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RESUMEN

Los métodos utilizados para la obtencién de glicoproteinas de glandulas submaxilares de bovino consisten
en esquemas que implican la eliminacion de compuestos acuoinsolubles, aislamiento y purificacion de las
glicoproteinas. El propésito de este estudio fue evaluar un método de obtencién de glicoproteinas
(Escalona y col. 1989) a partir de glandulas de bovino para obtener un extracto mucinico destinado a la
elaboracion de un sustituto salival, con el fin de conocer el tipo y cantidad de proteinas presentes y su
asociacion con la viscosidad. Se analizaron 6 fases acuosas posteriores a la primera centrifugacion. De
cada una de las fases acuosas se tomoé una alicuota y se determiné la cantidad de proteinas totales, y la
viscosidad. La viscosidad aparente se midié con un viscosimetro Marca Brokfield modelo LVT con un eje
N°4 a una velocidad de desplazamiento a 73.42seg-", y las proteinas se caracterizaron por electroforesis
en geles de SDS-PAGE al 8%. Cada uno de los geles se escaneo y la densitometria se realizé en forma
computarizada (un programa MultiAnalyst™ /PC -Bio Rad- Version 1.1). Se observé que a medida que se
avanzaba en el esquema de extraccién de glicoproteinas disminuia la cantidad de proteinas totales, el
patrén electroforético mostré diferencias cualitativas entre las muestras evaluadas lo cual se reflejé en
una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) de la viscosidad aparente. Al expresar la
viscosidad con relacién al contenido proteico ésta aumentaba, lo que nos permitié inferir que a pesar que
hubo una perdida de proteinas se preservaron las glicoproteinas viscosas a expensa del rendimiento
proteico.
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ABSTRACT

For the obtainment of glycoproteins from bovine submaxillary glands methods are used that encompass
the elimination of insoluble compounds, and fractionation and purification procedures. This study was
designed to evaluate a particular method (Escalona et al. 1989) for the obtainment of glycoprotein to be
used in the preparation of a salivary substitute, and aimed to gathering information on the type and
amount of present proteins and their association with viscosity. For this purpose, the six agueous phases
following a centrifugation step in the fractionation scheme were analyzed for protein content (Lowry et al
1951), aparent viscosity (Brookfield viscometer, model LVT), and 8% SDS-PAGE electrophoresis with
electronic processing of the densitograms (Bio-Rad/multi Analyst). The protein content, aparent viscosity
(statistically significant P<0.05), and number of electrophoretic bands showed a decrease with the
progress of the fractionation procedure. However, when aparent visxosity was ex pressed in terms of
protein content it showed an increase, which is consonous with the relative enrichmentain of the fractions
glycoprotein along the purification procedure.
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INTRODUCCION

Los eventos bioldgicos y fisicos generados en la cavidad bucal son condicionados fuertemente por las glicoproteinas salivales,
por lo cual estos componentes son de importancia a la hora de elaborar un sustituto salival (Oemrawsing y col. 1974). Los
sustitutos salivales son formulas destinadas a imitar las caracteristicas quimicas y fisicas de la saliva humana. Apoyado en
esto, diversos autores han desarrollado métodos de extraccién de glicoproteinas provenientes de glandulas submaxilares de
bovino (GSB) con el fin de elaborar sustitutos salivales.

Draus y Leung (1960), reportaron un método de obtencién de glicoproteinas provenientes de GSB, a objeto de caracterizarla
fisicoquimicamente. Posteriormente, Shellis en (1978), modificé el procedimiento de Draus y Leung. (1960) para obtener
glicoproteinas salivales destinadas a la preparacién de una saliva artificial para llevar a cabo estudios in vitro relacionados a la
formacion de placa dental. Basandose en los estudios anteriores S-Gravenmade y col. (1974), prepararon una saliva artificial a
base de GSB para el tratamiento paliativo de boca seca en pacientes con xerostomia severa. En 1989 Escalona y col., en
Venezuela, elaboraron un sustituto salival utilizando glicoproteinas provenientes de GSB y extraidas mediante una
combinacion de los métodos reportados por Draus y Leung (1960) y Shellis (1978).

El extracto proteico preparado por Escalona y col. (1989), ha sido el punto de partida para diversos estudios realizados en la
Facultad de Odontologia U.C.V. En 1996 Herrera y col. estudiaron la variacion de la viscosidad del extracto proteico en relacion
con el pH, concentracién de proteina y tratamiento térmico. Los resultados mostraron una relacién sigmoidal entre la
viscosidad y el pH, asi como, también una relacién lineal entre la viscosidad y la concentracion de glicoproteinas.

Los requerimientos tecnoldgicos para la fabricacién de un sustituto salival y los condicionantes clinicos del uso del mismo han
determinado la necesidad de evaluar el método de obtencién de las glicoproteinas. Por lo tanto, para darle continuidad a los
estudios de composicidon/funcion de la solucion glicoproteica preparada en la Facultad de Odontologia de la UCV en este
estudio nos orientamos a evaluar el método de obtencién de estas macromoléculas con miras a un ajuste y a una
simplificacion de los procedimientos. Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue evaluar un método de obtencién de
glicoproteinas provenientes de GSB cuyo producto final es un extracto mucinico destinado a la elaboracién de un sustituto
salival.

MATERIALES Y METODOS

Procesamiento de las glandulas submaxilares de bovino y extraccion de las glicoproteinas:

Para el procesamiento de las glandulas de origen bovino se aplicé el método descrito por Escalona y col (1989); este método
consiste en un esquema de fraccionamiento para la obtencién de glicoproteinas solubles provenientes de las glandulas
submaxilares del bovino. La evaluacion del esquema del método utilizado condujo a la separacion de una serie de fases
intermedias de composicion distinta, debido a que los tratamientos aplicados implican la separacién y descarte de algin
componente presente inicialmente.

Seleccion de Fases del esquema de fraccionamiento:
El criterio empleado para seleccionar las fases del esquema de fraccionamiento sobre las que se realizaron las medidas
experimentales, fue trabajar con los sobrenadantes obtenidas después de cada proceso de centrifugacion.

La Fase I, surgi6 después de la primera centrifugacion a 3.000 rpm durante 20 min; de este proceso se obtuvo un precipitado
(PPDO) y un sobrenadante (SN;), el precipitado se resuspendié en una solucién amortiguadora de fosfato (Sorensen) 0,01M a
pH 7 y se centrifugé nuevamente en las mismas condiciones descritas anteriormente. Este procedimiento produjo otro PPDO el
cual se descart6 y otro sobrenadante (SN2) que se mezclé con el SN;, dando origen al sobrenadante total (SNt) que se
denomind Fase I. A esta Fase se le realiz6 una extraccion cloroférmica durante 72 horas, y como producto de esta extraccion
se obtuvieron dos fases: una fase acuosa (FA;) y una fase cloroférmica a la que se le agreg6 agua y NaCl con el objeto de
realizar una segunda extraccion. A partir de esta extraccion se obtuvieron dos nuevas fases, una acuosa FA; que se mezclé
con la FA; dando origen a FAr y la fase cloroférmica que se descart6. A la fase (FAr) se le realiz6 otra extraccion con
cloroformo la cual produjo una fase acuosa que se traté con acido p-Toluensulfénico al 1% (p/v), previamente neutralizado
con Hidréxido de sodio al 20%(p/v) a pH 7, a esta solucion se le denominé Fase Il. La Fase 111, se obtuvo después del ajuste a
pH 4 con &cido acético al 1% (v/v) de la Fase Il. La Fase 1V, se origind después de ajustada la fase Il a pH 7 con hidréxido de
amonio y finalmente la fase V y VI se obtuvieron después de dializada la solucién durante 48 y 72 respectivamente.

Anélisis Bioquimicos:

Determinacién de Proteina

El contenido de proteina fue determinado por el método reportado por Lowry y col. (1951) utilizando un espectrofotometro
marca Beckman DU-65 a 750nm. Durante los andlisis se realizaron los debidos correctivos por las interferencias producidas
por los reactivos utilizados durante el esquema de fraccionamiento

Anadlisis electroforético y patrén densitométrico

Los andlisis de electroforesis fueron realizados de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). Las muestras fueron
analizadas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 8% En cada gel se coloco una muestra de saliva humana como patrén y un
marcador de peso molecular de rango 10-220KDa (Benchmark). El gel fue tefiido con Coomasie Brillant Blue R-250 y
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escaneado en un densitbmetro GS-690nm Imagins densitometer, Transparency Frame 4200163 (Biorad).

Determinacion de la viscosidad

Cada fase previamente ajustada a una concentracion de proteina de 0,5% (p/v) se le determiné la viscosidad por triplicado.
Las lecturas se realizaron a una temperatura ambiente promedio de 22°C en un viscosimetro marca Brokfield modelo LVT, con
un eje N° 4 aluna escala 1-10cps, a una velocidad constante de 60 rpm durante 5 minutos y una velocidad de desplazamiento
de 73.42seg-

Analisis Estadistico
Para evaluar la relacion entre las dos variables estudiadas (cantidad de proteina y viscosidad) se seleccionaron los coeficientes
de correlacion no parametritos de Tabl de Kendall y Rho de Sperman.

RESULTADOS

La tabla 1, muestra las caracteristicas de las fases analizadas durante el proceso de fraccionamiento usado para obtener
glicoproteinas de glandula submaxilar de bovino. Los resultados indicaron una eliminacién de un 96% de las proteinas
presentes en el extracto a lo largo del proceso de fraccionamiento; siendo esta reduccion mas dramética entre la fase |1 y 11
(57,3%). La disminucién del contenido proteico estuvo acompafiada por un decrecimiento en la viscosidad aparente,

Tabla 1.
Caracteristicas de las fases analizadas durante el proceso de fraccionamiento usado
para obtener glicoproteinas de glandula submaxilar de bovino.

FASES CANTIDAD DE RENDIMIENTO DISMINUCION VISCOSIDAD
EXPERIME PROTEINA {4 {4 (CPS)
NTALES fers)
I 27,144 2.7 - 1.50+0,03
il 11,58 1,2 573 1,38=0,03
111 1082 1.1 6.6 121000
IV 042 1.0 11,1 1,26=0,00
v 7,52 0.8 21,8 1,21=0,00
V1 1,70 0,8 0.0 1.21=0,00

Los electroforetograma correspondiente a las fases experimentales estudiadas se observan en la Figura 1. En él se observan
mas de 12 bandas por cada fase evaluada, las cuales se observan bien definidas en un rango de PM entre 10-220KDa como lo
establece el marcador de PM seleccionado.

Figura 1. Electroforetograma del Gel SDS-
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Canales de corrida. 1-Marcador de Peso Molecular. 2-
Saliva Humana, 5-Fase |, 8-Fase I, 9-Fase Il, 10-Fase
IV, 11-Fase V, 14-Fase VI

En la regidon media del gel se concentra el mayor nimero de bandas, las cuales oscilan en un rango de peso molecular entre
25y 70KDa, lo que se evidenci6 en alrededor de 12 picos observados en los densitogramas mostrados en la figura 2.

Figura 2.

Densitogramas de las soluciones proteicas
de las fases seleccionadas del esquema de
extraccion de proteinas provenientes de
glandulas submaxilares de bovino.
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En la figura 3, se observan las variaciones en la viscosidad aparente de las diferentes fases analizadas. Se aprecia una
disminucién de la viscosidad aparente a medida que disminuye el contenido proteico. El analisis estadistico indicaron que las
variables en estudio presentaron una relacién positiva (r2=0,7) estadisticamente significativa (p<0,05).

Figura 3.
Variacion de la viscosidad relativa en las diferentes fases durante el
proceso de fraccionamiento
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DISCUSION

Los resultados muestran, una clara variacion cuantitativa y cualitativa de los componentes proteicos (Tabla 1 y Figura 3) a
medida que se avanza en el proceso de purificacién, lo que podria explicarse por la remocion de proteinas durante el
procesamiento. Se registré mayor contenido de proteinas en la fase | (27,1gr) ya que en esa fase el extracto se encontraba en
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estado crudo y no fue sometido a ningln procedimiento que causara pérdida o eliminaciéon de proteina. El rendimiento proteico
en relacion a la cantidad inicial de glandula fu de 2,7% lo que indica que ya en una etapa temprana del esquema utilizado, el
rendimiento proteico es bajo.

La disminucién de proteinas entre las fases | y 1l de debié a la pérdida de componentes durante los procesos de
homogenizacion y centrifugacion y a que probablemente algunas proteinas de interés quedaron en las fases descartadas, esto
indica que a pesar de que en la fase | estan presentes el total de las proteinas extraidas, en las subsiguientes etapas del
procesamiento el esquema de purificacion utilizado nos permite la recuperacién de otras proteinas las cuales son
determinantes para el mantenimiento de la viscosidad aparente.

La variacién cuantitativa observada concuerda con la disminucién en el nimero e intensidad de las bandas reflejadas en el
electroforetograma y densitograma realizado a las diferentes fases analizadas. La cantidad de proteina es determinante de las
propiedades fisicas de la solucién proteica, lo que se confirmé al asociar la viscosidad, como parametro de medida de las
propiedades fisicas, con el contenido proteico encontrdndose una asociacion directa entre estas dos variables.
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