamiento con meta-
les pesados

— La hiposalivacion se puede deber a patologias como el sindrome de Sjogren’s, farmacos
que interfieren con la accion de Acetilcolina como anticolinérgicos, antihistaminicos,
quimioterapicos, terapia de irradiacion de cabeza y cuello, etc.

Las variaciones en el flujo salival, son importantes cuando la muestra de saliva se obtiene me-
diante estimulo. El estimulo mas utilizado es la accién masticatoria con parafilm o aplicando
0.1 - 0.2 mol/L (aproximadamente una gota) de acido citrico en la lengua.

La muestra de saliva puede recogerse de una glandula especifica, mediante succién o canula-
cién (estos procedimientos son complejos, lentos, invasivos, requieren personal especializado),
o ser una muestra de saliva completa (con o sin estimulo). La saliva completa sin estimulo es la
muestra de preferencia. Se puede obtener dejando gotear o escupiendo la saliva en un tubo de
muestra, pero este método tiene la desventaja de las barreras sociales, sobre todo en muestras
de geriatria, y agravado si el paciente padece xerostomia. Existen comercializados una serie de
dispositivos para la recogida de muestra, donde lo esencial es que no se vea afectada la con-
centracién salival del analito a estudiar. El cristal (material de referencia), esta completamente
libre de absorcién, pero no es un material Gtil para la toma de muestra, por su fragilidad. El
material menos absorbente es el polipropileno ultra-puro, ya que en el propileno reciclado se
produce absorcién variable. El algodén y el polietileno absorben diferentes analitos. Se reco-
mienda que el dispositivo utilizado para la toma de muestra de saliva esté validado respecto a
la adsorcion del analito en estudio.

La toma de muestra de saliva, ha de estar perfectamente protocolizada y estandarizada, para
asegurar que las condiciones de recogida de la muestra, son éptimas para el analito en estudio.
Disponemos de dispositivos comercializados por diversas companias para la toma de mues-
tras de saliva, http://www.salimetrics.com; http://www.orasure.com; http://www.gbo.com;

http://www.sarstedt.com; entre otros.

METODOS ANALITICOS

Métodos inmunolégicos:

Los primeros inmunoensayos que se utilizaron fueron en su mayor parte adaptaciones para la
matriz saliva de RIAs comerciales, pero han sido completamente reemplazados por técnicas
ELISA ultrasensible, y técnicas de electroquimioluminiscencia. Son las mas utilizadas en la de-
terminacién de esteroides, también se utilizan para determinaciones de péptidos y factores de
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crecimiento, aunque se esta trabajando con plataformas bio-micro-electromecénicas para la
determinacién de mdltiples analitos.

Métodos cromatogrdficos:

En un principio se utiliz6 electroforesis bidimensional en gel combinado con espectrometria
de masas para el estudio de péptidos. Se ha reemplazado por una técnica mas sensible, mejo-
rando la especificidad y la sensibilidad, la cromatografia liquida en dos dimensiones acoplada
con espectrometria de masas (MS). Estos métodos cromatogréficos se han aplicado para la
deteccién de nuevos péptidos y proteinas. Con la cromatografia liquida-tandem MS se cuanti-
fican hormonas esteroideas, péptidos y aminas con peso molecular inferior a 5 kD, como es la
Ghrelina y la Melatonina.

Tecnicas de PCR:

Gracias a técnicas de amplificacion y con la colaboracion potenciada por la Universidad de
California Los Angeles (UCLA) entre Collaborative Oral Fluid Diagnostic Research Center y la
School of Engineering de UCLA se han desarrollado plataformas capaces de detectar multiples
proteinas, RNA y biomarcadores en saliva a tiempo real de forma especifica y sensible.

APLICACIONES DE BIOMARCADORES EN SALIVA

Actualmente la determinacion de cortisol en saliva, es la determinacién mas validada. Son mul-
tiples las aplicaciones de la determinacion de hormonas en saliva.

e Estudio del sindrome de Cushing. Desde el afio 2008, se recomienda por parte de la So-
ciedad Europea de Endocrinologia y por la Asociacién Americana de Quimica Clinica, la deter-
minacion de cortisol en saliva a las 23 h, como técnica de cribado en el estudio del sindrome
de Cushing. En el Sindrome de Cushing de cualquier origen se produce una pérdida del ritmo
circadiano en la secrecién adrenal. En los individuos sanos con ciclos convencionales vigilia-
suefio, los niveles de cortisol comienzan a aumentar sobre las 3 — 4 h llegando al maximo entre
las 7 — 9 h para ir disminuyendo a lo largo del dia. La medida del cortisol a las 23 h es un méto-
do muy simple como cribado porque el paciente toma la muestra antes de acostarse, sin estrés,
sin necesidad de hospitalizacién, y nicamente hay que seguir las indicaciones apropiadas de
recogida de muestra.

Para una adecuada interpretacion en los resultados de cortisol en saliva, es crucial conocer las
fuentes de variabilidad que ejercen influencias sistematicas sobre la muestra.

Podemos dividirlas en:

— Variabilidad biolégica por factores no modificables del sujeto en estudio (perfil diurno de
cortisol salival, variacién inter e intraindividuo, variacién estacional, efectos de la edad y
sexo).

— Variabilidad biolégica por factores modificables del sujeto en estudio (estilo de vida, die-
ta, medicacion, fumador, toma de alcohol, actividad fisica).
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— Variabilidad metodoldgica relacionada con la muestra y su proceso de almacenaje (algo-
don frente a poliéster, congelaciéon y/o mantenimiento a diferentes temperaturas).

— Variabilidad metodoldgica relacionada con las técnicas empleadas en el laboratorio para
su determinacién (método de medida, precision del método).

Es imprescindible considerar los posibles sesgos que puedan afectar la evaluacion del test
(tabaco, regaliz, trabajadores nocturnos, enfermos depresivos, ausencia de ritmo diurno).

e Seguimiento de la hiperplasia adrenal congénita por déficit de 21 hidroxilasa. La forma
mas comun de hiperplasia adrenal congénita es por déficit de 21 hidroxilasa y como conse-
cuencia el precursor del cortisol 17-hidroxiprogesterona va a estar presente en concentracio-
nes muy elevadas en sangre y en saliva. Los nifios en general tienen miedo de la venopuncién
y la saliva es una alternativa en el sequimiento de esta patologia. En este caso se recomienda la
recogida de 3 muestras de saliva durante un dia (por la mafiana, al mediodia y por la noche),
para la determinacién de 17-hidroxiprogesterona, con lo que vamos a obtener informacién
de la eficacia del régimen de supresion obtenido con los glucocorticoides utilizados en el tra-
tamiento. Debido a la secreciéon adrenal aumentada de andrégenos, también se investiga en
la saliva la androstenodiona como marcador directo, aunque la monitorizacion con este para-
metro esta menos extendida. Ademas de las 3 muestras se pueden recoger muestras con mas
frecuencia para evaluar la cinética de los glucocorticoides orales administrados permitiendo
el ajuste de forma individualizada para optimizar la supresion de 17-hidroxiprogesterona. El
mayor problema es el cumplimiento adecuado de las tomas de muestras, es indispensable que
se recojan siempre poco antes de tomar la pildora de substitucién, asi como un adecuado mar-
cado de las distintas muestras, ya que en caso contrario la estimacién de la calidad terapéutica
serd mala

e Investigacion de la fertilidad. Debido a la pulsatilidad en la secrecién tanto de estradiol
como de progesterona o testosterona, se recomienda trabajar con una alicuota de 3 - 5 mues-
tras recogidas en intervalos de 30 minutos a primera hora de la mafiana, con objeto de mini-
mizar las fluctuaciones de su secrecion.

El estradiol es secretado por ovario, testiculos, placenta, glandula adrenal o producido por con-
version extraglandular de los precursores androgénicos secretados; hay que tener en cuenta
que tanto en nifias prepldberes como en hombres o mujeres postmenopadsicas las concentra-
ciones de estradiol no son ciclicas. La determinacién de estradiol esta especialmente indicada
en estudios de pubertad precoz en nifias, ginecomastia en varones en los que los valores de
estradiol en sangre no estdan muy elevados y en la fecundacion in vitro, donde nos va a dar
informacion sobre el crecimiento folicular, pudiendo monitorizar la ovulacién de forma similar
a las muestras de sangre. En estos programas se recomienda la muestra de saliva por la posibi-
lidad de recogida en casa el dia adecuado y seguimiento del ciclo ovulatorio.

Progesterona: producida principalmente como precursor de otros esteroides en la corteza de
las glandulas suprarrenales en ambos sexos, siendo en la mujer la mayoria de la progesterona
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producida por el cuerpo lGteo en los ovarios o por la placenta durante el embarazo. La muestra
en saliva puede al igual que en suero ser medida para la determinacién de la suficiencia del
cuerpo lateo, el estudio de trastornos del ciclo menstrual en mujeres en edad fértil y en la mo-
nitorizacién de tratamientos de reproduccion asistida. La progesterona es una de las moléculas
que mas se absorben al material plastico de los dispositivos de toma de muestra.

Testosterona: La forma libre de la testosterona es la biol6gicamente activa. En saliva medimos
la hormona libre. La globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) va a ligar el 60 % de la
testosterona, la albdmina el 38 % y sélo el 1 — 2 % circula en forma libre, ademas la afinidad
de la SHBG por la testosterona es 5 veces mayor que por el estradiol. Cualquier cambio de
aumento o disminucién de la SHBG va a repercutir en cambios en las concentraciones de
hormonas libres testosterona y estradiol. Cuando su concentracién aumenta va a aumentar el
cociente estradiol libre/testosterona libre lo que favorece que aparezca en el hombre el sindro-
me de estrogenizacién. Multiples condiciones actian modificando la concentracién de SHBG,
aumenta en el hipertiroidismo, terapias estrogénicas, edad, cirrosis hepatica y disminuye en el
hipotiroidismo, aplicaciones de glucocorticoides, obesidad, sindrome nefrético, etc.

Para la determinacion de testosterona las condiciones de conservacién de la muestra, tienen
que ser mas estrictas (a 4 °C aumenta si se mantiene mas de una semana, sugiriendo creci-
miento bacteriano, a -20 °C disminuye si se mantiene mas de 6 meses, a -80 °C no se altera). Se
deben analizar en 48 h las muestras guardadas a 4 °C tras la toma de muestra. El crecimiento
bacteriano puede interferir en los resultados de testosterona pero no en cortisol, 17-hidroxi-
progesterona o progesterona en 5 dias a 4 °C.

e Andrégenos adrenales. La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato son los andrégenos
adrenales mas importantes. DHEA al ser la hormona libre y biolégicamente activa puede ser
medida en saliva. Debido a la alta concentracién que existe en sangre del sulfato de DHEA, su
medida puede ser Gtil y es investigada para comprobar si existe contaminacién en la muestra
de saliva por sangre. DHEA se determina en patologias de insuficiencia adrenal, tumores de
glandula adrenal, sindrome adrenogenital, diagnéstico diferencial del hirsutismo.

e Medicina deportiva. Debido a la posibilidad de toma de muestras durante la realizacién
del deporte. Se ha usado el balance catabolismo/anabolismo con la determinacién de cortisol/
testosterona en hombres y determinando el cociente cortisol/DHEA en mujeres, en la investi-
gacion de sobre entrenamiento. También en los programas antidoping (la saliva es mas facil
de recoger en presencia de testigos que las muestras de orina). Los andrégenos sintéticos o
naturales estan prohibidos como sustancias estimulantes. Los atletas lo toman para mejorar la
masa muscular y reducir el dolor durante el ejercicio fisico extremo. Se sospecha de dopaje por
el aumento del cociente testosterona/epitestosterona, en general es 1. También si aparecen
andrégenos sintéticos como tetrahidrogestrinona.

Péptidos exdgenos que se utilizan en el dopaje incluyen la hormona del crecimiento y la eritro-
poyetina, aunque estos 2 péptidos no son secretados por la glandula salival. Mediante técnicas
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recombinantes o de biologia molecular se han producido estos péptidos etiquetados y se ha
visto que en muy pequefa cantidad pueden aparecer en la saliva, por eso valores muy superio-
res a los de referencia o presencia de péptidos marcados son indicativos de dopaje.

e Investigacion del estrés y del comportamiento. En el campo de la psicologia (depresién), se
investiga el cortisol con resultados contradictorios. En el estudio de estrés agudo, al ser las ca-
tecolaminas dificiles de investigar por su rapida degradacién, se determina la cromogranina A.

e Investigacion de cronobiologia. Con la determinacién de melatonina que es una amina
producida por la glandula pineal durante la oscuridad, forma parte del regulador del ciclo
circadiano, en el ritmo biolégico normal los valores mayores se producen durante la oscuridad
cayendo durante el dia, aparece en saliva de forma similar a esteroides. El tiempo de adapta-
cién de los ritmos circadianos en un vuelo desde Europa a Nueva York es de 6 dias.

¢ Aplicaciones en veterinaria. En el estudio de la fertilidad, sobre todo en animales en peligro
de extincién, en la investigacion de los ciclos ovulatorios en mamiferos. La toma de muestra
s6lo es posible en animales custodiados o acostumbrados como son los que habitan en par-
ques o zooldgicos.

Otros compuestos identificados en saliva:

— Investigacion para deteccion de drogas y toxicos. En controles de tréfico, utilizan estos pro-
cedimientos, porque se pueden realizar in situ. El principal problema es que disponemos de
escasa informacién en relacion a la vida media, en saliva, en que son detectables estas drogas.
Los toxicos se pueden excretar como compuestos liposolubles no disociados, con lo que se
vuelven a deglutir comenzando de nuevo su absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion.

— Indicador de exposicion a metales pesados como el cadmio, plomo, cromo, mediante téc-
nicas de absorciéon atémica en horno de grafito. Los contaminantes ambientales se investigan
por la relacién entre plasma y saliva.

Las proteinas y péptidos en saliva:

Pueden ser Utiles en la investigacion de enfermedades sistémicas, algunas con manifestaciones
en la cavidad oral.

* Sindrome de Sjogren (5S), en saliva los tres biomarcadores (B,,microglobulina, Catepsina D
y a-enolasa) y RNAm (antigeno de diferenciacion nuclear de células mieloide, receptor Illb de
baja afinidad para el fragmento fijador de complemento de IgG y la proteina 2 de unién de
guanilato) son los que mejor discriminan pacientes con SS, de individuos sanos o con lupus
eritematoso sistémico.

e Carcinoma oral de células escamosas, el factor de necrosis tumoral-a, Interleuquina 1, anti-
geno polipéptidico tisular, antigeno de cancer 125, estdn mas elevados en saliva que en suero
de los pacientes con céancer oral.

e Cancer de mama, el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano en saliva se
correlaciona con mal pronéstico.
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La concentracion elevada de esta proteina se asocia con una forma especialmente agresiva de
la enfermedad y con una mala o pobre respuesta a la quimioterapia tradicional. Por ello, este
tipo de cancer requiere de un tratamiento especifico y diferente al resto.

e Enfermedades cardiovasculares. Se ha documentado la presencia de Troponina | cardiaca en
saliva. La PCR esta elevada en saliva en enfermedad cardiovascular, aunque también se encuen-
tra elevada en caso de existir enfermedad periodontal, como reactante de fase aguda.

e Infecciones sistémicas. En saliva podemos identificar patégenos, acidos nucléicos o anticuer-
pos frente a ellos. La determinacién de anticuerpos frente a VIH en saliva posee una sensibili-
dad y especificidad similar al test en sangre. También pueden determinarse anticuerpos frente
a virus de hepatitis con una sensibilidad aceptable.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

En el diagndéstico utilizando la saliva, la baja concentracién de sus componentes ya no es un
problema y, por lo tanto, la saliva no s6lo 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.
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