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RESUMEN

La funcién del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) es mantener la integridad de los tejidos, su receptor se
localiza en superficies celulares y se expresa principalmente en epitelios. Nuestro objetivo fue determinar la
asociaciéon entre el tabaquismo crénico, el pH, las proteinas totales (PT) y el EGF en saliva de fumadores, Se
seleccionaron pacientes masculinos, entre 20 y 60 anos, de la clinica de Registro del Postgrado de Odontolo-
gia de la Universidad. Se tomaron muestras de saliva total estimulada (STHe) y no estimulada (STH) a un
grupo de fumadores y no fumadores. Se midi6 el pH, se cuantificaron las PT por el método de Bradford y para
el EGF la técnica de ELISA (ELISA Kit KHGO061 biosource). Los resultados fueron: el pH se encontré ligera-
mente alcalino en STHe en ambos grupos, la cantidad de PT fue de 1,11 = 0,71 en no fumadores y 0,87 + 0,31
mg/mL en STH de fumadores. En STHe también existié un decremento en la cantidad de PT de 0,94 + 0,47
0,66 = 0,21 mg/mL. El EGF fue en STH de no fumadores 14,8 + 5,62 comparado con los fumadores con un
promedio de 11,4 = 5,45. En STHe, el promedio del mismo factor fue en los no fumadores de 7,8 = 5,60 y
en los fumadores a 9,1 * 6,53 ng/mL. Con una con una confiabilidad del 90%.
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SUMMARY

The role of Epidermal Growth Factor (EGF) is to maintain tissue’s integrity. It's receptor is located on cell surfaces
and mainly expressed in epithelia. The aim of this study was to determine the association between chronicle
tabaquism, pH, total proteins (TP) and EGF in smoker’s saliva. There were selected male volunteers between 20
and 60 years old from the Registration Clinic of the Postgrade Division of UNAM’s Dentistry School. There were
taken stimulated (sWHS) and not stimulated whole saliva (WHS) samples from groups of smoker’s and non
smokers. Total proteins (Bradford method), pH and EGF (ELISA Kit KHG0061 biosource) were measured. Results:
Slightly alkaline pH in sWHS in both groups. TP were 1.11 = 0.71 for non smokers WHS and 0.87 = 0.31 mg/
mL for smokers WHS. In non smokers WHS EGF were 14.8 = 5.62 compared to smokers WHS which showed 11.4
+ 5.45. For sWHS the values were 7.8 = 5.60 in non smokers group and 9.10 *= 6.53 ng/mL in smokers group.
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) senala
que existen casi 1,100 millones de fumadores en el
mundo. Se estima que para el afio 2020 habra mas
de 8,4 millones de muertes anuales por enfermeda-
des atribuibles al consumo del tabaco (1). En Méxi-
co, el tabaquismo es la principal causa de muerte
prevenible y estéa relacionado con 45 mil fallecimien-
tos cada ano (2, 3). El 28% de la poblacién entre 12
y 65 anos de edad del area urbana son fumadores
activos, lo que representa mas de 13 millones de
personas fumadoras. Ademas, 53% de la poblacién
son fumadores pasivos. El humo del cigarrillo esta
clasificado como carcinégeno clase A por la OMS y
se encuentra asociado a enfermedades como: céan-
cer, enfisema pulmonar y cardiopatia coronaria en
adultos. Cuando se combina el consumo de tabaco
con alcohol, el riesgo de padecer cancer bucal au-
menta 15 veces més que en personas que no lo
consumen (4, 5). Asi mismo, el tabaquismo esté re-
lacionado con el desarrollo de otras lesiones de la
cavidad bucal como la melanosis del fumador, que-
ratosis del fumador y estomatitis nicotinica (4, 6). El
pH normal de la saliva varia entre 6 y 7 y esta direc-
tamente relacionado con los niveles de CO, en san-
gre y saliva (7). La concentracién de proteinas tota-
les y el flujo salival estan sujetos a cambios
influenciados por los ritmos circadianos, factores hor-
monales y psicoldgicos (8) por el cepillado dental (9)
yel ejercicio habitual, ya que el flujo salival disminu-
ye durante la ejercitacién aerébica (10). La concen-
tracién total de proteinas es mayor cuando existen
infecciones bucales (11, 12). La secrecién salival esta
regulada por un control nervioso, en el nacleo sali-
val superior en el puente encefélico y es estimulada
por impresiones olfatorias, gustativas y mecanicas
(7, 12). Factores como el dolor, ciertos medicamen-
tos, enfermedades locales y sistémicas, trastornos
psiquiatricos asi como la época del ano pueden
alterar la secrecién (12, 13, 14), Los cambios y/o
deficiencias nutricionales también alteran el flujo y
composicion salival. Los ritmos circadianos afectan
no sélo la cantidad del flujo sino también la concen-
tracién de componentes como proteinas y electroli-
tos (13, 15).

El Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), consiste
en una cadena polipeptidica de 53 residuos aminoéa-
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cidos que contiene 3 puentes disulfuro intermole-
culares (16). Su funcién es inducir una serie de res-
puestas biol6gicas que son mediadas por su unién
especifica a un receptor tirosina-cinasa de EGF, lo-
calizado en la superficie celular (15, 17). El EGF
promueve la proliferacién celular, regula la diferen-
ciacién, modula la organogénesis, promueve la an-
giogénesis y acelera la cicatrizacién de las heridas;
actia como un inhibidor de la secrecién de &cido
gastrico, estimula la proliferaciéon de células em-
brionarias e incrementa la liberacién de calcio del
hueso. También promueve la reabsorcién 6sea y es
un potente agente quimiotactico para fibroblastos y
células epiteliales (15, 17). El EGF se sintetiza ini-
cialmente como una proteina precursora de 160-
170 kDa. La forma madura y soluble de EGF es
una proteina de 6,4 kDa que es detectable en mu-
chos tejidos y practicamente todos los fluidos hu-
manos, por ejemplo: orina (80 ng/mL), jugos gas-
tricos (0,3 ng/mL), fluidos seminales (25 ng/mL),
sudor axilar (1 ng/mL), liquido amniético de tercer
trimestre de embarazo (3 ng/mL) y leche materna
(50 ng/mL) (13, 15).

La sintesis del EGF en saliva se realiza en las célu-
las de los conductos excretores de las glandulas
salivales mayores, principalmente en la parétida (18,
19). En la saliva se encuentran dos formas de EGF,
o y 3 que forman un dimero potencial, pero predo-
mina la forma biol6gicamente activa 3 de bajo peso
molecular (6,4 kDa). La forma de alto peso mole-
cular, consiste en una porcién del precursor de la
molécula y lleva dentro de su estructura la forma
activa de bajo peso molecular (20). Los niveles de
EGF en saliva son mas elevados por la mananay en
ayunas y en las comidas disminuye drasticamente
su concentracion entre un 54 a un 70%. Algunos
estudios manejan que los niveles de EGF aumen-
tan con la edad segun el desarrollo de las glandulas
hasta alcanzar la madurez (21). Otros son contra-
dictorios cuando intentan establecer la concentra-
cion de EGF en saliva y su relacién con el tabaquis-
mo. En la saliva, el EGF estimula el incremento en
el grosor de la mucosa y funciona como un péptido
de vigilancia ubicando y promoviendo la reparacién
de las zonas de mucosa danada (22). El EGF dispa-
ra una cascada de senalizacién intracelular a través
de su unién al receptor de EGF, conocido como
ErbB1 (15, 17).
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El objetivo de este trabajo fue analizar la relacién
entre el habito del tabaquismo crénico, los niveles
de proteinas totales y la concentracién del EGF.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 19 pacientes hombres entre 20 y
60 anos, que acudieron la clinica de Registro y Diag-
néstico de la Divisién de Estudios de Postrado e In-
vestigacion de la Facultad de Odontologia de la
UNAM en la Ciudad de México que no presentaron
lesiones clinicamente visibles en la mucosa bucal y
no se encontraban bajo tratamiento médico, se rea-
liz6 encuesta de historia de tabaquismo y exploracion
clinica bucal previo consentimiento informado, se
tom6 muestra de saliva entre las 8:30 y las 11:30 de
la manana, explicandoles que debian abstenerse de
comer, fumar y lavarse los dientes dos horas antes.

Recoleccion de saliva

Las muestras de saliva se colectaron en un tubo de
propileno desechable estéril, con tapa roscable de
15 mL, marca Costar. Un tubo por sujeto para STH
y otro para STHe.

Saliva total no estimulada (STH)

Se indic6 al paciente que se enjuagara la boca Uni-
camente con agua, indicdndole que colectara la sa-
liva dentro de la boca, con los labios cerrados duran-
te un minuto y la vertiera en el tubo colector. Se
repitié la operaciéon dos veces con un minuto de
descanso. Se colect6 saliva por tres minutos.

Saliva total estimulada (STHe)

Se le indicé al mismo paciente que se enjuagara la
boca nuevamente. Se le dio una porcién de 10 mm
de tubo de pléstico suave como estimulo masticato-
rio, indicandole realizar 20 movimientos de mastica-
cién por minuto. Al cabo de cada minuto, colocé la
saliva secretada en el tubo colector y repitié la ope-
racién con un 1 min. de descanso repitiendo la ope-
racion 2 veces mas.

Los tubos con la saliva se etiquetaron y congelaron
a —70° C para su almacenamiento durante la fase
de recoleccion, para el andlisis de las muestras se
colocaron a 5° C durante 24 horas y posteriormen-
te se descongelaron a temperatura ambiente por 2
horas (23).

Determinacion de pH

Se us6 un potenciémetro Conductronic modelo 120,
con pantalla digital a una resoluciéon de 0,001 pH y
1 mV en rangos de 0,00 a 14,00 unidades de pH y
de 0 a = 1.999 mV, cada lectura se realiz6 por tripli-
cado y se promediaron los tres datos para obtener el
valor final.

Cuantificacion de proteinas totales

Se llevé a cabo con la técnica de Bradford con un
espectrofotometro Gene Quant Pro usando una cur-
va estandar de BSA. Cada ensayo se hizo por tripli-
cado y se promediaron las tres lecturas obtenidas en
cada caso para obtener el valor final.

Cuantificacion de EGF

La cuantificacién de EGF se hizo con la técnica de
ELISA empleando un kit comercial para la cuantifi-
cacion de EGF humano (ELISA Kit KHG0061
biosource). Se midié la absorbancia a 450 nm.

Analisis estadistico

Se obtuvo el promedio y desviacion estandar de las
mediciones por triplicado en cada categoria de cada
grupo. El anélisis de los datos se hizo con U de Mann
Whitney.

RESULTADOS
El grupo consistié en 19 pacientes; 10 no fumadores
y 9 fumadores. Se obtuvieron dos resultados para

cada paciente en cada medicién, uno para STH y
otro para STHe del pH, PT y EGF.
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En el grupo de no fumadores encontramos que el
pH fue mas alcalino en STH que en STHe en 8 casos
y acido en 2 (en STH de 7,07 a 7,86 y en STHe de
7,24 a 8,43). La cantidad de PT fue menor en la
mayoria de los casos en STHe que en STH excepto
en 3 (en STH de 0,21 a 2,19 mg/mL y en STHe de
0,48 a 1,72 mg/mL). La concentracién de EGF fue
menor en STHe que en STH excepto en un caso (en
STH variaron de 7,77 a 22,39 ng/mL y en STHe de
1,81 a 19,57 ng/mL) (Tabla 1).

En el grupo de pacientes fumadores. El pH fue mas
alcalino en STHe en 6 de los 9 casos y ligeramente

acido en 3, (en STH de 6,5 a 7,85 y en STHe de 7,24
a 8,44). La cantidad de PT fue menor en STH que en
STHe en 7 de los 9 casos, (de 0,49 a 1,18 mg/mL en
STHyen STHe de 0,24 a 0,86 mg/mL). Con respecto
a la concentracién de EGF, fue menor en STHe que
en STH también en 7 casos y en 2 casos los niveles
mas altos se encontraron en STHe (en STH variaron
de 5,03 a 19,22 ng/mLy en STHe de 2,49 a 22,84 ng/
mL) (Tabla 2). En promedio en ambos grupos el pH,
fue més alcalino en STHe que en STH, se encontrd
una menor concentraciéon de PT en STHe que en STH
en los dos grupos. Asi mismo la concentracién de
EGF fue menor en STHe que en STH (Tabla 3).

TABLA 1.- NIVELES DE PH, CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES Y FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMAL EN LA SALIVA DEL GRUPO DE NO FUMADORES
Caso Edad pH/STH pH/STHe PT/STH PT/STHe EGF/STH EGF/STHe

mg/mL mg/mL ng/mL ng/mL

1 21 7,59 1,7 0,21 0,48 13,99 1,81
2 22 7,29 71,24 2,19 1,72 22,39 19,57
3 25 7,73 7,68 0,82 0,59 10,46 6,71
4 27 7,86 7,93 1,99 1,50 14,54 12,18
5 30 7,07 1,77 0,88 0,49 22,45 2,93
6 33 7,34 8,04 0,58 0,68 7,77 9,91
7 42 7,59 7,98 0,85 0,72 9,36 1,95
8 49 7,18 7,66 1,00 1,30 12,26 6,78
9 51 7,78 8,43 0,78 0,60 12,09 4,51
10 54 7,28 7,6 2,03 1,31 22,28 11,46

TABLA 2.- PACIENTES FUMADORES NIVELES DE PH, CUANTIFICACION DE PROTEINAS
TOTALES Y FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL EN LA SALIVA DEL GRUPO DE

FUMADORES
Caso Edad pH/STH pH/STHe PT/STH PT/STHe EGF/STH EGF/STHe

mg/mL mg/mL ng/mL ng/mL
11 22 7,28 7,9 1,18 0,86 15,13 8,53
12 23 7,85 1,77 0,77 0,80 5,03 2,55
13 23 7,3 8,44 1,35 0,71 14,8 3,88
14 29 7,36 7,22 0,58 0,61 7,97 11,67
15 33 7,39 7,64 0,49 0,24 7,96 22,84
16 35 1,57 7,44 1,02 0,55 18,04 5,94
17 42 6,93 6,95 0,77 0,51 19,22 11,22
18 49 6,5 8,09 1,13 0,84 9,8 2,49
19 60 6,76 7,19 0,58 0,84 5,04 13,2
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TABLA 3.- PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DEL PH, PROTEINAS TOTALES Y EGF
EN SALIVA TOTAL ESTIMULADA Y NO DE AMBOS GRUPOS

Grupo pH/STH pH/STHe PT/STH PT/STHe EGF/STH EGF/STHe
mg/mL mg/mL ng/mL ng/mL

No fumadores 7,5 = 0,27 7,8 = 0,32 1,11 £ 0,71 0,94 = 0,47 14,8 5,62 7,8 = 5,60

Fumadores 7,2 = 0,42 76 =048 0,87 =031 0,66 0,21 11,4545 9,1 6,53

En el andlisis estadistico, se encontré que la canti-
dad de EGF en STH de pacientes fumadores fue
significativamente menor a la encontrada en STH de
pacientes no fumadores, a un 90% de confiabilidad.
El pH de STH fue significativamente mayor al de
STHe en ambos grupos (no fumadores y fumado-
res) al 95% de confiabilidad. No hubo diferencia sig-
nificativa al comparar los valores de pH entre ambos
grupos.

DISCUSION

Grigoriev, y cols., en 2003, encontraron que los es-
tados depresivos iban acompanados de una dismi-
nucién en la cantidad de proteinas en los rangos de
20 a 200 kD y en cambio, estados de animo positi-
vos provocaban el efecto contrario (8). Nagler, R. y
cols. (24), analizaron los efectos e interacciones de
la fase gaseosa del humo de cigarro en contacto con
la cavidad bucal, reportando que el humo del ciga-
rro produce un aumento inmediato en la expresion
de los carbonilos proteicos donde el humo del ciga-
rro indujo pérdida de propiedades enzimaéticas sali-
vales. Estos datos muestran una relacién entre la
concentracion y funcién de determinados tipos pro-
teicos y el consumo del tabaco. Otros estudios re-
portan diferentes cantidades de EGF en saliva de
pacientes sanos no fumadores. Thesleff y cols. (19),
midieron la concentracion de EGF en STH; en saliva
parotidea y combinada de las glandulas sublingual y
submandibular, encontrando que la concentracién
normal de EGF en STH fue de 0,864 ng/mL, en saliva
de glandula parétida 2,704 ng/mL y en saliva de glan-
dulas sublingual y submandibular 0,357 ng/mL.
Motoko, I. y cols. (16), midieron los niveles de EGF
en saliva, orina y suero y la expresién inmunohisto-
quimica de EGF en glandulas salivales normales,
encontraron que la concentracién de EGF variaba

dependiendo de la edad: de 0 a 9 anos 3,06 = 0,32
ng/mL y en personas mayores de 10 anos era de 4,7
+ 3,5 ng/mL. Los niveles de EGF fueron de 5,7 *
4,03 ng/mL en hombres y 4,36 = 3,00 en mujeres,
pero sin diferencia significativa en ambos grupos;
ellos concluyeron que el incremento de EGF con la
edad es ligado al desarrollo de las glandulas salivales
y se detiene al alcanzar la madurez. Los niveles de
EGF son mas elevados en condiciones de ayuno,
disminuyendo durante las comidas. Las proporcio-
nes relativas de EGF en saliva submandibular, paro-
tidea y STH fueron 1:6:4. Ambos autores coinciden
en que la glandula parétida es la principal secretora
de EGF, pero en cuanto a los valores que encontra-
ron en ambos casos resultaron mucho menores a
los que nosotros encontramos de 14,8 ng/mL en
STH de pacientes sanos no fumadores. Tomando en
cuenta los datos de Motoko, realizamos la recolec-
cion de muestras entre las 8:30 y las 11:30 de la
manana, en pacientes en ayunas para evitar la in-
fluencia de los ritmos circadianos.

Existe discrepancia en cuanto a los valores del EGF
en fumadores; Tunio y cols. (25), midieron la canti-
dad de EGF en saliva y jugo gastrico en condiciones
basales y después de la estimulacién con histamina
en 60 pacientes, 20 voluntarios sanos, 20 pacientes
con Ulcera duodenal y 20 con dispepsia sin Ulceras.
No encontraron diferencias significativas entre los
tres grupos, tampoco encontraron diferencias en la
concentracion de EGF por género, o en fumadores
y no fumadores. Los valores en saliva de EGF fueron
3,62, 4,59 y 2,68 ng/mL para pacientes normales,
con Ulcera y dispepsia respectivamente. De igual
manera, Trudgill, N. y cols. (22) encontraron que a
pesar de que el tabaquismo esté asociado con una
menor concentracion salival de bicarbonato y menor
flujo salival no habia diferencias en los niveles de
EGF entre fumadores y no fumadores. Manccini y
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cols. (26), no encontraron diferencias significativas
en los niveles de EGF en STH entre fumadores y no
fumadores al estudiar saliva y jugo gastrico de pa-
cientes con enfermedad péptica. Nosotros encon-
tramos en nuestra muestra que la concentracién de
EGF fue menor en STHe que en STH y una concen-
tracion levemente mayor entre no fumadores al com-
pararla con fumadores.

McGurk, M. y cols. (20), analizaron los niveles de
EGF en STH y STHe de voluntarios sanos y conclu-
yeron que estén relacionados con el flujo salival, pero
con un coeficiente de correlacion bajo (r = 0,47).
Encontraron ambas formas del EGF (de alto y bajo
peso molecular) predominando el de bajo peso. Tras
la estimulacién durante tres minutos, el EGF de alto
peso molecular se incrementa de 18 a 38%. Ellos
consideraron que los ritmos circadianos tienen in-
fluencia principalmente en la STH. Jones, y cols. (25),
reportaron niveles significativamente menores de
EGF en STHe. Mandel refiere que Wang, y cols. (27),
encontraron niveles menores de EGF en STH de
fumadores crénicos en personas que consumian mas
de 15 cigarros diarios. Nosotros encontramos me-
nor concentracion de EGF en fumadores (11,4 ng/
mL) que en no fumadores (14,8 ng/mL) en STH, Se
tomaron como fumadores positivos los pacientes que
consumieron minimo 6 cigarros diarios segun para-
metros de tabaquismo de la OMS. Konturek, J. y
cols. (28), encontraron niveles de EGF salivales sig-
nificativamente menores en fumadores que en no
fumadores al igual que Ma, L. y cols. (29), ellos
mencionan que el tabaquismo provoca retardo en la
cicatrizacion de heridas como consecuencia de una
reduccién en la angiogénesis, proliferacion celular y
secrecién mucosa debido a una depresion en la bio-
sintesis de EGF y la expresién de su mRNA en glan-
dulas salivales y mucosa gastrica.

CONCLUSIONES

El pH de STHe es mas alcalino que STH en cada
grupo. Se encontraron algunos valores &acidos en el
grupo de fumadores pero sin significancia estadisti-
ca. Los pacientes fumadores tuvieron menor con-
centracién de EGF en STH en comparacién con
pacientes no fumadores y no hubo variacién en la
concentracion de proteinas totales.
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