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RESUMEN

Como se sabe, hoy en dia la saliva es objeto de multiples investigaciones,
con el proposito principal de utilizarla como substituto de sangre u orina en el
diagndstico de enfermedades especificas y en una gran variedad de situaciones
clinicas. E! proposito del presente estudio fue demostrar que a través de un
método analitico como lo es Ia Polarografia, se puede determinar la concentracion
de electrolitos salivales como son Sodio, Potasio, Cloro y Calcio. Debido a que el
estudio es completamente original, no existe reporte alguno al respecto, por lo que
primeramente fue necesario determinar los medios y las condiciones para la
deteccion de los diferentes iones. Se selecciond un solo individuo clinicamente
sano entre los 20 y 30 afios de edad, al que se le colectd saliva total estimulada
por espectoracion en un periodo de 5 minutos y entre 8:30 y 10:00 a.m. Dichas
muestras fueron analizadas polarograficamente, los resultados obtenidos fueron
comparados con los valores reportados en la literatura, analizados por otros
métodos; las concentraciones obtenidas polarograficamente de Calcio y Clorc
tienen gran similitud con las concentraciones publicadas de poblaciones
extranjeras, no asi para Sodio y Potasio debido a la semejanza entre ambos
electrolitos, siendo imposible determinarlos polarograficamente juntos, por ésto,
fue necesario hacer la cuantificacion de Sodio a través de un electrodo selectivo
para dicho ion.

En general, los resuitados obtenidos son satisfactorios tanto en la
cuantificacion electrolitica de algunos iones salivales como en (g sensibilidad del
equipo, logréndose con éxito el primer estudio sobre cuantificacion electrolitica

salival en la poblacién mexicana.




INTRODUCCION

Debido al importante papel que juega la saliva, no sclo por las miltiples
funciones que ésta desempefia en la cavidad bucal, sino también por su
capacidad diagndstica con tan solo una pequefia porcion de la misma, es tema de
diversas investigaciones en diferentes areas basicas y clinicas. En el presente
taso, se propone una nueva metodologia para el andlisis quimico salival,
utilizando un método electroquimico llamado Polarografia; dicho método ha sido
utilizado anteriormente para laidentificacion de ciertos elementos en sangre, orina,
asi como también para identificacion de algunos farmacos en el organismo,

demostrando ser un método eficaz para analisis quimicos en el drea médica.

La utilizacion del metodo polarografico para ef analisis quimico salival,
constituye una contribucion metodologica innovativa que permitira cuantificar
electrolitos en la misma, aportando una nueva téchica que beneficiara al pais,
ahorrando altos costos debido a la utilizacion de equipos mas complejos v

sofisticados (Espectroscopia de absorcion atdmica).

Tomando en consideracion lo anteriormente descrito y, dada la complejidad
de la saliva (en cuanto a su composicion) es necesario realizar la presente
investigacion no sélo para determinar las caracteristicas ion salivales de nuestra
poblacidn, sino tamhién para verificar la sensibilidad del aparato. Para conocer los
alcances y originalidad del presente estudio es necesario conocer las bases tanto
de saliva como de polarografia, las cuales son descritas en los capitulos

siguientes.
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OBJETIVO

El objeto del presente estudio fue determinar, mediante la utilizaciéon del
método Polarografico, la concentracion de diferentes electrolitos salivales tales
como Sodio, Potasio, Cloro y Calcio, asl como también determinar la sensibifidad,

eficacia y margen de error del equipo.

HIPOTESIS

El método Polarografico ofrece atractivas posibilidades de especificidad
para el anlisis de diferentes compuestos, por lo que se considera que al utilizar
dicho método, se obtendra un analisis quimico electrolitico salival mas sencillo,

rapido y con un minimo de error.




CAPITULO 1.



GLANDULAS SALIVALES

La palabra saliva se usa parar describir la combinacion de fluidos presentes en la
cavidad bucal; sin embargo, en el sentido estricto de la palabra, ésta se refiere solo al

fluido acuoso hipoténico secretado por ias glandulas salivales. (1)

Las glandulas salivales, son aquellas cuyas secreciones fluyen directamente en
la cavidad bucal; por a su tamario, las glandulas salivales se dividen en dos grupos
principales: glandulas salivales mayores (parétidas, submandibulares y sublinguales) y
glandulas salivales menores o accesorias (labiales, palatinas, linguales, del piso de la
boca, de la mucosa bucal) [Fig. 1]. En cuanto a su secrecion, las glandulas salivales se

dividen a su vez en serosas, mucosas y mixtas. (1,2)

1. Glandulas serosas (pardtida y de Von Ebner). Este tipo de secrecion contiene ptialina

(una a-amilasa), que es una enzima para digerir los almidones.

2. Glandulas mucosas (glandulas del paladar y de la lengua en su base y borde lateral).

La secrecion mucosa contiene mucina, cuya finalidad es la lubricacion.

3. Glandulas mixtas, en este grupo se encuentran la glandula submandibular (constitulda
principalmente por acinos serosos), la glandula sublingual (constituida principalmente por
acinos mucosos) y finalmente las glandulas salivales menores como las de los labios,
mucosa bucal y apicales de la lengua. (1,3.4)

ANATOMIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES.

- Glandula parétida: Esta glandula de forma piramidal, es la mas grande y se encuentra
situada por debajo del conducto auditivo externo, por debajo de la apodfisis mastoidea y




por detras de la rama ascendente de la mandibula, su conducto excretor (Stenon) se

localiza en fa mucosa bucal a nivel de la papila del segundo molar superior. (3,5)

Glindula Pardtida

Angulo de
1a mandibula

Glandula
submandibular

Fig.1 GLANDULAS SALIVALES

X4

Condurio parotideo

Glandulas salivales menores
Carineula
Glandula sublinguales

Conducto sublingual mayores
Conducto sublingual menores

Conduzto submandibular

TOMADO DE BRADWAY S., 1991 (6).

- Glandula submandibular: De forma de herradura se encuentra localizada sobre el

musculo hipogloso entre los vientres anterior y posterior del digastrico, el borde inferior

del cuerpo de la glandula une esos dos vientres en el triangulo carotideo. La parte

principal de la glandula se encuentra debajo del piso de la boca bajo el musculo

milohioideo, mientras que su conducto excretor (Wharton) desemboca en el piso de la

boca alos lados del frenillo de la lengua. (3,5)

- Glandula sublingual: Se ubica en una depresion de la mandibula, en la fosa sublingual,

por debajo del piso de la boca y en la parte anterior del musculo milohioideo. El principal

conducto excretor de ésta glandula es el de Bartholin, el cual desemboca en el vértice de

la caruncula sublingual.(3,s).




- Glandulas salivales menores: Se encuentran distribuidas en toda la mucosa de la
cavidad bucal (labiales, del piso de la boca, del tercio posterior del paladar duro, del

paladar blando, linguales, glosopalatinas y de la mucosa bucal). (1,2)

HISTOLOGIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES

Todas las glandulas salivales, tanto mayores como menores, se caracterizan por
un sistema acinar y un sistema ductal. La estructura funcional de las glandulas salivales
esta dada por |as unidades secretoras, éstas estan formadas por células secretoras (que
forman la saliva primaria o isotonica), células de los diferentes tipos de conductos (que
modifican la composicion de la saliva primaria), células mioepiteliales y en algunas
ocasiones oncocitos. El estroma por su parte, estd compuesto por un tejido conjuntivo
fibroso laxo, el cual forma los tabiques interlobulillares, interlobulares y la capsula,
abundantes vasos sanguineos y linfaticos, nervios (simpaticos y parasimpaticos) y células

plasmaticas que intervienen en la sintesis de IgA secretoria. [Fig. 2] (1,2,6)

Entre las principales funciones del estroma se encuentran: a) Asegurar la
arquitectura de la glandula salival durante la masticacion. b) Transporte de metabolitos a
través del sistema vascular aferente y eferente. c) Transmision del estimulo mediante

fibras nerviosas autdbnomas.(1)

La saliva primaria se produce en el sistema acinar, que en las glandulas serosas
se constituye de alfa-amilasa y en las glandulas mucosas de sialomucina. Algunas
substancias no especificas como la lisozima v [actoferrina se pueden encontrar en el
conducto acinar de la glandula parétida. En el sistema ductal, ia saliva se modifica de
isoténica a hipotonica debido a la reabsorcion e intercambio de electrolitos, por lo que
presenta menos solutos. Este sistema se encarga a su vez del transporie y secrecion de
saliva y estd compuesto esencialmente por tres tipos de conductos: intercalar, estriado y

excretor. (1,3,6)



Los conductos intercalares son delgados y pequefios, éstos unen los acinos con
los conductos estriados. Por lo general estan formados por células cubicas bajas de
citoplasma escaso y palido que no contiene granulos, el nucleo es de disposicion central y
son dificiles de distinguir. (3,6)

Células serosas Celula en cesto

i Capilares secretorios
.. . % i'\ g 1ol
Porcion terminal o 5%, - {intercelulares)
serosa
Lamina basal
. # Medialuna
B ..,311:",:‘ i',}}'(\
TR .

Prolongaciones  * g Ly & NG
de células /KKKWJ Lamina basal
en cesto Porcion

b@‘{/ﬂ 0/ intercalar Crilnulli?'s mucosas de la poreion tenminal
G

icada

Conducto salival ( f

l

Fig. 2 Esquema representative de una glindula salival submaxilar, donde
se observa: B) Corte transversal de una porcién terminal puramente serosa, C)
Corte transversal de una porcidn mucosa, D) Corte trausversal de un conducto
intercalar. E) Corte transversal de un conducto salival,

TOMADO DE GONZALEZ M,, 1994 (1).

Los conductos estriados estan revestidos por una capa de células epiteliales
clbicas altas. Su citoplasma es relativamente abundante, eosinofilo, que
caracteristicamente posee estriaciones perpendiculares, ésto es debido a la presenciade
mitocondrias dispuestas en forma radial a la membrana basal de la célula. Su nucleo
tiene disposicion central, de tamafio grande y redondo. Estos conductos son importantes
debido a que no solo se encargan de la secrecion del liquido salival en forma rapida y
activa, sino que también pueden concentrar yodo en sus células y secretar otros
componentes de la saliva como elementos traza. (1,3,6)



Los conductos excretores en su porcion proximal estan revestidos por epitelio
cilindrico simple, que gradualmente se transforma en epitelio pseudo-estratificado;
conforme se acerca a la cavidad bucal, su porcion mas externa se reviste de epitelio
escamoso estratificado no queratinizado. En la superficie externa de estos conductos
suelen encontrarse paquetes de fibras coldgenas y elasticas, las cuales permiten el
estrechamiento pasivo de los misinos para acomodar los diferentes volimenes de saliva.
1.3

Por otro lado, se ha observado que también se suelen identificar otras células,
las que se localizan alrededor de las unidades secretoras (células mioepiteliales) y en
algunas porciones de los conductos (oncocitos). Las células mioepiteliales o células en
canasta son ramificaciones y forman una red alrededor de las células secretoras vy
conductos (7), asi como también se encuentran entre la membrana basal y los cuerpos
celulares; las células mioepiteliales presentan un citoplasma escaso y un nucleo
voluminoso, éstas tienen la funcion de contraccion del acino o del conducto, lo cual
facilita la secrecion salival, por lo que suelen contener enzimas como la fosfatasa,
ATPasa, fosforilasa, actina y actomiosina (8). En cuanto a los oncocitos, éstos son células
grandes de citoplasma fuertemente eosinofilo, con un nlcleo central pequefo y picnético
y se observan con mayor frecuencia en las glandulas pardtidas y submandibulares de

individuos de edad avanzada.(1)

FISIOLOGIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES

La saliva como ofras secreciones, es derivada de dos eventos funcionales: la
sintesis, almacenamiento y secrecidn de macromolécuias salivales y el transporte
electrolitico y del fluido desde los capilares salivales (5. Ambos, tanto la sintesis como el
transporte del fluido, son mediados por mecanismos especificos de las células acinares vy
los productos de éstos eventos son combinados en el lumen acinar para producir una
secrecion isoténica llamada saliva primaria. Los electrolitos de la saliva primaria al
atravesar el sistema ductal sufren un intercambio produciende finalmente una secrecion

hipotonica. (1,6). Se sabe que las concentraciones de proteinas, agua y electrolitos




dependen de la hora del dia (ritmo circadiano), asi como también de la duracion y tipo de
estimulo secretor (6). La integracion de éste sistema es principalmente controlado por el
sistema nervioso auténomo, el cual es estimulado por el gusto y mecanismos receptores
en la boca; éste control puede ser modulado por influencias neutras como ansiedad,
miedo, etc. que provienen del sistema nervioso central, asi como también por hormonas y
drogas, las cuales interactan con los receptores de las células del parénquima de las

glandulas salivales. (6)

Sintesis y secrecidon de proteinas.

Una de las principales funciones salivales, es el mantenimiento e integridad de
los dientes contra constantes traumatismos fisicos, quimicos y microbianos; dicho
fenémeno es regulado por polipéptidos y proteinas que han sido identificados en la

secrecion salival [cuadro 1] (s)

Las familias de moléculas salivales pueden ser originadas ya sea como producto
de las células acinares o como producto de las células estromales y ductales. Las
derivadas de las células acinares son:

- Mucinas

- Proteinas ricas en prolina y glucoproteinas

- Péptidos ricos en histidina

- Fosfoproteinas que contienen cisteina

- a-Amilasa

- Estaterina
Todas ellas de origen seroso a excepcidn de las mucinas. Los productos de las células
estromales y ductales son:

- Lactoferrina

- Lisozima

- Calicreina

- Peroxidasa salival
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- IgA secretora. (9)

La sintesis, almacenamiento y secrecion de las proteinas salivales, provienen a
través de los mismos mecanismos de transcripcion y translacion encontrados en otros
tipos de células exacrinas (6,9). Durante dichos mecanismos, las proteinas pueden ser
modificadas postransiacionalmente debido a la adicion de carbohidratos (glucosilacion),

fosfatos (fosforilacion), y/o lipidos (acilacion) (9)

f o4
PRODUCTO’S DE CELULAS ACINARES MUCOSAS.‘Y SEROSAS
FAMILIA FUNCION COMPOSICION QUIMICA
1. Mucinas Complejos heterotopicos Giucoprotelna

Limpieza y adherencia microbiana
Nutriente microbiano
Lubricacion
Digestion y gusto

Formacidn de peliculas intrabucales

2. Protelnas ricas en prolina
y glucoproteina

Limpieza y adherencia microbiana
Modula el equilibrio de calcio y fosfato
Lubricacion
Nutriente microbiano

Formacién de peliculas intrabucales

Fosfoprotelnas y
glucoprotelnas

3. Hislatina y estaterina

Modula el equilibrio de calcio y fosfato
Modula el crecimiento de la flora bucal
Antimicético
Amortiguador del pH salival

Proteinas y fosfoproteinas

4. Cistatinas Modula el equilibrio de calcio y fosfato Proteinas y fosfoproteinas
Modula el crecimiento de la flora bucal
Complejos heterotapicos
Formacion de peliculas intrabucales
5, u-Amilasa Digestion de carbohidratos complejos Protelnas y glucoprotelnas

Complejos heterotopicos
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6. Lisozima Actividad antimicrobiana Protelna
Interaccidn con otras moléculas
Formacion de peliculas intrabucales

7. Lactoferrina Actividad antimicrobiana Glucoproteina
Interaccidn con otras moléculas

Formacion de peliculas intrabucales

8. Calicreina Procesamiento postransiacional de las Glucoproteina
PRPs y cistatinas
9. Peroxidasa salival Catalizador en ia formacion de productos Glucoproteina

téxicos para algunas bacterias

10, IgA secretora Interaccién con otras moléculas Glucoproteina
Formacién de peliculas intrabucales
Limpieza y adherencia microbiana
Actividad antimicrobiana

Fluido y transporte electrolitico.

Inicialmente, el agua y los electrolitos son transportados del fluido intersticial

extraglandular dentro del lumen acinar para producir la saliva primaria. La concentracion

electrolitica de la saliva primaria es modificada en el sistema ductal para producir la
secrecion hipotanica. El fluido salival y los electrolitos son originados en el capilar de
origen del fluido intersticial. El transporte del fluido dentro de la glandula salival puede ser
conceptualizado como tres camaras definidas por dos barreras permeables, El tejido
intersticial alrededor de! acino representa la primera camara la cual contiene transudantes
séricos; el lumen acinar y el sistema ductal comprenden la segunda y tercera camara
respectivamente. Las células acinares actan como una barrera con dos funciones: una
membrana semipermeable que permite el paso de agua pero no de sal y una bomba para
el transporte activo de electrolitos dentro del lumen acinar. Durante la secreciéon de
electrolitos, el bombeo desde el fluido intersticial aumenta la presién osmética en el lumen
acinar atrayendo un flujo pasivo de agua. Esta accion combinada crea una fuerza que
origina que [a saliva primaria vaya en contra de la presion hidrostatica (la segunda
barrera) creada por la saliva lista en el sistema ductal.(6)




Cuando la saliva no estimulada pasa a través del sistema ductal, las
concentraciones sericas son modificadas, el sodio, cloro y bicarbonato disminuyen
mientras que e potasio aumenta. El sodio es absorbido por la membrana luminal de las
células ductales a través de un mecanismo de requerimiento energético en un
intercambio directo o indirecto de potasio. Como el sodio es bombeado dentro del
estroma extraglandular, éste atrae al cloro por la barrera ductal (3). Por otro lado, cuando
hay estimulacion glandular, las concentraciones de sodio y cloro se incrementan cerca de
los niveles séricos, el bicarbonato se incrementa por arriba del valor sérico y el potasio
disminuye considerablemente; en cuanto al flujo salival, éste se incrementa también y los
mecanismos de transporte comienzan a saturarse por lo que el sodio y el cloro son

descargados junto con el flujo salival.(s,10)

Control neural de la secrecién salival.

La inervacion de las glandulas mayores se deriva de las ramas simpatéticas
del sistema nervioso auténomo. En el humano, la estimulacion de la inervacion
parasimpatica produce una secrecion salival acuosa, con un contenido relativamente bajo
de materiales organicos, dicha secrecion va acompafiada de una vasodilatacion
pronunciada en la glandula ya que los nervios parasimpatéticos (desde el séptimo al
noveno par de nervios craneales) son secremotores y vasodilatadores. El suministro
simpatético se realiza en relacién a la secrecion proteinas como la amilasa y un
vasoconstrictor, por lo que en la estimulacion se provoca una vasoconstriccion y la

secrecion salival es rica en constituyentes organicos. (14,12

Los nervios se encargan de inervar !as células acinares, las células conductales,

vasos sanguineos y células mioepiteliales.(11)

La secrecion salival estd controlada por sefiales nerviosas parasimpatéticas de
los nucleos salivadores, éstos nlcleos se ubican aproximadamente en el limite de médula

oblonga y puente, y son activados por estimulos sépidos o tactiles en la lengua u otras



zonas de la boca. La mayor parte de estimulos gustativos, especialmente el sabor acido,
desencadenan una copiosa secrecion salival, frecuentemente hasta de 5 a 8 mL por
minuto. Ciertos estimulos tactiles como la presencia en la boca de objetos lisos provocan
salivacion copiosa, en tanto que objetos asperos, producen menos saliva o incluso
inhiben su secrecién (12). Los impulsos que llegan a los nicleos salivales desde los
centros superiores, pueden aumentar o disminuir ia cantidad de saliva. Asf, el hombre
secreta mas saliva cuando huele o come un plato apetitoso. La zona del apetito que
controla lo anterior se encuentra en el cerebro, cerca de los centros parasimpaticos del
hipotalamo anterior y funciona sobre todo en respuesta a sefales procedentes de las
areas corticales de gusto y olfato, o de la amigdala.(12)




CAPITULO II.



SALIVA

Se denomina saliva al fluido hipotdnico que bana las superficies bucales. De
acuerdo a la glandula salival que la secrete, la saliva se divide en saliva total, saliva
parotidea, saliva submandibular, saliva sublingual, etc. La llamada saliva total, esta
compuesta de la secrecion exocrina producida por las glandulas salivales mayores y

menores, el fluido gingival crevicular, bacterias y células descamadas. (9)

La produccion diaria de saliva es de aproximadamente 1-1.5 litros, sin embargo,
se estima que un valor de 500 a 600 mL. suele ser mucho mas realista (13). La cantidad de
suministro salival depende de la contribucion de cada una de las diferentes glandulas y
del estimulo y condiciones fisiologicas de las mismas, es decir, se estima que la glandula
parétida aporta el 25% del volumen total de la secrecion diaria, la glandula submandibular
el 71% y la glandula sublingual un 3-4 % ; se sabe que la contribucién de las glandulas
salivales menores es dificil de determinar y que ésta suele ser muy pequena, de
aproximadamente un 7-8 % del total de la saliva [cuadro 2] (14,15). Asi mismo, el aporte
salival de cada glandula varia después de la estimulacién, por ejemplo, en estado de
reposo los valores mas altos corresponden a la glandula submandibular, en cambio,
después de la estimulacion, el volumen de la secrecién proporcionado por la glandula

parétida puede exceder el de la submandibular. [cuadro 3] (3)

Por lo que respecta al flujo salival, éste esta sujeto a una serie de cambios
fisioldgicos, entre los cuales se encuentran: ingestion de alimentos, el ritmo circadiano, el

clima, el efecto de la luz, la edad, el sexo, actividad fisica, hidratacién, stress, etc. (1,3).

Aunque la saliva es considerada una solucién neutra y la concentracién de ion hidrégeno
(pH) en ésta varia alrededor de lo neutral, la secrecion salival de las glandulas pardtidas y
submaxilares, tiene un valor ligeramente acido, el cual se vueive alcalino después de la

estimulacion, por la pérdida de moléculas de COy; asl, la saliva humana en estado de



reposo tiene un pH de 5.6 a 6.2 y después de la estimulacién varia alrededor de 5.0 a
7.0, (1,3

|
CONTRIBUCION DE CADA GL:NDULA|CONTRIBUCIsN DE CADA GL NDULA
SALIVAL A LA SECRECION DIARIA DE |SALIVAL A LA SECRECION DE “SALIVA
SALIVA (MUNZEL, 1976) TOTAL" DESPUES DE SU ESTIMULACION
(MUNZEL, 1976)

Volumen total Estimulacién | Submandibu-| Parétida
lar
Glandula parétida 25% Minima 66% 33.3%
Glandula 71% Media 50.0% 50.0%
submandibutar
Glandula sublingual 3-4% Méxima 33.3% 66.6%
Glandulas menores | traza '

COMPOSICION SALIVAL.

La saliva esta constituida principaimente de agua y diferentes substancias de
diferentes pesos moleculares a las que se les divide en componentes organicos e
inorganicos (electrolitos, sustancias no electroliticas [urea, &cido Urico, glucosa,

amoniaco, lipidos, colesterol, acidos faticos], proteinas y enzimas). (1,16)

Los iones en mayor cantidad como el sodio,potasio, cloro y bicarbonato, son los
principales contribuidores de la osmolaridad de la saliva, la cual es aproximadamente la
mitad que la del plasma (11). El bicarbonato también es el principal componente buffer en
la saliva, asi como otros componentes como histatinas y fosfatos (1,6,11). La cantidad de
flior contenido en saliva es mucho menor al contenido en plasma, pero es elevado
significativamente en personas que ingieren agua fluorada o utilizan pastas dentales

fluoradas (11). El calcio y el fosfato en saliva estan presentes libremente; parte del calcio
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es destinado a proteinas y otra parte a complejos solubles con carbonato, fosforo o
lactato. Alrededor del 10% del fosfato se presenta en forma de ésteres, principalmente
fosfoproteinas, aunque también se encuentran indicios de la presencia de pirofosfatos
(P207). (1)

En el caso de los electrolitos, éstos varian de acuerdo a ciertos factores como el
ritmo circadiano, el pH de la saliva y el flujo salival. De ésta forma, tenemos, por ejemplo,
el contenido de fosfatos inorganicos disminuye muy temprano en la mafiana (6 am.) y
alcanza su maximo en la tarde (6 p.m.); en cambio, las concentraciones de los iones
como el sodio, yodo y cloro muestran una relacién totalmente inversa a la mencionada.
Finalmente, la concentracién del ion potasio es independiente por completo y no muestra

éste tipo de variacion cada 12 horas. (1,17)

En cuanto a las proteinas salivales, su concentracion total no solo depende del
tipo de sujeto evaluado sino de los métodos utilizados para colectar saliva. Muchas de las
protelnas salivales son componentes de los granulos de cimodgeno y alcanzan la saliva
por exocitosis. Estas protelnas incluyen a las enzimas digestivas como la alfa-amilasa y a
muchas glucoproteinas, las cuales son causales de la viscosidad de la saliva. Otros
constituyentes como son la albtmina y algunas inmunoglobulinas se difunden de manera
diferente: del suero pasan a la saliva primaria, mediante un proceso de gradientes de

concentracion. (1,9)

A la vez, también se ha ohservado que los aminoacidos que se encuentran en la
saliva, no solo varian de sujeto a sujeto, sino que se presentan en diferentes
concentraciones dependiendo de la saliva que se trate. La secrecion de las glandulas
salivales contiene al menos 40 proteinas diferentes y glucoproteinas, las cuales
desemperfian un papel protector importante dentro de la cavidad bucal, ya que protege las
superficies de los tejidos bucales y ayuda a mantener la integridad de los dientes contra el

constante traumatismo quimico, flsico y microbiano. (1,9)




FUNCIONES SALIVALES.

En conjunto, el resultado de todos los componentes salivales, sirven
principalmente para: a) mantener el balance ecolégico microbiano dentro de la cavidad
oral, b) preparacion del bolo alimenticio para su deglucion y digestion, y ¢) preservar la
integridad de los tejidos orales. ()

Dentro de éstas tres grandes funciones, podemos desglosar las siguientes:

1. Funcién digestiva: La digestion es modulada por dos enzimas encontradas en la
saliva, éstas son: a) alfa-amilasa, secretada principalmente por la glandula parétida (17), la
cual es uno de los componentes mas abundantes en la saliva y cuya funcién consiste en
hidrolizar el almidén, desdoblandolo en pequefios fragmentos; y b) la lipasa, secretada
por las glandulas salivales menores linguales (Von Ebner) de la base de la lengua. Se

piensa que ésta enzima juega un papel importante en la digestion inicial de los lipidos. (6)

En adicion, la saliva participa en la hidratacion y dispersion de particulas
alimenticias durante el proceso de masticacion y deglucién (6); ésta hidratacion esta
provista principaimente por la glandula parétida, ya que el proceso de masticacion,
estimula-dicha glandula para la estimulacion de la produccion de saliva acuosa (17); éste
proceso, como ya se ha mencionado, ayuda a la formacion y lubricacién del bolo
alimenticio facilitando su deglucion y paso a través del eséfago (6. Asi mismo, las
glandulas submandibular, sublingual y menores, producen mucina la cual cubre dicho
bolo alimenticio; sin éstas funciones salivales la masticacion y la deglucion se hacen

practicamente imposibles. (1s)
Cabe mencionar, que ademas la saliva juega un papel gastronomicamente

importante debido a que ayuda a la solubilizacion de muchos componentes alimenticios y

actla como medio para la interaccién con los receptores de las células gustativas. (19)
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2. Proteccion de tejidos bucales: Algunos componentes salivales tienen la propiedad de
adsorberse selectivamente al esmalte dental, a las superficies microbianas y a las células
epiteliales. Dicha adherencia depende de las caracteristicas fisico-quimicas que cada
molécula posee particularmente, asi mismo, éstas moléculas forman complejos
moleculares que interactlan colectivamente formando peliculas protectoras, que ayudan
como lubricantes, que ayudan a la formacion de barreras permeables contra acidos, a la
retencion de humedad y a la modulacién de la adherencia microbiana; un ejemplo de lo
anterior son las mucinas salivales, ya que no solo se encargan de cubrir las superficies
dentales y las mucosas, sino también forman complejos con factores antimicrobianos

tales como la IgAs, lisozima y cistatina incrementando asl su actividad antimicrobiana. (s)

3. Actividad antimicrobiana: La saliva posee una multiplicidad de sistemas de defensa;
el grupo de proteinas salivales formado por lisozimas, lactoferrinas y lactoperoxidasa, asi
como histatinas e IgAs, trahajan en conjunto con otros componentes salivales teniendo un
efecto inmediato contra la bacteria, ya sea interviniendo en su reproduccién o

eliminandola directamente. (19)

La lisozima puede causar lisis en la pared bacteriana especialmente en el S.
mutans por intercambio de aniones (19) es por eso que las uniones de carbohidratos
existentes en la pared celular de la bacterias gram+ sufren cambios osméticos que

causan estallamiento de las mismas. (s)

La peroxidasa salival utiliza los iones de tiocinato de la dieta (SCN-) y el perdxido
de hidrégeno hacteriano para sintetizar una substancia llamada hipotiocinato, la cual

inhibe el crecimiento y metabolismo bacteriano. (s)

La lactoferrina ejerce una actividad bacteriostatica mediante la captacion de iones
hierro, el cual es un nutriente esencial para las bacterias. Las histatinas inhiben Ia
viabilidad de Candida albicans y también pueden inhibir el crecimiento del S. mutans. La

IgAs es el componente primario del sistema inmune de la mucosa oral y se encarga de la




actividad. antimicrobiana mediante uniones especificas con los microorganismos orales

previniendo de ésta forma la adherencia y colonizacion sobre superficies orales. (6,19)

4. Funcién amortiguadora: La saliva provee varios mecanismos amortiguadores, los
cuales contrarrestan la acidez producida por los restos alimenticios que se depositan
sobre las superficies de los dientes cuando éstos se fermentan por accion de las bacteria
que se encuentran en la boca, produciendo por consiguiente acidos que después
conducen a la desmineralizacién de los dientes y luego a la caries dental. Entre éstos
mecanismos amortiguadores (buffer) se encuentran el bicarbonato salival, las histatinas,

amoniaco y urea.

El bicarbonato salival es considerado el primer agente amortiguador de |a saliva, el
cual es producido en las células ductales, aunque se ha demostrado que también se
puede producir en la cavidad bucal mediante la accién de las anhidrasas carbénicas. Una
vez que se encuentra el bicarbonato en la cavidad bucal, éste forma complejos con las
mucinas salivales las cuales se adsorben a las superficies bucales, de ésta manera la
funcion protectora de las mucinas se incrementa notablemente favoreciendo a su vezla
produccién de una barrera amortiguadora que evita la penetracion de substancias &cidas

a las mucosas bucales y al esmalte de los dientes.

Por su parte, las histatinas (péptidos ricos en histidina) por su alto contenido en
histidina (aminodcido basico) pueden neutralizar los acidos producidos durante el

metabolismo bacteriano. (6,19)

5, Proceso de mineralizacién e integridad dental: En adicidén a la ayuda contra la
acidez de la placa bacteriana, la saliva ayuda a la proteccion del diente mediante distintas
formas. Dicha proteccion comienza inmediatamente después de la erupcion del diente
dentro de la cavidad bucal y aunque la corona del diente morfologicamente esta
completamente formada, estructuralmente se encuentra incompleta, es entonces cuando
la interaccion con la saliva provoca una maduracion post-eruptiva via difusion de iones

tales como calcio, fosforo, magnesio y fluoruro, asl como otros componentes sobre Ia




superficie del esmalte. Esta maduracion incrementa la dureza de la superficie dental y
disminuye la permeabilidad, por lo que existe un incremento en la resistencia contra la

caries dental (19).

Bajo condiciones normales de fuerza idnica y pH, los minerales que componen al
esmalte dental (calcio-fosfato, lo que se denomina hidroxiapatita), se disuelven
lentamente en saliva carente de componentes proteinicos, pero, al existir un flujo y
composicién salival normal, asociados a una exposicion minima de acidos bacterianos, no
hay disclucién durante periodos prolongados de tiempo. De hecho, el esmalte
descalcificado por una lesion cariosa temprana se remineraliza si la superficie es limpiada
regularmente y se encuentra en contacto con saliva. Se ha sugerido que los residuos
acidicos, incluyendo los fosfatos de las fosfoproteinas salivales, atraen el calcio salival
favoreciendo la formacién de sales de calcio-fosfato importantes en el proceso de

remineralizacion.(6,19)

6. Defensa: La saliva a su vez contiene substancias que proveen resistencia especifica
en contra de agentes infecciosos presentes en la cavidad bucal, como las
inmunoglobulinas. Aunque el contenido de IgG e IgM en saliva es reducido, el contenido
de IgA en la secrecién parotidea es del 100%, ésta inmunoglobulina es principalmente
secretoria (IgAs), la cual es formada en las células plasmaticas del tejido conjuntivo
intersticial, para después llegar a las células epiteliales donde se une a otra proteina
conocida como componente secretorio. La IgAs es muy importante en la inmunidad local
y su formacion se da por bacterias y virus que alcanzan la mucosa bucal (1). La lisozima
salival, la peroxidasa y la alfa-amilasa son otros componentes salivales que ayudan en la

resistencia contra agentes infecciosos (funcion antimicrobiana).

7. Otras funciones: Asl mismo, la saliva esta relacionada con otras funciones llevadas a

cabo en el organismo, tal es el caso de:

a) Balance de agua: Las glandulas salivales son parte de un sistema de control para el

mantenimiento de un nivel de hidratacién adecuado, es decir, la sed o la necesidad de




ingerir liquidos son generalmente signos de una boca seca, ésta sensacion resulta de ia
disminucion de la secrecion salival en reposo y la activacion de los receptores en la

cavidad bucal que pasan al cerebro. (19)

b) Funcién excretora: La saliva puede servir tedricamente como una ruta de eliminacion

de muchos agentes téxicos, como es el caso del alcohal. (19)
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CAPITULO I1I.



SIALOQUIMICA

La saliva es actualmente un medio de diagndstico efectivo tanto para la
deteccién de enfermedades locales y sistémicas que afectan las glandulas salivales,
como para monitorear la concentracion de substancias ajenas al cuerpo (20), todo ésto es
realizado con la ayuda de la sialoquimica, es decir, la investigacion de la composicién
quimica salival, de ésta forma, el diagnéstico se basa en el analisis de substancias
contenidas en la saliva como: substancias endégenas (algunas de éstas son protefnas
salivales especificas y otros como constituyentes séricos no especificos) y substancias

exdgenas (como drogas y farmacos). (3)

El uso de saliva como método de diagndstico es una atractiva alternativa para
muchos investigadores, debido a que ésta ofrece algunas ventajas sobre el suero, es
decir, la saliva es de facil recoleccidn, puede ser obtenida a bajo costo y en suficiente
cantidad para el analisis; para los pacientes es una técnica no invasiva que reduce
dramaticamente la ansiedad e incomodidad y simplifica el procedimiento de repetir la
extraccion de muestras. Para el profesional, la coleccién de saliva es un método mas
seguro que la sangre, ya que con ésta se puede exponer a un contagio de VIH o hepatitis
con mayor facilidad. (21)

La sialoquimica ha sido aplicada para detectar: (a) enfermedades de las
glandulas salivales sin evidencia de involucramiento sistémico, (b) enfermedades
sistémicas las cuales involucran las glandulas salivales y situaciones clinicas en las
cuales el indice de flujo salival y quimica son Utiles en el diagnéstico o monitoreo del
paciente. (19)



Estas aplicaciones salivales van desde el uso forense hasta el monitoreo de
drogas y diagnostico de enfermedades sistémicas asi como condiciones que afectan las

glandulas salivales. (21)

Otra aplicacion de! analisis salival es en el laboratorio médico en donde se
determinan los niveles de varias hormonas (cortisol, progesterona, estriol, testosterona,
etc.) y el monitoreo farmacos (diasepam, cafeina, teofilina, antibiéticos, anticonvulsivos,

etc.) (22,23

La sialoquimica puede ser valuable para la determinacion del diagnéstico de
tumores de glandulas salivales mayores, como en el caso de (a parotitis recurrente
cronica caracterizada por la filtracion de componentes séricos (albumina) y lactoferrina en

la saliva. (24)

La saliva también es Utii en el diagnéstico de enfermedades metabdlicas vy
pancredticas, tal es el caso de la fibrosis quistica donde hay incremento de la
concentracion de sodio en las glandulas salivales menores; asi como también en la
diabetes mellitus donde ia actividad de la amilasa se incrementa y hay disminucion de

sodio, (3,20)

La identificacion de sujetos con riesgo de desarroliar caries dental severa y
enfermedad periodontal puede percibirse a través de un analisis salival, mediante la
determinacion no solo del pH salival, sino también de! contenido proteico y electroliticc

salival. (1)

Asl mismo, a través de la saliva se pueden determinar algunas funciones del
cuerpo, tal es el caso de la ovulacién, ya que las concentraciones del calclo, potasio y
cloro disminuyen es ésta etapa. (3)



CAPITULO 1V,



ELECTROLITOS

La masa del cuerpo humano esta constituida principalmente de agua, ésta forma
parte esencial de todas las células y liquidos del cuerpo (entre ellos la saliva), ya que
entra en reacciones bioguimicas, actia como un solvente para numerosos iones y
moléculas, proporciona un medio de transporte para procesos intra y extracelulares y

sirve como lubricante. (25)

En el organismo, el agua se distribuye en dos compartimientos principales: el
llamado liquido intracelular, que se encuentra dentro de las células corporales, y el liquido
extracelular, que circuta entre los espacios que hay entre las células, y se divide a su vez

en plasma sanguineo (compartimento vascular) y liquido intersticial. (4,12)

El sistema respiratorio y el renal regulan la composicion del fluido extracelular,
que a su vez influye en gran medida en la composicion del liquido intracelular, el cual
debe mantenerse dentro de sus limites ajustados, con el fin de que los procesos

metabolicos intracelulares alcancen su maxima eficacia. (25)

Ambos liquidos, intra y extracelular difieren principalmente de su composicion
glectrolitica. Un electrdlito se define como un compuesto que en un medio acuoso se
ioniza o disocia en particulas cargadas eléctricamente, aumentando con ello la
conductividad eléctrica de la disolucidn (4,12. Siendo los electrolitos componentes

esenciales de toda materia viva, son clasificados como aniones y cationes:
Anidn: ion con carga negativa Anodo (polo +)

Catioén: ion con carga positiva Catodo (polo-)




Ademés de tener tres funciones generales importantes en el organismo: son
minerales indispensables, regulan la osmosis de agua entre los compartimientos
corporales, y participan en la conservacion del equilibrio dcido-base necesario para las

actividades celulares normales. (14,25)

Los iones extracelulares principales son: Sodio (Na*), Cloro (CI) y bicarbonato
(HCOy); en el compartimento intracelular predominan: Potasio (K'), Magnesio (Mg®), y
Fosfatos inorganicos (HPO,). [cuadro 4]

Hasta el momento, las teorias fisico-quimicas de la difusién no han explicado
adecuadamente la desigual distribucién de la mayoria de los solutos entre los
compartimentos intra y extracelular. Las membranas celulares no son solo barreras
semipermeables: algunas tienen permeabilidad selectiva para ciertas moléculas y, en
muchos casos hay mecanismos de transporte activo que actdan a través de las

membranas de las células ligados intimamente a los procesos metabolicos de éstas. (4,25)

El rifdn es el principal responsable del mantenimiento de la composicion
hidroeléctrica del organismo, manteniendo un equilibrio con relacién a una variada
cantidad de substancias que se excretan en cantidades equivalentes a las ingeridas v,
regulando la concentracién de solutos y por tanto la osmolaridad (osm/L) de liquidos

0rganicos. (26)

Las necesidades de electrélitos en la dieta varia mucho, deben ingerirse en
pequefias cantidades y son retenidos cuando el consumo es escaso, en cambio cuando

el consumo es excesivo, se compensa can su eliminacion principalmente por arina. (25)

El intestino deigado es el lugar donde el agua y los electrdlitos se reahsorben,

realizandose alli mismo su secrecion y ejerce junto con el colon la funcidn reguladora de
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éstos. Los electrolitos se absorben mediante un mecanismo de transporte activo, con
gasto energético (25). En el caso de difusion pasiva los electrolitos pasan debido a una
diferencia del gradiente electroquimico o acompafiando al agua, en respuesta a una

diferencia del gradiente osmotico o hidrostatico. La absorcién y secrecion de agua y

electrdlitos estan mediadas por hormonas y neurotransmisores. (4,25)

PRINCIPALES ELECTROLITOS EN EL ORGANISMO (26)
ELEMENTOS FUNCIONES METABOCLISMC | ENFERMEDAD O | ENFERMEDAD O FUENTES
SINTOMAS POR | SINTOMAS POR
DEFICIENCIA INTOXICACION
CALCIO Constituyente  de | Su absorcidn re- | Nifios: raquitismo | Ocurren con absor- | Productos
huesos,  dientes, | quiere una proteina | Adultos: osteoma- | cién excesiva debida | lacteos, ha-
regulacién de la|fijadora de calcio. | lacia. Puede con-|a hipervitam. D o hi- | bas, vegeta-
funcién nerviosa y | Regulado por vila- | tribuir la osteopo- | percalcemla debida |les de hofas
de la  funcién | mina D, hormona | rosis a hiperparatiroidis- | verdes
muscular paratiroidea, calci- me, ¢ hipercalcemia
tonina, etc. idiopética
FOSFORO Conslituyente  de | Se desconoce el | Niflos: raquitismo | Relacién Ca+/Pi sé- | Aditivo  ali-
huesos,  dientes, | control  de  su|Adultos: Osteoma-|rica baja estimula | menticios con
ATP, intermediarios | absoicién. La con-|lacia hlperiroidismo  se- { fosfatos
metabdlicos fosfo- | centracion  sérica cundario; puede
rilados. Acidos nu-|es regulada por conducir a pérdida
cleicos reabsorcidn renal dsea
SODIO Catidn principal en | Regulado por la|Desconocidos con | Hipertensién (en in- | Sal de mesa;
el liquido exiracelu- | aldosterona dieta nomal;, se-|dividuos suscepti- | sal agregada
lar. Regula el vo- cuandaric a le-| bles) a los alimen-
lumen plasmaético, siones o enferme- tos prepara-
equilibrioc  acidoba- dad dos
sico, funcidn ner-
viosa y mwscular,
Na+, K+ ATPasa
POTASIO Catién principal en | Tamblén regulade | Se presentan se-| Paro cardiaco, ulce-
el liquide intracelu- | por la aldosterona | cundarios a enfer- | ras del intestino
lar, funcién nervio- medad, lesién o
sa Yy muscular, terapéutica  con
Na+, K+ ATPasa diuréticos, debili-
dad muscular, pa-
ralisis,  confusidn
mental. La rela-




cion Na+/K+ alta
predispone a hi-

pertension
CLORO Equilibrio de liqui- Los lactantes que Sal de mesa
dos, electrélitos y toman férmulas li-
jugo gdstrico bres de sal. Se-

cundarios a vémito
terapéutico  con
diuréticos, padeci-

miento renal
MAGNESIO Conslituyente  de Secundarios a ma- | Reflejos tendinosos | Vegetales de
huesos,  dientes; la absorcién o dia- | profundos y respira- | hojas verdes
cofactor enzimético rrea cidn deprimidos (que conten-

gan clorofila)

SECRECION ELECTROLITICA A TRAVES DE LA SALIVA

Como se puede observar, la saliva contiene una cantidad particularmente
elevada de potasio y en ciertas condiciones, también de iones de bicarbonato. Por ofrz
parte las concentraciones de sodio y cloro son considerablemente menores en la saliva

que en el plasma, debido al mecanismo de secrecién salival. [cuadro 5]

La secrecion salival tiene lugar en dos etapas: la primera incluye los acinos y la
segunda en los conductos salivales. Los acinos secretan la llamada secrecion primaria,
que contiene las enzimas salivales en una solucién de iones no muy diferente a la del
plasma. Sin embargo, cuando la secrecién primaria fluye siguiendo los conductos, tienen
lugar dos procesos principales de transporte activo que modifican netamente la
composicion i6nica de la saliva. En primer lugar, los iones de sodio son reabsorbidos
activamente y los iones de potasio son secretados hacia los conductos, en recambio por
el sodio; por lo tanto, la concentracién sédica de la saliva disminuye, como la de cloruros,
mientras que la de potasio aumenta. En segundo lugar se secretan iones de bicarbonato

hacia los conductos (éste proceso es catalizado por la anhidrasa carbénica presente en
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las céluias epiteliales de fos conductos). Durante la secrecion de iones de  bicarbonato,
se absorben en forma pasiva todavia mas iones de cloro, absorbidos pasivamente de los

conductos en recambio por iones de bicarbonato. (4)

COMPONENTES DE LA SALIVA HUMANA 1.6}

ELECTROLITOS Componentes §  Pardtida | Subimandlbufar | Sublingual | Plasma
mEg/Litro N ‘ ; ; |

Potasio 224 17114 4 13.2

Sodio 3813 ST

Ciaro | owoo | s | a2

Bicerborato | 3071 1B 108

Galsio. 1611 241156

Magnesio | 0.12/0.48 0.04/007

Fosfato S BN /1 T §566 ] 41

ORGANICOS | Componentes’| Pardtida | Submandibular’ |
mg/100mL : ‘ Sublingual

Protelnas
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Lipidos
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CAPITULO V.

INTRODUCCION AL METODO
POLAROGRAFICO.



INTRODUCCION AL METODO POLAROGRAFICO

Las voltametrias comprenden un grupo de procedimientos de electroanalisis que
se basan en la relacién de intensidad-potencial sobre un pequefio electrodo facilmente
polarizable en la disolucién que interesa analizar. El desarrollo de las voltametrias se
inicio a partir de 1920, con el descubrimiento de la polarografia por el quimico Jarosiav
Heyrovsky (26,31). En los Ultimos afios se han ideado numerosas modificaciones del
método polarografico original y se considera una de las técnicas mas difundidas no solo
como recurso analitico, sino también como auxiliar en el esclarecimiento de problemas de

estructura y constituciones moleculares. (28,30

Practicamente, en una forma u otra, todos los elementos pueden ser objeto de
analisis polarografico. Se sabe que el comportamiento polarografico de cualquier especie
es Unico en determinadas condiciones experimentales; ésta técnica ofrece posibilidades
de especificidad muy atractivas para el andlisis (alta sensibilidad, facil manipulacion,
suficiente agudeza y precisidn, rapidez, bajo costo, etc.) (26 por lo que, ha llegado a
constituir uno de los métodos instrumentales electroanaliticos de mayor trascendencia,
mostrando extensas posibilidades de aplicacion en la cinética de reacciones, en el terreno
analitico de las aleaciones y minerales, en la ciencia de los coloides, en la electroquimica
de los compuestos organicos y en el campo de los problemas bioldgicos, médicos y

clinicos. (28)

La mayoria de los analisis polarograficos se realizan en solucion acuosa, pero si
es necesario, se sustituye el agua por otro disolvente. La cantidad minima para realizar
un analisis polarografico es con 1 0 2 mL de la muestra a estudiar, aunque se puede
realizar Unicamente con un volumen tan pequefio como una gota. Asl, el método
polarografico resulta especialmente indicado para la determinacién de cantidades que van

de los miligramos a los microgramos. (26)
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Los errores relativos oscilan entre el 2 y 3 % en los trabajos habituales, por lo
que el indice de incertidumbre es comparable con las precisiones que presentan otros

métodos para el andlisis de concentraciones de partes por millon. (26)

POLAROGRAFO.

El dispositivo experimental utilizado esta constituido fundamentalmente por:

a) Un potenciostato que constituye la fuente del potencial.

b) Aparatos de medicion de corriente como milivoltimetros y amperimetros,
conductores y conexiones eléctricas necesarias.

c) Celda polarografica. (26,27)

La celda polarografica consta de un microelectrodo pequefio y faciimente
polarizado, un electrodo de referencia grande no polarizable, un electrodo auxiliar que no
participa en ninguna reaccion quimica y la solucién a analizar (26,27,29). El microelectrodo
en el que se produce la reaccion analitica es una superficie de mercurio de unos pocos
milimetros cuadrados. Aqul el mercurio es impulsado por la gravedad a través de un
capilar muy fino para proporcionar una corriente continua de gotitas idénticas, cada una
de las cuales tiene un diametro maximo de entre 0.5y 1 mm,, teniendo una vida de entre

2y 6 segundos. (29,31)

El electrodo de referencia debe ser grande con relacién al microelectrodo, para
gue su comportamiento permanezca esencialmente constante con el paso de pegueias
corrientes, es decir, debe permanecer no polarizado durante el andlisis. Se emplea
frecuentemente un electrodo de calomel saturado, formado por mercurio, cloruro
mercuroso y una disolucién saturada de cloruro de potasio, que se une al sistema a

estudiar por una membrana de vidrio porosa. (28,29,30)
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El electrodo auxiliar Unicamente cede o acepta electrones pero no participa en
ninguna reaccién quimica; éstos son buenos conductores de la corriente eléctrica
(alambre de platino por ejemplo), por lo que la electrdlisis se lleva a cabo entre el

electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar. (28,30)

.
L

Fig. 3 Circuito de electrilisis

S Fuente de corriente 3 Electrodo goteante

C Microamperimetro de mercurio

V Milivoltimetro 4 Electrodo auxiliar

1 Depaosito de mercurio 5 Solucion a electrolizar
2 Electrodo de referencia 6 Celda de electrolisis

TECNICA POLAROGRAFICA.
Este método se basa en los fendmenos de dxido-reduccion de una
substancia electroactiva en solucidn, que se producen en la vecindad del electrodo. Una

substancia electroactiva es aquella capaz de oxidarse (cuando cede un electrén) o
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reducirse (cuando acepta un electrdn) en la superficie del electrodo, es decir, participan

en una reaccion electroquimica. (33)

El proceso de electrdlisis (reaccion electroquimica), consiste en el paso de una
corriente eléctrica a través de una disolucidén en la cual estan sumergidos dos o tres
electrodos, para realizar el intercambio electrénico en dos de ellos y que se lleve a cabo
dicho proceso. Para que haya paso de corriente es necesario establecer una diferencia
de potencial adecuada entre los dos electrodos, lograndose por medio de un generador

eléctrico o fuente de potencial eléctrico. (33)

La electrdlisis esta constituida principalmente por tres etapas: 1) Transporte de las
substancias reaccionantes desde el seno de la disolucién hasta la superficie del
glectrodo. 2) Transferencia electronica propiamente dicha. 3) Separacion de las

substancias producidas lejos de la superficie del electrodo. (28,30)

El transporte de las substancias reaccionantes puede hacerse de tres formas: a)
Difusion, donde las substancias se mueven debido a la existencia de un gradiente de
concentracidn entre dos puntos de la disolucion, es decir, desde el seno de {a disolucion
hasta la superficie del electrodo. b) Conveccion, que tiene lugar por un gran
desplazamiento de la disolucion debido a un gradiente térmico dentro de ella o por

agitacion. c) Migracion, debido al efecto sobre los iones cargados. (28)

Lo esencial en polarografia es que la reaccion electrédica esta controlada
exclusivamente por la velocidad de difusién de los iones, es decir, la conveccién y la

migracion eléctrica deben de ser nulas, (28)

Para poder estudiar los fendmenos de electrolisis se requiere un montaje que
consiste en:
a) Celda de electrdlisis.
b) Potenciostato que constituye la fuente de potencial.
c) Aparatos de medicién (milivoltimetros y amperimetros).



d) Electrodos (de trabajo, de referencia y auxiliar). (33)

La electrélisis se lleva a cabo entre el electrodo de trabajo y el auxiliar y la

corriente que circula entre ambos constituye la corriente de electrolisis. (33)

La polarografia ademas, esta basada en la medida y en la interpretacién de las
curvas intensidad-potencial (polarogramas) obtenidas cuando se realiza una

microelectrolisis (reduccién u oxidacion) sobre el microelectrodo de mercurio. (26,33)

Un polarograma, es decir, la representacion grafica de los datos de curvas de
corriente-voltaje, nos proporcionan informacién cualitativa y cuantitativa sobre la
composicion de la solucién en la que estan sumergidos los electrodos, ésto en presencia

de un gran exceso de electrélito soporte o de apoyo. (26).

Un electrdlito soporte consiste en la disolucién de un electrélito que se encuentra
presente en una concentracion mayor, cincuenta veces por lo menos, que la de los iones
o substancias en estudio. Su finalidad consiste principalmente en soportar la migracién
iénica por efecto del campo eléctrico entre los electrodos, dejando asi que los iones en
estudio se acerquen a los mismos movidos Unicamente por la difusién, sin intervencion de

la migracion eléctrica. (28)

VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN POLAROGRAFIA,

1. Alta sensibilidad. Este método permite analisis rutinarios de soluciones hasta de niveles
de 100 ppb, bajo optimas condiciones manteniendo una alta pureza de quimicos,
agua y limpieza de la celda polarografica. En caso de presencia de impurezas en las

soluciones, aun siendo concentraciones de 1 ppb, pueden ser determinadas. (32)
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2. Buena selectividad y resolucion. La selectividad del método es determinada por
deposicion de los potenciales de substancias organicas e inorganicas, dependiendo de la
composicion del electrolito soporte. (32)

3. Suficiente agudeza y precision. Este método permite una alta precision de
aproximadamente 0.5% . A concentraciones muy bajas, la precision es un poco mas
pobre entre 5 y 10%, pero en esos casos, especialmente en el analisis de substancias
complejas, los errores de un 20% pueden ser tolerables. La agudeza de la determinacion
puede ser afectada por varios factores, el mas comun de éstos son las impurezas en las

soluciones. (32)

4. Rapidez. El tiempo utilizado al elaborar cada polarograma puede variar entre 5 y 10

minutos, aunque puede ser disminuido utilizando una velocidad mayor. (28,32)
5. Practicamente todos los elementos pueden ser analizados por polarografia. (32)

6. Posibilidad de determinacion de varias substancias simultaneamente. Esto es posible
basandose en las diferencias de potencial de media onda de substancias organicas e

inorganicas, utilizando un electrolito soporte adecuado. (32)

7. Simple preparacion de las substancias para el andlisis. Es similar a la que se utiliza con
otros métodos, a base de técnicas sencillas con la utilizacién de una simple y pequefia

muestra. (32)

8. Facil manipulacion. El aparato es muy simple y la técnica es sencilla, por lo que con un

corto periodo de entrenamiento se puede manéjar correctamente. (28,32)
9. Posibilidad de una extensiva automatizacion. El polarégrafo fue el primer instrumento

automatico para el analisis quimico, el cual representa los resultados en forma analoga.
Este instrumento permite la utilizacion de técnica computarizadas para las mediciones
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polarograficas, de ésta forma, no solo se controla el proceso de medicion sino también los

resultados obtenidos. (32)
10. Costo aceptable.
11. Debido a la facilidad con que se oxida el mercurio, restringe su uso como dnodo.

12. Debe tenerse especial precaucién con el capilar de mercurio, ya que puede obstruirse
con facilidad. (2s)

APLICACIONES DEL METODO POLAROGRAFICO.

La polarografia representa un método instrumental de andlisis de amplias
posibilidades, que con sus caracteristicas propias y en casos particulares, la hacen
superior a los restantes métodos instrumentales con los que se puede entrar en la

competencia. (28,30)

El metodo polarografico se distingue especialmente por su rapidez, sensibilidad y
precisién. La exactitud es de aproximadamente 1% en la escala de concentraciones entre

102y 10™ M y aproximadamente un 5% entre 10 a 10° M. (2g)

1. Aplicaciones en medicina y farmacia:
a) Analisis de sangre:
- Determinacion de acetoina (CH;-COCHQOH-CH,)
- Determinacién de iones cloruro
- Determinacion de cobre
- Determinacion de plomo
- Determinacién de oxigeno
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b) Analisis de orina:
- Determinacion de acetoina
- Determinacion de quinina
- Determinacion de plomo
- Determinacién de andrégenos

- Determinacién de estrona

¢) Materiales bioldgicos:
- Determinacién de arsénico
- Determinacion de hierro
- Determinacién de cobre

- Determinacion de magnesio

d) Productos farmacéuticos:
- Determinacion de formaldehido
- Determinacion de morfina
- Determinacion de quinina
- Determinacion de Vitamina B1, tiamina
- Determinacién de Vitamina B2, lactoflavina o riboftavina
- Determinacion de Vitamina B12
- Determinacion de Vitamina C, o acido ascérbico

- Determinacion de &cido barbiturico.

2. Aplicaciones en Industrias Agricolas y en Edafologla:
a) Analisis de alimentos

b) Analisis de plantas

3. Aplicaciones en la industria quimica;
a) Andlisis de aguas
b) Andlisis de suelos

36



4, Aplicaciones en metalurgia:
a) Materiales ferrosos
b) Aleaciones a base de plomo y estafio
c) Aleaciones a base de cobre
d) Aleaciones de zinc

e) Aluminio y sus aleaciones

5. Aplicaciones en quimica nuclear. (28)
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MATERIAL,

Para la coleccion de las muestras salivales se utilizaron:
- 15 tubos de polipropileno de 15 mL (Corning, NY, E.U.A)
- 1 caja de guantes de latex desechables (Ambiderm, E.U.A))
- 1 caja de cubrebocas
- 1 hielera (Li'l Entertainer, E.U.A.)
- 15 ligas de hule (Aguila, México)

- 1 bolsa de hielo frapé

Para el andlisis quimico de las muestras se utilizaron:

- 1 Polarégrafo modelo 174/70 (EGG Princeton Applied Research, E.U.A))
- 1 Potenciostato o analizador polarografico modelo 174A (EGG Princeton Applied
Research Corporation, E.U.A)

- 1 Graficador modelo Omnigraphic (Houston Instrument, E.U.A))

- 1 Tanque de Nitrogeno para burbujeo

- 1 Electrodo de ion selectivo (Corning, E.U.A.)

- 1 Balanza analitica (Sartorius A 200S, Alemania)

- 3 vasos de precipitado de 50 mL de Pyrex (Corning, México)

- 1 vaso de precipitado de 250 mL de Pyrex (Corning, México)

- 1 pipéta volumétrica de 10 mL (Corning, México)

- 1 pipéta de 1 mL (Corning, México)

Coleccion y manejo de las muestras salivales:
3 mL de saliva total humana estimulada fueron colectados diariamente entre 8:30 y 10:0C

a.m. de un estudiante sano de sexo masculino de 23 afios de edad, de acuerdo al método

descrito por Tenouvo, 1989,
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Las muestras salivales se colectaron en tubos de 15 mL de polipropileno, en los
cuales previamente se registro el tipo de saliva utilizada [Estimulada (E), No estimulad:
(NE)], el peso del tubo vacio y el peso del tubo incluyendo la muestra salival; con la

finalidad de obtener gravimétricamente la cantidad de flujo salival/minuto colectado.

Todas las muestras se mantuvieron en hielo hasta que se realizaron los analisis

polarograficos correspondientes.

Técnica polarografica:

a) Reactivos:
- [CH;Hs]4 NBr (Tetrabutilamonio tetrafluoroborato).
- KNQj, (Nitrato de Sodio).
- Soluciones estandar de:
Ca+ 1000 ppm
K+ 1000 ppm
Na+ 1000 ppm
NaCl 1000 ppm

- Agua desionizada.

b) Montaje experimental:
- Equipo contador de gota
- Deposito (bulbo) de cristal de 125 mL para mercurio
- Capilar de vidrio de 6 pulgadas
- Manguera de plastico que conecta al bulbo y al capilar
- Celda de vidrio de 50 mL
- Electrodos de calomel saturado y platino
- Tubo de purga
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METODOLOGIA

1 Determinacion de las curvas de calibracian de los diferentes
electrolitos a analizar (Na, K, Ca, C)

Coleccion de lamuestra Preparaciin de la muestra

2 |salival (de auerdo a salilual:3 diluciones de 1 mL de
métod propuesto por —— 7 N R
Tenouvo, 1989) desionizada

Trazo de polarogramas, registrando previamente
4 | unacurva con el electrolito soporte (curva residual)
al que posteriormente se le adiciona IniL de saliva
hara obtener un segundo registro

|

Elahoracidn de 3 ]

; polarogranias con cada
dilucidn salival para
obtener 9 polarogramas

6  Obtencidn de resultados




METODOLOGIA.
1, ELABORACION DE CURVAS DE CALIBRACION

La curva de calibracion es un método utilizado en polarografia para la elaboracion
del andlisis cuantitativo, dicho método consiste en el trazo de un polarograma patrén
previo, que incluye una serie de ondas a concentraciones crecientes. Las curvas de
calibracion para cada electrolito a estudiar se realizaron en base a las concentraciones de
los mismos publicados por Gonzélez y col. 1994 (1), Dichas curvas fueron trazadas con
ayuda de un electrolito soporte previamente seleccionado, adicionandole la solucidn
estandar de cada electrolito a concentraciones mas altas para cada onda, ésto es, a la
primera se le adiciond el equivalente a 1x10* M, a la segunda 2x10" M y asi hasta

obtener 5 0 6 ondas.

Las condiciones en las que se obtuvo cada curva de calibracion se muestran en el

siguiente cuadro:

DICIONES
Técnk;a Dif. de Pulsos | Dif. de Pulsos | Dif de Pulsos Pulsos
Potencial -2.12 2.14 +1.39 -2.37
Potencial de barrido 5mViseg 5mViseg 5mViseg 5mV/seg
Tiempo de gota 1seg 1 seg 1 seg 1 seg
Altura de pulso 15V 15V 15V 15V
Escala de corriente 0.5mA 0.5 mA 0.2mA 0.2mA

El electrolito soporte utilizado para Sodio, Potasio y Calcio fue el Tetrabutilamonio
tetrafluoroborato [CH3(CH,)3ls NBF4 0.1 Molar, a diferencia del Cloro, donde se utilizé el
Nitrato de potasio (KNO3) 0.1 Molar. El tiempo de burbujeo de nitrégeno humedo para

cada caso fue de 6 minutos.



Una vez obtenidas las curvas de calibracion, éstas se compararon con las curvas
polarograficas de la muestra a estudiar y se determind la concentracion de ésta de

acuerdo a la altura registrada en cada una de las ondas

2. DILUCION DE LA MUESTRA SALIVAL

La muestra salival debio ser diluida con el fin de trabajar dentro de los pardmetros
establecidos con las curvas de calibracion. Para la realizacion de dicha dilucion, se
utilizaron tres vasos de precipitado en los cuales se colocd 1 mL de saliva y 9 mL de

agua desionizada, hasta aforar a 10 ml..

3. DETERMINACION DE CLORO EN SALIVA

Condiciones:
Técnica: Diferencial de Pulsos.
Potencial: +1.39
Potencial de barrido: 5§ mV/seg
Tiempo de gota: 1 seg
Altura de puiso: 1.5V
Escala de corriente: 0.20 mAmp.
Temperatura; 19° C
pH: 7

Una vez diluida ia muestra salival tres veces como ya se menciond, se realizo el
trazo de tres polarogramas con cada una de ellas con el fin de obtener nueve registros. El
procedimiento a seguir para cada polarograma es el siguiente: se coloco en la celda de

vidric 10 mL del electrolito soporte (KNO;), haciéndolo burbujear con nitrégenc
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himedo durante G min., transcurrido el tiempo, se registrd la onda del mismo (curva
residual) y después se adicioné 1 mL de la dilucion salival, burbujeando 30 seg. mas

antes del registro de ésta.

4. DETERMINACION DE CALCIO EN SALIVA

Condiciones:
Técnica: Pulsos
Potencial: -2.37
Potencial de barrido: § mV/seg
Tiempo de gota: 1 seg
Altura de pulso: 1.5V
Escala de corriente: 0.2 mAmp.
Temperatura: 20° C
pH: 7

El procedimiento fue el mismo que con Cloro, con la Unica diferencia de que se

utilizd [CH3(CH,)3]4 NBF 4 como electrolito soporte.

5. DETERMINACION DE SODIO EN SALIVA

Debido a la semejanza del potencial entre sodio y potasio y a que éstos
registraron una sola curva en el analisis polarografico, fue necesario determinar uno de
ellos por otro método electroquimico, es decir, el sodio fue determinado a través de un
voltimetro y un electrodo selectivo para sodio. Antes del andlisis en saliva, se prepararon
soluciones estandar de sodio a diferentes concentraciones, comenzando con 1x10%

hasta llegar a 7x10™* con éstas soluciones se elabord una tabla de acuerdo a la
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concentracion de la solucion y el valor registrado por el voltimetro; dicho valor se obtuvo
colocando el electrodo en cada una de las diferentes concentraciones dejandolo 3 min. en

cada una, y anotando el valor observado en el voltimetro una vez transcurrido el tiempo.

Para el andlisis salival, se procedio a la dilucion de la muestra (de la misma forma
que para los otros electrolitos) y posteriormente se introdujo el electrodo selectivo para
sodio en cada dilucion durante 3 min. para después registrar el valor obtenido y asl,

comparar los resultados con la tabla de concentraciones previamente realizada.

6. DETERMINACION DE POTASIO EN SALIVA

Condiciones:

Técnica: Diferencial de pulsos
Potencial: -2.14

Potencial de barrido: 5 mV/seg
Tiempo de gota: 1 seg

Altura de pulso: 1.5V

Escala de corriente: 0.50 mAmp.
Temperatura: 19° C

pH: 7

El procedimiento fue el mismo que para Cloro y Calcio; en la determinacion de

. Potasio se utiliz6 el mismo electrolito soporte que para Calcio.

7. ANALISIS ESTADISTICO

El manejo de los resultados se realizoé por medio del método estadistico conocido

como “t de student” con un nivel de significancia de p< 0.05.







RESULTADOS DE LAS CURVAS DE CALIBRACION

CLORO:

Una vez obtenido el polarograma de la curva de calibracion de acuerdo a las
condiciones que se describen en el capitulo de metodologia y conociendo Ia
concentracion que se adiciond en cada curva, se graficé la concentracion vs altura,
ajustando los puntos con una regresion lineal. Los resultados de la curva de calibracion

de cloro se describen en €l siguiente cuadro:

ALTURA CONCENTRACION ALTURA
cm. Mol/L cm.
(REGRESION LINEAL)
2.00 5.00E-04 2,20
3.70 1.00E-03 3.86
6.00 1.50E-03 5.52
7.80 2.00E-03 7.18
9.00 2.50E-03 8.83

Ordenada al origen =0.54 cm.
Pendiente =3317.6 Mol/L cm

Factor de correlacion = 0.9855
L.a tercera columna indica los valores ajustados por la regresion lineal, tomandose
como variable dependiente los valores de altura y variable independiente los valores de

concentracion.

Como se puede obhservar en la Grafica 1 los valores obtenidos en la regresion

lineal, tienen un buen ajuste, lo que indica que cada adicion realizada es proporcional a
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una altura conocida, esto la hace una buena grafica de calibracion trabajando siempre
bajo las mismas condiciones.

CALCIO:

En la determinacion de Calcio, tanto enla curva de calibracion como en el andlisis
polarogréfico salival, se utilizo la técnica de Pulsos, debido a las interferencias recibidas
por las concentraciones mayores de los electrolitos de Sodio y Potasio. El procedimiento
para la realizacion de la curva de calibracion de Calcio fue el mismo que se utilizé para

Cloro y los resultados se resumen a continuacion:

ALTURA CONCENTRACION ALTURA
cm. Mol/L cm.
(REGRESION LINEAL)
0.40 4.00E-05 0.38
0.70 6.00E-05 0.7
1.00 8.00E-05 1.03
1.35 1.00E-04 1.36
1.70 1.20E-04 1.68

Ordenada al origen = 0.27 cm
Pendiente =1625 Mol/L cm
Factor de correlacion = 0.9991

En la Grafica 2 se muestra la curva de calibracion del calcio, en donde se puede

ohservar que se obtuvo una proporcion adecuada de altura y concentracion,
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SODIO:

Para la cuantificacion de Sodio, se realizaron dos curvas de calibracion, una por

polarografia y la otra utilizando un voltimetro y un electrodo selectivo para sodio.

Los resultados de la curva de calibracién por polarografia son los siguientes:

ALTURA CONCENTRACION ALTURA
cm, Mol/L cm.
(REGRESION LINEAL)
1.50 1.00E-04 1.61
3.20 2.00E-04 3.02
4.40 3.00E-04 4.43
5.80 4.00E-04 5.84

Ordenada al origen =0.2 cm
Pendiente =14100 Mol/L cm

Factor de correlacion = 0.9976

La curva de calibracién de Sodio por polarografia se realizd de igual manera que
la de Calcio y Cloro. En la Gréafica 3 se muestra la proporcién obtenida de altura y

concentracion de la curva de calibracidn de sodio bajo Ia técnica polarografica.

Debido a la semejanza de potenciales de Sodic y Potasio fue necesaria la
utitizacion de un método alternativo para la cuantificacion de Sodio, es por ello que se
utilizé un voltimetro en base a estandares de concentraciones conocidas (como se
describe en el capitulo de metodologia), determinando su potencial a traves del
voltimetro. Los resultados obtenidos bajo dicho método se describen en el siguiente

cuadro y se ilustran en la Grafica 4.
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CONCENTRACION VOLTAJE VOLTAJE
Mol/L mV my
(REGRESION LINEAL)
1.00E-04 -245.7 -246.56
2.00E-04 -241.7 -240.77
3.00E-04 -235.7 -234.98
4.00E-04 -228.4 -229.19
5.00E-04 -223.4 -223.4
Ordenada al origen =-252,35 mV
Pendiente = 57900 Mol/L Mv
Factor de correlacion = 0,9959
POTASIO:

La curva de calibracion de Potasio se realizé por polarografia de acuerdo a las

condiciones descritas en la parte de metodologia y de igual forma que las demas. Los

resultados son los siguientes:

ALTURA CONCENTRACION ALTURA
cm, Mol/L cm,
(REGRESION LINEAL)
1.70 1.00E-04 1.83
3.40 2.00E-04 3.44
5.30 3.00E-04 5.05
6.70 4.00E-04 6.65
8.20 5.,00E-04 8.26
9.80 6.00E-04 9.87
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Ordenada al origen =0.22cm
Pendiente =16085.71 Mol/L cm

Factor de correlacion =0.9989

Como se observa en la Grafica 5, los valores obtenidos en la regresion lineal

tienen un buen ajuste a una linea recta, ésto la hace una buena grafica de calibracion.
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RESULTADOS DEL ANALISIS POLAROGRAFICO

La cuantificacién electrolitica se llevo a cabo de la siguiente forma:

Una vez obtenidas las curvas de calibracion, se midid la altura de cada curva a
partir del primer trazo (curva residual), con éstas medidas se elaboraron las tablas vy
graficas de altura vs concentracidén, descritas anteriormente. Posteriormente, cada
polarograma obtenido en el anlisis salival de cada electrolito se midié de igual forma y de
acuerdo a los valores establecidos con anterioridad en las tablas y graficas de calibracion,
se obtuvo la concentracion a partir de la altura registrada. El intervalo de confianza para
cada cuantificacion se determind a traves del analisis estadistico ¢ de student. Los

resultados del andlisis salival son descritos a continuacion.

CLORO:

Recoleccion salival:
Tipo de saliva: Saliva Total Estimulada
Hora de recoleccion: 8:45 a.m.
Tiempo de recoleccion: 5 minutos
Tubo utilizado: 030E
Peso del tubo: 6.38 gr.
Peso del tubo incluyendo la muestra: 12.60 gr,
Peso de la muestra salival: 6.22 gr.
Volumen de la muestra salival: 5.5 mL.

Volumen salival secretado por minuto: 1.1 mL/min.
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Anélisis Polarogréfico:

CORRIDA ALTURA CONCENTRACION | CONCENTRACION

No. cm, DE DILUCION REAL

mol/L mol/L
1 6,00 1,65E-03 1,65E-02
2 650 |  1,80E-03 1,80E-02
3 6,00 1,65E-03 1,65E-02
4 6,00 1,65E-03 1,65E-02
5 7,00 1,95E-03 1,95E-02
6 6,00 1,65E-03 1,65E-02
7 6,00 1,65E-03 1,65E-02
8 6,50 1,80E-03 1,80E-02
9 6,00 1,65E-03 ~ 1,65E-02

Anaélisis de datos:
Promedio X = 1.71E-02
Desviacion estandar S= 1,09E-03
Valor de t: (95%, n-1} = 1,8595
Intervalo de confianza = 1.67E-02 molilL a 1.78E-02 mol/L
16.4 a 17.8 mMol/L

Para la determinacién de Cloro, se realizaron 9 polarogramas, todos bajo las
mismas condiciones y la misma técnica con las que previamente se realizé la curva de

calibracion.

Los 9 polarogramas se elaboraron utilizando una sola muestra salival, por lo que

las variantes observadas en el cuadro anterior son minimas.
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CALCIO:

Recoleccion salival:
Tipo de saliva: Saliva Total Estimulada
Hora de recoleccion: 8:30 a.m.
Tiempo de recoleccién: 5 minutos
Tubo utilizado: 030E
Peso del tubo: 6.38 gr.
Peso del tubo incluyendo la muestra: 12.63 gr.
Peso de la muestra salival: 6.25 gr.

Volumen de la muestra salival: 5.5 mL.

Volumen salival secretado por minuto: 1.1 mL/min.

Anaélisis Polarogéfico:

CORRIDA ALTURA CONCENTRACION | CONCENTRACION
No. cm. DE DILUCION REAL
mol/L mol/L
1 0,7 5,97E-05 0,97E-04
2 0,6 5,35E-05 5,35E-04
3 0,6 5,35E-05 5,35E-04
4 0,37 3,94E-05 3,94E-04
5 0,65 5,66E-05 5,66E-04
6 0,8 6,58E-05 6,58E-04
7 05 4,74E-05 4,74E-04
8 0,5 4,74E-05 4,74E-04
9 05 4,74E-05 4,74E-04

Analisis de datos:
Promedio X = 5.23E-04 Mol/L
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Desviacion estandar S= 7,90E-05

Valordet (95% n-1) = 1,8595

Intervalo de confianza = 4.74E-04 mol/L a 5.72E-04 mol/l.
0.47 a 0.52 mMol/L

De la misma forma que para el Cloro, se realizaron 9 determinaciones con
una misma muestra salival, bajo las mismas condiciones en que se realizo la

curva de calibracion.

Para la determinacion de Calcio, fue necesario cambiar la técnica que se
utilizé para Cloro y Potasio, debido a que al trazar un polarograma se registraba
solo una curva para Sodio, Potasio y Calcio y, con la ayuda de la técnica Pulsos

se logré separar Sodio y Potasio de la curva del Calcio.

SoDIo:

Recoleccién salival:
Tipo de saliva: Saliva Total Estimulada
Hora de recoleccion: 8:30a.m.
Tiempo de recoleccidn: 5 minutos
Tubo utilizado: 025E
Peso del tuho: 3.37 gr.
Peso del tubo incluyendo la muestra: 12.84 gr.
Peso de la muestra salival: 6.47 gr.
Volumen de la muestra salival: 6.5 mL.

Volumen salival secretado por minuto: 1.3 mL/min.
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Analisis Polarografico:

POTENCIAL ALTURA CONCENTRACION | CONCENTRACION
mvV cm. DE DILUCION REAL
mol/L mol/L

-2437 2,40 ~ 160E-04 160E-03
-2439 2,50 1,79E-04 1,79E-03
PROMEDIO 2,45 - 1,70E-04 1,70E-03

Como se muestra en el cuadro, el Sodio fue determinado de acuerdo al voltaje
registrado de dos diluciones tomadas de una misma muestra salival, utilizando un
electrodo selectivo. El resultado es calculado de acuerdo al promedio de las dos lecturas,
con éste promedio se llegd a la concentracion y altura de acuerdo a la tabla y gréfica de

calibracion.

POTASIO:

Recoleccién salival:
Tipo de saliva: Saliva Total Estimulada
Hora de recoleccion: 8:30a.m.
Tiempo de recoleccion; 5 minutos
Tubo utilizado: 025E
Peso del tubo: 6.37 gr.
Peso del tubo incluyendo la muestra; 12.84 gr.
Peso de la muestra salival: 6.47 gr.
Volumen de la muestra salival: 6.5 mL.

Volumen salival secretado por minuto: 1.3 mL/min.
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Resultados de Sodio:
Concentracién: 1.70E-02 Mal/L
1.70 mMol/L

Altura; 2,45cm.

Andlisis Polarografico de Potasio:

CORRIDA | ALTURA | ALTURA | CONCENTRACION | CONCENTRACION
No. TOTAL cm: EXPERIMENTAL REAL
cm: mol/L mol/L
1 10,1 7,65 4,62E-04 4,62E-03
2 9,7 7,25 4,37E-04 4,37E-03
3 9,5 7,05 4,25E-04 4,25E-03
4 9,3 6,85 4,12E-04 4,12E-03
5 9,9 7,45 4,49E-04 4,49E-03
6 9,5 7,05 4,25E-04 4,25E-03
7 9,6 7,15 4,31E-04 4,31E-03
8 - 9.1 6,65 - 400E-04 ~ 4,00E-03

9 9 6,55 C 394E-04 | 394E-03

Anélisis de datos:
Promedio X = 4,26E-03
Desviacion estandar = 2.21E-04
Valor de t (95% n-1) = 1,85695

intervalo de confianza = 4.12E-03 mal/L a 4.40E-03 mol/L

412 a 4.4 mMoallL

El potasio fue determinado indirectamente, ya que primero se determind lz

concentracion de sodio y a través de ésta se obtuvo la altura de la curva segun la gréfica
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de calibracion por polarografia. Al polarograma realizado con sodio y potasic por
polarografia (altura total), se le restd la altura de la concentracidn de sodio, ésta
diferencia correspondio a la altura de potasio. Una vez obtenida fa altura de potasic se
determind su concentracidén de acuerdo a la grafica de calibracion (concentracidn vs

altura).




DISCUSION Y
CONCLUSIONES.,



DISCUSION

Haciendo una revision de los articulos publicados sobre el tema donde se
incluyen lo valores electroliticos salivales obtenidos por otros métodos reportados,
pudimos hacer una comparacion de éstos con los resultados obtenidos por polarografia.

La comparacion se resume en el siguiente cuadro;

ANALISIS
ELECTROLITO | TENOUVO* (35) | GONZALEZY EDGARY POLAROGRA-
COL.* (1) COL.*(36) FICO*
SODIO 13-80 16.2-18.06 6-26 17
POTASIO 13-38 12.43-37-9 14-32 4.12-4.40
CLORO 10-56 20.06-26.4 17-29 16.4-17.8
CALCIO 0.2-4.7 1.58-2.03 1-2 0.47-0.57

* Concentraciones en mMol/L,

Es importante tomar en cuenta que los valores publicados observados en el
cuadro son de poblaciones extranjeras y que las concentraciones electroliticas varian
segln la raza, edad, sexo, caracteristicas genéticas, dieta, grado de nutricion, altitud,
clima, asi como la técnica utilizada en el estudio, ya que generalmente éste se realiza a

través de espectrofotometria de absorcion atémica. (3)

Los resultados obtenidos del andlisis polarografico difieren un poco a los
reportados en la literatura con excepcién del Cloro y un tanto el Calcio, que podian
considerarse dentro del intervalo de error experimental. Esto ratifica la alta sensibilidad
del aparato polarografico para éstos iones, ya que el Cloro es uno de los electrolitos con
mas dificultad para su deteccion y de hecho, su determinacion representa un reto

experimental para cualquier técnica.
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En cuanto al Sodio y al Potasio, que es donde se observa una mayor
discrepancia, ésta se puede atribuir a la dificultad que existi6 para su deteccion y
cuantificacion, ya que al ser dos iones potencialmente muy parecidos por pertenecer a la
misma familia en la tabla periédica, polarograficamente no se detectan por separado y al
utilizar un electrodo especifico para Sodio, se amplia el margen de error, lo que permitiria
explicar el resultado tan bajo que se obtuvo. Por otro lado, debe considerarse Ia
interaccion que existe entre las proteinas y los iones, principaimente con Sodio, Calcio y
Fosfatos; es decir, las protelnas al atraer iones, forman un complejo proteina-idn, por lo
que al hacer la cuantificacion de éstos, puede darnos un resultado enmascarado del valor
real. Asi mismo, el resultado puede verse afectado por un fendmeno igual al de las
protelnas, pero producido por las bacterias. Por lo anterior, se recomienda la utilizacion
de un surfactante de tipo idnico a fin de disminuir dicho efecto y obtener mejores

resultados.

Otro factor importante que no se iha mencionado, es |a cantidad de flujo salival;
ya que la concentracion de los diferentes componentes salivales es proporcional a éste, y
de acuerdo al primer reporte sobre el flujo salival en saliva total de la poblacion mexicana,
realizado por Banderas y cols. (37), el flujo salival y la concentracién de protelnas en ésta
poblacion es ligeramente menor al reportado en paises desarrollados, por lo que se

considera que las concentraciones iénicas posiblemente sean ligeramente menores.

Se debe recalcar a la vez que otras variables como tipo de estimulo y la técnica
empleada para la coleccion salival son factores determinantes en la composicién de la

saliva. (35)

En general, los resultados que se obtuvieron, no solo en cuanto a la
cuantificacion electrolitica sino a la sensibilidad del equipo, son satisfactorios para ciertos
jones salivales, logrando con éxito el primer estudio sobre cuantificacion electrolitica
salival con métodos analiticos como la polarografia en poblacion mexicana, lo cual jamas

ha sido reportado.
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CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los resultados obtenidos y habiendo alcanzado el objetivo
planteado al principio, la técnica polarografica ha demostrado ser una metodologia

alternativa bien desarrollada, con una aita sensibilidad para Cloro y Calcio.

2. La cuantificacién del Sodio y Potasio, no fue tan accesible, debido a las
dificultades que se presentaron entre ellos por contar con potenciales muy similares. A
pesar de ésto y siendo imposible determinar el margen de error debido a que no existen
reportes de valores electroliticos en saliva en la poblacién mexicana, se considera que
éste no es mayor, no solo por la sensibilidad que presenta el equipo sino porque es una
séla metodologla, lo contrario a otras técnicas que han sido utilizadas en Sialoquimica,
las cuales emplean electrodos especificos, haciéndolas mas complicadas y ampliando el

margen de error.

3. Cabe mencionar que la implementacion del uso de la técnica polarografica en
el drea de Sialoguimica es completamente original, ya que no hay publicacién alguna
sobre el particular, por lo que el presente estudio podria dar la pauta a diversas
investigaciones no sblo en el area de Sialoquimica sino también en ofras areas

odontolégicas.
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