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Introducción 

La saliva es un fluido biológico secretado en cantidades relativamente altas y de 

forma prácticamente regular. En los últimos años, está creciendo el interés en su 

estudio como muestra de utilidad clínica, ya que contiene elementos que pueden ser 

de uso diagnóstico, algunos de ellos comunes con sangre y orina (Lac 2001).  

Además, presenta muchos beneficios, como por ejemplo que su obtención sea 

segura, no invasiva, a la vez que económica y simple y que no cause estrés o 

incomodidad al paciente (Lawrence 2002; Mirzaii-Dizgah et al. 2011). 

Por otra parte, desde el punto de vista analítico, no se ve afectada por la hemólisis 

como puede ocurrir con el suero. Además, contiene menos proteínas, lo que se traduce 

en un menor riesgo de interferencias (Mirzaii-Dizgah et al. 2011).  
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No obstante, a la hora de usar la saliva como fluido diagnóstico hay que tener en 

cuenta que existen diferentes factores que pueden influir en la concentración de sus 

analitos. Como por ejemplo el flujo salival (ml/min), el ritmo circadiano, el ejercicio, 

fumar, la ingesta de alimentos antes de la colección de saliva y/o enfermedades 

odontológicas (Dawes 1993; Gutiérrez et al. 2013). 

Centrándonos en el daño muscular, hay enzimas como la creatina quinasa (CK, EC 

2.7.3.2), la aspartato aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1), la alanina aminotransferasa 

(ALT, EC 2.6.1.2) y la lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) que aumentan en suero 

debido a un daño en el tejido y/o necrosis celular agudo o crónico (Mokuno et al. 1987; 

Szumilak et al. 1998). Aunque también, se pueden dar cambios en los niveles 

enzimáticos relacionados con el tejido muscular en sujetos normales o atletas tras un 

ejercicio extenuante (Priest et al. 1982; Wolf et al. 1987; Ide et al. 1999). Estas enzimas 

se encuentran en el citoplasma de células musculares y, por tanto, pueden detectarse 

en suero o plasma tras la rotura celular (Brancaccio et al. 2008). 

El concepto One Health ha sido definido como el esfuerzo colaborativo 

multidisciplinario, a nivel local, nacional y global, en aras de alcanzar una salud óptima 

para las personas y los animales (American Veterinary Medical Association, 2008). De 

entre sus diferentes objetivos cabe destacar la importancia de la investigación clínica 

translacional, fomentando que los estudios se realicen de forma simultánea y 

comparada en humana y en diferentes especies animales. 

En aplicación del mencionado concepto, la presente tesis doctoral ha conllevado la 

realización de un estudio comparativo de los marcadores de daño muscular en saliva de 

perro y humana. De forma adicional, se usará la saliva humana como modelo para 

estudiar el efecto del procesado y de diferentes condiciones de almacenamiento de las 

muestras sobre los enzimas, dado que pueden obtenerse mayores cantidades de 

muestra que en el perro permitiéndonos evaluar de mejor forma las condiciones 

óptimas de procesamiento y almacenamiento que pueden llevarse a cabo en saliva. 
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Hipótesis de Trabajo 

El daño muscular es un fenómeno difícil de medir in vivo ya que requiere la 

obtención de biopsias musculares. La rotura muscular consiste en la rotura de fibras 

musculares, lo que provoca la liberación de las sustancias que se encuentran dentro de 

las células musculares al torrente sanguíneo (Brancaccio et al. 2008). 

Fisiopatológicamente, una de las formas de rotura celular más descrita se produce por 

una disminución del trifosfato de adenosina (ATP) intracelular, lo que conlleva un 

descenso en la actividad de las bombas Na/K ATPasa y Na/Ca ATPasa. Esto produce, un 

aumento de sodio y calcio intracelular que deriva en un edema intracelular y en el 

incremento de la actividad de lipasas y proteasas originándose radicales libres y, 

finalmente, la rotura del sarcolema o membrana citoplasmática de las fibras 

musculares y liberación de las sustancias contenidas como las enzimas CK, AST y LDH 
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(Daher et al. 2005; Bosch et al. 2009). Es por ello que actualmente la medición del daño 

muscular se basa en la evaluación indirecta, a través del suero, de estas enzimas 

(Brancaccio et al. 2008). 

El uso de la saliva ha avanzado mucho como medio diagnóstico en los últimos años, 

aunque no en el ámbito de las lesiones musculares. Existe además cierto 

desconocimiento sobre cuáles son los métodos de colección y procesado idóneos, así 

como cuál es el mejor método de almacenamiento que otorgue una buena relación 

estabilidad y durabilidad. 

Ante esto, nuestra hipótesis de trabajo es que la saliva puede usarse como medio 

diagnóstico del daño muscular en perro y humana, evaluando las enzimas CK, AST y 

LDH, evitando el estrés o la incomodidad que provocan otros medios diagnósticos.  
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Objetivos 

Basándonos en la hipótesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos para 

esta tesis doctoral: 

 Estudiar el impacto de diferentes métodos de colección de saliva de humana y 

su posterior procesado sobre CK, AST y LDH. 

 Estudiar el impacto de los diferentes métodos de almacenamiento de la saliva 

de humana sobre marcadores CK, AST y LDH. 

 Estudiar si la saliva podría ser utilizada como alternativa al suero para evaluar el 

daño muscular en el perro. 

 Estudiar si la saliva puede ser utilizada como alternativa al suero para evaluar el 

daño muscular en el ser humano. 
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La saliva 

Definición 

La saliva es una secreción exocrina mucoserosa, clara, y ligeramente acídica. Es una 

mezcla de fluidos provenientes de las glándulas salivales, mayores y menores, junto al 

fluido crevicular gingival (Edgar 1992), compuesta por más de un 99% de agua 

(Humphrey and Williamson 2001). 

Producción y secreción 

En cualquier especie, se puede distinguir entre la salivación estimulada (ya sea por 

factores intrínsecos o extrínsecos) y la salivación no estimulada. Además, existe una 



Revisión Bibliográfica 

 

Tomás Barranco Benacloch                                                                                                                                                             10 

 

gran variabilidad individual en la producción de saliva (Humphrey and Williamson 

2001). 

Así, se estima que el ser humano saliva de forma no estimulada, aproximadamente, 

0.1 ml/min. Sin embargo, bajo estimulación el valor mínimo de salivación estaría en 

torno a 0.2 ml/min (Edgar 1990). Como muestra la tabla 1, la secreción diaria normal de 

saliva en humanos oscila entre 800 y 1500 mililitros, con un promedio de 1000 mililitros 

(Humphrey and Williamson 2001). Mientras que en el caso del perro, el volumen diario 

de salivación sería aproximadamente de 300 ml para un perro de 20 Kg (Reece 2015). 

 

 

 Volumen diario (ml) 

 Humanoa Perrob 

Saliva 1000 300 

Secreción gástrica 1500 600 

Secreción pancreática 1000 600 

Bilis 1000 300 

Intestino delgado 1800 600 

Glándulas de Brunner 200 - 

Intestino grueso 200 50 

TOTAL 6700 3050 

% Saliva 15.92 % 9.83 % 

Datos adaptados de (Hall and Guyton 2011)a, considerando un perro 

de 20 Kg (Reece 2015)b 

Sin embargo, estos datos sialométricos pueden verse afectados por diversas causas, 

desde el ciclo circadiano, disminuyendo la salivación por la noche (Dawes 1974; 

Gutiérrez et al. 2013) y el circanual, disminuyendo en épocas estivales (Edgar 1990), el 

sexo (Lukacs and Largaespada 2006), la edad (Denny et al. 1991; Fernández-Tresguerres 

Hernández et al. 2010). También puede influir la presencia de algún tipo de 

Tabla 1. Secreción diaria de jugos digestivos del humano y del 

perro. 
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enfermedad que determine una mayor -sialorrea- (Farber et al. 2015) o menor                  

-hiposalivación o hiposialia- secreción (Mese and Matsuo 2007; Wang et al. 2016). 

La saliva total está constituida por las secreciones de las glándulas, mayores y 

menores, así como por residuos, microorganismos y líquido o fluido crevicular. La saliva 

se forma a nivel de los acinos por transporte activo de electrólitos y arrastre pasivo de 

agua a partir de la sangre, así como por la síntesis de proteínas, enzimas y demás 

componentes. La composición de la saliva se modifica a lo largo de los conductos 

excretores, dando lugar a una saliva hipotónica respecto al plasma (Fernández-

Tresguerres Hernández et al. 2010).  

Se han identificado canales específicos para el agua o acuoporinas, que permiten el 

transporte específico de agua desde la sangre más rápido que la difusión pasiva, 

destacando “acuoporina 5” que juega un papel importante en la secreción fluida de las 

glándulas salivales (Delporte and Steinfeld 2006; Fernández-Tresguerres Hernández et 

al. 2010). 

Glándulas salivales 

En general, las glándulas salivales mayores (parótida, mandibular y sublingual) son las 

que secretan la mayor parte de la saliva y también la mayor parte de electrolitos, 

mientras que las glándulas menores (labiales, bucales, palatinas y linguales) 

contribuyen con una menor cantidad pero rica en sustancias presentes en la sangre 

(Edgar 1990). 

Las principales glándulas salivales son las parótidas, las submandibulares y las 

sublinguales; además de muchas glándulas bucales pequeñas. Las glándulas parótidas 

secretan casi exclusivamente una saliva serosa rica en ptialina (una α-amilasa), 

destinada a digerir los almidones; por otro lado, las glándulas bucales secretan una 

saliva mucosa, con abundante mucina, que cumple las funciones de protección y 

lubricación; y por último las submandibulares y sublinguales secretan ambos tipos (Hall 

and Guyton 2011; Klein 2014).  

Como puede verse en la Tabla 2 y en las Figuras 1 y 2, la distribución de las glándulas 

salivares entre el perro y el hombre es diferente. 
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Figura 1. Representación esquemática de 

la topografía de las glándulas salivales del 

perro. Adaptado de (König and Liebich 2005). 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de 

las glándulas salivales mayores en humana. 

Adaptado de (Velayos 2012). 

 

Características y composición 

La saliva está compuesta por agua en un 99%, el 1% restante corresponde a otros 

compuestos como electrolitos (sodio, potasio, calcio, magnesio, bicarbonato y 

fosfatos), inmunoglobulinas, proteínas, enzimas, mucinas y productos nitrogenados 

Tabla 2. Comparación de las glándulas salivales menores y mayores en el perro y en 

el humano. 

Gl. Salivales Perroa (Figura 1) Humanob (Figura 2) 

Menores 

Labiales 
Carrillos (Cigomática) 

Linguales 
Palatinas 

Suelo cavidad bucal 

Labiales 
Bucales 

Palatinas 
Linguales 

Mayores 
Parótida 

Mandibular (+++) 
Sublingual (mono y polistomática) 

Parótida (+++) 
Submandibular 

Sublingual 

Los símbolos (+++) indican el mayor tamaño en comparación con las de su grupo. Adaptado 

de (König and Liebich 2005)
a y (Velayos 2012)

b 
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como urea y amoniaco, entre otras sustancias (Humphrey and Williamson 2001; 

Yoshizawa et al. 2013). 

Las proteínas más importantes son α-amilasa o ptialina, mucina, sialoproteinas, 

lipasa, lisozima, albúmina, lactoferrina, fibronectina y gammaglobulinas (IgA, IgG e 

IgM). Además, pueden excretarse a través de la saliva moléculas orgánicas como la 

glucosa, urea, lípidos, vitaminas (B6, B12), hormonas (estrógenos, cortisol) y factores de 

crecimiento. La fracción inorgánica la constituyen los iones sodio, potasio, calcio, cloro, 

fosfato, magnesio, hierro, zinc, cobre, bicarbonato y yodo (Fernández-Tresguerres 

Hernández et al. 2010). 

El pH normal de la saliva está en torno a 6-7. Es decir, ligeramente ácida. Aunque el 

pH puede variar por el flujo de secreción, siendo más bajo (desde 5.3) en tasas bajas de 

salivación, y a la inversa (hasta 7.8) cuando la salivación es máxima (Edgar 1990; 

Yoshizawa et al. 2013). Por último, su densidad se encuentra entre 1002 a 1012 mg/L 

(Fernández-Tresguerres Hernández et al. 2010). 
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La saliva como medio diagnóstico en general 

Históricamente, las enfermedades se diagnosticaban en base a los síntomas, el 

examen y la historia clínica y los análisis de suero y/u orina (Malamud and Rodriguez-

Chavez 2011). 

Actualmente, son muchas las áreas de investigación que se están desarrollando 

sobre los componentes salivales y las funciones de los mismos, tanto en el ámbito 

diagnóstico, como en el terapéutico y el preventivo, a nivel local y sistémico. 

(Humphrey and Williamson 2001).  
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La saliva presenta varias ventajas respecto a la sangre como medio diagnóstico. Entre 

las que podemos citar las siguientes: 

 

 La obtención de las muestras es sencilla, y puede ser realizada por cualquier 

persona, mientras que las muestras sanguíneas han de obtenerse por personal 

especializado. 

 El procedimiento de obtención es no invasivo y no doloroso. 

 El procedimiento facilita la obtención de muestras repetidas a un mismo sujeto, 

pudiéndose realizar mejores seguimientos. 

 Las muestras son más seguras para el manipulador, ejemplo de ello es que la 

saliva inhibe la infectividad del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). 

 El procedimiento es más económico que la obtención de sangre, lo que puede 

reducir costes para el paciente y/o para el sistema sanitario. 

 

Así, la saliva puede utilizarse para analizar los niveles o concentraciones de diversas 

sustancias fisiológicas y/o terapéuticas.  

También puede usarse para detectar agentes patógenos como el Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (White et al. 2009; Parisi et al. 2009) y monitorizar el 

estado emocional, el hormonal, el inmunológico y/o el neurológico (Mandel 1993; 

Yoshizawa et al. 2013). 

Los principales compuestos que se han detectado hasta ahora en saliva aparecen en 

la Tabla 3 junto a las referencias bibliográficas de los estudios en los que fueron 

detectadas. Algunas de las sustancias pueden relacionarse con enfermedades 

sistémicas, con mayor o menor especificidad, constituyéndose como marcadores de 

dichas enfermedades. 
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Tabla 3. Sustancias y agentes detectados en saliva. 

 Marcadores Referencias 

Hormonas 
Esteroides, testosterona, estriol, estrógeno, 

progesterona, aldosterona 

(Christodoulides et al. 2007; Dias 
Fernandes et al. 2009; Parisi et al. 
2009; Gavrilova and Lindau 2009; 
Touitou et al. 2009; Hamilton et 
al. 2009; Manolopoulou et al. 
2010; Gray et al. 2010) 

Anticuerpos IgG, IgA, IgM 
(Brandtzaeg 2007; Parisi et al. 
2009; Warrener et al. 2010) 

Factores de 
crecimiento 

Factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento 

insulínico (IGF) 

(Taichman et al. 1998; Nam et al. 
2007; Eckley et al. 2007; Adişen et 
al. 2008; Upile et al. 2009) 

Citoquinas y 
quimioquinas  

IL-1 beta, IL-8, IL-6, MCP-1, CX3CL1, GRO-1 alfa, 
troponina 1, factor de necrosis tumoral (TNF). 

(Blicharz et al. 2008; Teles et al. 
2009; Thomas et al. 2009; Suh et 
al. 2009; Roescher et al. 2009) 

Fármacos y 
otras 
substancias 
químicas 

Etanol, anticonvulsionantes, antineoplásicas, 
analgésicas, antipiréticas, antibióticos, 

broncodilatadores, cotinina. 

(Aps and Martens 2005; Drummer 
2006; Langman 2007; Langel et al. 
2008; Bosker and Huestis 2009) 

Agentes 
infecciosos 

Herpesvirus, virus de la hepatitis, VIH, 
papilomavirus, influenza, poliovirus, E. coli, M. 
tuberculosis, H. pylori, Treponema pallidium Candida 
albicans, Toxoplasma gondii 

(Malamud and Rodriguez-Chavez 
2011). 
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Conceptos generales de CK, AST y LDH 

Creatina quinasa (CK) 

La CK es una enzima dimérica compuesta por dos tipos de subunidades 

monoméricas, M (muscular) y B (cerebral), con una masa molecular de 43 kDA. La CK 

cataliza la producción de fosfocreatina a través de la fosforilación de una molécula de 

creatina, consumiendo una molécula de ATP en el proceso, la reacción será a la inversa 

en caso de que se incremente concentración de ADP (Figura 3), es decir, regula las 

concentraciones. Existen 5 isoformas de CK, por un lado 3 isoformas citoplasmáticas 

(CK-MM, CK-BM, CK-BB), y por otro lado dos isoenzimas (sarcomérica y no sarcomérica) 

mitocondriales (Takagi et al. 2001). 
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Figura 3. Función biológica de la creatina kinasa. Imagen adaptada de 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Creatine_kinase_rxn.png 

 

Las diferentes isoenzimas, debido a su distribución en los diferentes tejidos, se 

consideran marcadores del estado del mismo. Por ejemplo, la CK-MB aumenta con el 

infarto de miocardio, pues el 40% de los niveles de CK del miocardio lo constituyen 

dicha isoforma (Borrayo-Sánchez et al. 2006). CK-BB aumenta en episodios de daño 

cerebral (Pfeiffer et al. 1983). Y por último, la isoforma predominante, la CK-MM, se 

encuentra principalmente en los músculos y se erige como el principal marcador de 

daño muscular (Nigro et al. 1983). 

En sujetos sanos, los niveles de CK total en suero provienen principalmente del 

músculo esquelético, y dependen de la edad, el sexo, la raza, la masa muscular y el 

estilo de vida, entre otros factores (Strømme et al. 2004). En condiciones patológicas, la 

monitorización de CK y la caracterización de sus isoenzimas en suero, se utiliza para el 

diagnóstico de miopatías, cardiomiopatías y encefalopatías (Kloss et al. 1985; Hoffman 

and Clemens 1996; Hina et al. 1997). Por ello CK, y especialmente CK-MB, es un buen 

marcador de necrosis miocárdica, con gran sensibilidad en la detección y pronóstico del 

infarto (Rajappa and Sharma 2005; Galla et al. 2006). Por otro lado, se pueden observar 

incrementos en las concentraciones de CK-BB en sujetos que han padecido lesiones 

cerebrovasculares agudas (Bell et al. 1978) o esclerosis amiotrófica lateral (Iłzecka and 

Stelmasiak 2003). 

Los trastornos músculo esqueléticos se manifiestan con dolor, fatiga, debilidad y con 

un aumento de CK en suero (Brancaccio et al. 2008). No obstante, aunque en las 

miopatías los niveles de CK en suero aumentan, estos niveles son diferentes según la 

enfermedad y el estado de la misma. Por ejemplo, en la distrofia muscular se dan 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Creatine_kinase_rxn.png
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niveles muy altos de CK, niveles que en las últimas etapas de la enfermedad descienden 

debido a los cambios que operan en el tejido muscular (Zatz et al. 1991; El-Bohy and 

Wong 2005). Otras patologías musculares como la deficiencia de selenio o la miopatía 

nemalínica suelen presentar únicamente un ligero aumento de los niveles de CK en 

suero (Chariot and Bignani 2003; Chahin et al. 2005). Otras causas de aumento de CK 

en suero pueden ser las inyecciones intramusculares, donde la magnitud de aumento 

de CK en suero es proporcional al volumen (Montero Pérez et al. 1996) y a la sustancia 

inyectada (Ihedioha et al. 2005); o también, las cirugías en las cuales dado que se 

produce daño muscular se da un incremento de CK en suero que, además, de forma 

lógica, es significativamente superior en las cirugías o procedimientos mayores que en 

las cirugías menores (Yousef et al. 2006). 

Además de en condiciones patológicas, también pueden darse aumentos de CK en 

condiciones fisiológicas. Por ejemplo, después de un ejercicio extenuante, el cual daña 

la estructura de las células músculo esqueléticas a nivel del sarcolema y las líneas Z 

(Hornemann et al. 2000) resultando en un incremento de la CK total (Noakes 1987; 

Epstein 1995). Cuando la intensidad del ejercicio está dentro del rango metabólico 

normal, el músculo se ejercita sin producirse cambios relevantes en la permeabilidad 

de la membrana, sin embargo, si el ejercicio excede dicho rango, la permeabilidad 

cambia y se liberan las enzimas contenidas (Bijsterbosch et al. 1985; Brancaccio et al. 

2008). 

Aspartato aminotransferasa (AST) 

La AST es una enzima aminotransferasa, con un peso molecular de 90 KDa, que se 

encuentra en varios tejidos del organismo de los mamíferos, en especial en el corazón, 

el hígado y el tejido muscular. Aunque en el músculo esquelético supone solo una 

décima parte de la actividad de AST en los hepatocitos (Wroblewski 1959). 

Esta enzima cataliza la reacción de transferencia de un grupo amino desde el             

L-aspartato al 2-oxoglutarato formándose L-glutamato y oxalacetato (Figura 4). Existen 

dos tipos de AST, la AST-S que se localiza en el citoplasma y la AST-M que se localiza en 

las mitocondrias (Ohno et al. 1978; Ohno et al. 1982).  
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Figura 4. Función biológica de la AST. Fuente: Adaptado de 

http://themedicalbiochemistrypage.org/es/amino-acid-metabolism-sp.php 

 

Su incremento en condiciones patológicas en suero puede deberse a casos de infarto 

agudo de miocardio, hepatopatías, miopatías y a cualquier enfermedad o trastorno en 

el cual se produzca un daño celular (Wróblewski and LaDue 1956; Kunutsor et al. 2014). 

Por ejemplo, se pueden observar incrementos significativos en pacientes con distrofias 

musculares habiéndose establecido incluso, diferencias en los niveles según el tipo de 

distrofia (El-Bohy and Wong 2005). 

En condiciones fisiológicas, tras un ejercicio extenuante como en maratones, se han 

reportado incrementos en las concentraciones de este marcador en suero (Soeder et 

al. 1989; Lippi et al. 2011), aumentos que sugieren un daño muscular (Bird et al. 2014). 

Lactato deshidrogenasa (LDH) 

LDH es una enzima, con una masa molecular de 140 KDa, que cataliza el paso de 

piruvato a lactato (Figura 5), a través de la oxidación del dinucleótido de nicotinamida y 

adenina (NADH a NAD). Se encuentra en muchos tejidos del cuerpo, pero su presencia 

es mayor en el corazón, hígado, músculo, glóbulos rojos y pulmones. Se conocen tres 

tipos de subunidades: H (LDHA), M (LDHB) y X (LDHC). Los tipos H y M pueden asociarse 

independientemente para formar tetrámeros, dando lugar a cinco isoenzimas o 

isoformas, cada una de las cuales se encuentra preferentemente en determinados 

tejidos (Wolf 1985; Koukourakis et al. 2003; Brancaccio et al. 2008).  

http://themedicalbiochemistrypage.org/es/amino-acid-metabolism-sp.php
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Figura 5. Función biológica de LDH. Fuente: 

http://www3.uah.es/bioquimica/Tejedor/BBM-II_farmacia/T4-piruvato-pagina.pdf 

 

De tal forma que LDH-1 (H4) se encuentra principalmente en el corazón y en los 

eritrocitos. LDH-2 (H3M) en el sistema reticuloendotelial y leucocitos. LDH-3 (H2M2) en 

los pulmones y, por último, LDH-4 y LDH-5 se encuentran, sobretodo, en el músculo 

esquelético. De forma general niveles altos de LDH en sangre constituyen un indicador 

de lesión celular o tisular (Cabello et al. 1980; Bhagavan et al. 1982). 

En condiciones normales los niveles totales de LDH se corresponden de forma 

mayoritaria a la isoforma LDH-1 (Koukourakis et al. 2003). No obstante dichos niveles 

totales dependen de muchos factores como la edad, el sexo, la masa muscular, la raza, 

el clima (Strømme et al. 2004), e incluso del momento del día, pues los niveles pueden 

verse influidos por el ritmo circadiano (Rivera-Coll et al. 1993). 

LDH se constituye como un marcador de daño celular, ante lo cual el aumento 

específico de alguna de sus isoformas puede ser de utilidad como herramienta 

diagnóstica. Por ejemplo, en la rabdomiolisis aguda no traumática, se ha observado un 

incremento significativo de LDH, con una mayor presentación de la isoforma LDH-5 

(Sanchez Navarro et al. 1998), al igual que ocurre en varios tipos de cáncer (Song et al. 

1996; Ruggeri et al. 1998; Chuang et al. 2000), aunque existen otros marcadores 

tumorales que pueden proporcionar más información diagnóstica que LDH (Qie et al. 

1996; Bast et al. 2005). 

La variación en el patrón de distribución de las isoenzimas de LDH puede ser de 

utilidad para el diagnóstico diferencial entre la miopatía progresiva y la enfermedad 

http://www3.uah.es/bioquimica/Tejedor/BBM-II_farmacia/T4-piruvato-pagina.pdf
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neuromuscular no progresiva (Hooshmand 1975). De hecho, con la progresión de la 

miopatía se da una disminución de LDH-M y un incremento de LDH-H, con un ratio M/H 

inferior en el músculo gravemente dañado (Ibrahim et al. 1981). Estas variaciones 

también se han encontrado en los portadores del gen de la distrofia, en los cuales hay 

una variación entre LDH-4 y LDH-5, que aumentan con respecto a LDH-1 y LDH-2 

(Górecka 1975). 

La LDH también puede aumentar en suero después del ejercicio físico (Mena et al. 

1996; Brancaccio et al. 2008), dependiendo dicho aumento del nivel y la duración del 

esfuerzo (Stokke 1982). De hecho, tras un ejercicio prolongado los niveles pueden 

duplicarse y permanecer elevados hasta dos semanas después (Kobayashi et al. 2005). 

Sin embargo, cabe destacar que, aunque tras el ejercicio se produce un aumento de 

LDH, las fracciones isoenzimáticas se mantienen inalteradas, no habiendo cambios en 

los ratios de estas (Wolf et al. 1987; Nosaka et al. 1992). 
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Estudios de CK, AST y LDH en saliva en diferentes procesos 

patológicos 

Aunque no se han publicado hasta la fecha estudios de marcadores enzimáticos en 

saliva para evaluar daño en músculo esquelético, si se han realizado algunos estudios 

sobre el comportamiento de dichos marcadores bajo condiciones de infarto de 

miocardio, enfermedad periodontal y úlcera péptica. 

El infarto de miocardio es la mayor causa de muerte a nivel mundial (Mueller et al. 

2008). La pérdida de la integridad de la membrana plasmática producida en los 

procesos de necrosis miocárdica se acompaña de la liberación de proteínas 

estructurales y otras moléculas intracelulares, estas moléculas entran en el torrente 

sanguíneo y son importantes para el diagnóstico del infarto de miocardio. Entre estas 
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sustancias, el comportamiento de la CK en suero se ha utilizado como marcador de la 

enfermedad cardiaca (Zhang 2005). En el infarto agudo de miocardio, CK se incrementa 

a las 4 horas, llegando a su valor máximo en torno a las 12 horas y retornando a valores 

normales a las 24-72 horas después del infarto (Puleo and Roberts 1988; Short, SG and 

Clements, SD 1993).  

En un estudio con pacientes con infarto agudo de miocardio se detectó un 

incremento de los valores de CK en saliva el primer y segundo día tras el infarto, 

observándose una moderada correlación entre las concentraciones de saliva y suero. 

Los valores detectados en suero tanto en los sujetos control como en los pacientes con 

infarto agudo de miocardio fueron en torno a 10 veces superiores a los valores 

detectados en saliva (Mirzaii-Dizgah and Jafari-Sabet 2011). 

En otro estudio se observó un aumento de CK-MB en saliva un día después del 

infarto de miocardio en comparación a los sujetos control y se halló una alta 

correlación entre las concentraciones de CK-MB en suero y saliva. En este caso, aunque 

en suero los niveles de CK-MB también eran más altos, no llegaban a ser 2 veces las 

concentraciones de CK-MB en saliva (Mirzaii-Dizgah et al. 2011). 

En lo que se refiere a la enfermedad periodontal en un estudio se midieron los 

niveles en saliva de CK, AST y LDH en pacientes sanos y en pacientes con enfermedad 

periodontal antes del tratamiento y posteriormente a un tratamiento convencional, 

observándose valores superiores, aproximadamente 10 veces más, en todas las 

enzimas al comparar los sujetos control con los sujetos con enfermedad periodontal 

antes del tratamiento. Después del tratamiento de la enfermedad periodontal también 

se observaban diferencias significativas, tanto con el grupo control, incrementados, 

como con el grupo sin tratamiento, disminuidos (Todorovic et al. 2006). En esta misma 

línea, otro estudio evaluó la actividad enzimática de LDH en saliva, determinando que 

en los pacientes con enfermedad periodontal los valores eran superiores en 

comparación con los sujetos sanos (Alonso De La Peña et al. 2007), al igual que ocurre 

con la AST (Cesco et al. 2003; Luke et al. 2015). 
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También se ha medido la AST en saliva en pacientes con úlceras pépticas, 

encontrándose valores ligeramente más elevados en los pacientes con respecto a los 

sujetos control (Boghori et al. 2014). 
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Estudios de almacenamiento y conservación de la saliva como 

muestra biológica 

Existen estudios sobre la estabilidad de los esteroides en saliva bajo la influencia de 

diferentes condiciones de conservación (Gröschl et al. 2001; Toone et al. 2013). 

Además hay trabajos sobre la estabilidad de otros analitos en saliva como la 

cromogranina A (Escribano et al. 2014), lisozima, inmunoglobulina A (Ng et al. 2003), 

glutatión y malondialdehído (Emekli-Alturfan et al. 2009; Emekli-Alturfan et al. 2013). 

En el caso de las diferentes enzimas relacionadas con el daño muscular en saliva, se 

ha estudiado la LDH a temperatura ambiente, refrigeración y a -20°C. A temperatura 

ambiente y bajo condiciones de refrigeración, la LDH se mantuvo estable durante 3 
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meses. Sin embargo, a -20°C se alteraban los valores enzimáticos a los 30 minutos tras 

la congelación (Alonso de la Peña et al. 2004). 

 



 

 

Material y Métodos 

Estudio de marcadores de daño muscular en saliva 

humana y de perro: un caso de one health. 
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Material y Métodos 

En este trabajo se han realizado cuatro estudios diferentes que se corresponden con 

los cuatro objetivos de la Tesis. 

En primer lugar se van a exponer los materiales y métodos comunes para los cuatro 

estudios y posteriormente las particularidades de cada uno de ellos. 
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Materiales y métodos comunes 

Materiales y fármacos 

 Tubos estériles (PRGF Fractionation tube no aditive®, BTI, Vitoria, España). 

 Centrifugadora (Centrifuga P Selecta®, JP Selecta S.A, Barcelona, España). 

 Viales de polipropileno eppendorf (Tubo de microcentrífuga 1.5 ml, Daslab, 

Barcelona, España). 

 Salivette (Salivette®, Sarstedt, Aktiengesellschaff & Co., Nümbrecht, Alemania). 

 Micropipetas de 200 y de 1000 L (Exacta®, Madrid, España). 

 Analizador bioquímico automático (ADVIA 120, Siemens, USA). 

 Software informático (Graph Pad Prism®, Versión 5, San Diego, California, USA) 

 Tubos lisos convencionales (Vacutainer®, Plymouth, Reino Unido)  

 Tubos con EDTA (AQUISEL K3E/EDTA 3K®, AQUISEL, Barcelona, España). 

 Tubos sin anticoagulante de 5 ml (BD. Vacutainer®, Plymouth, Reino Unido). 

 Alfaxolona (Alfaxan 10mg/ml®, Dechra Veterinary Products SLU, Barcelona, 

España) 

 Midazolam (Midazolam Hospira 1mg/ml®, Roche, Madrid, España). 

 Morfina (Cloruro mórfico 2%®, B-Braun, Melsungen, Alemania). 

 Sevoflurano 100% (Sevoflo®, EsteveVeterinaria, Barcelona, España). 

 Cefazolina (Cefazolina Normon® 1 gr, Normon, Madrid, España). 

Instalaciones 

Las muestras se analizaron, en los laboratorios del grupo de investigación “Interlab-

UMU”, de la Universidad de Murcia. 

Los procedimientos quirúrgicos en animales se realizaron en el Hospital Veterinario 

de la Universidad CEU Cardenal Herrera. 

Todos los estudios fueron aprobados por los comités de ética correspondientes. 
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Análisis enzimático 

CK se midió mediante un kit comercial (Beckman Coulter, Brea, EE.UU.) basado en la 

cuantificación de formación de NADPH derivado de la acción de CK sobre la 

fosfocreatina y ADP, tal y como recomienda la Federación Internacional de Química 

Clínica y Medicina Laboratorial (IFCC).  

AST se midió también mediante un kit comercial (Beckman Coulter, Brea, EE.UU.) 

basado en la cuantificación de NADPH consumido derivado de la acción de AST sobre 

aspartato y oxoglutarato, tal y como recomienda la IFCC. 

Por último, LDH se miedo mediante un kit comercial (BioSystems S.A., Barcelona, 

España) basado en la conversión de piruvato a lactato en presencia de NADPH.  

Todos los análisis fueron previamente validados para su uso en saliva. Los 

calibradores fueron los proporcionados por el fabricante de los kits comerciales. Todas 

las mediciones se realizaron a 37°C en un analizador bioquímico automático (Olympus 

A400, Hamburg, Germany). 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante estadística descriptiva y con un software 

informático apropiado (Graph Pad Prism, Versión 5, San Diego, California, USA).  

Se evaluó, usando el test de normalidad estadística D’Agostino & Person, si los 

resultados de los valores de CK, AST y LDH en saliva seguían una distribución normal. 

Dado que la mayoría de los conjuntos de datos no mostraron una distribución normal, 

se optó por la utilización de test no paramétricos para el análisis estadístico. 

Se evaluaron las diferencias entre las concentraciones de las diferentes alícuotas 

usando el test de Friedman seguido por el test de Dunn’s. Se comprobó la existencia de 

correlaciones entre las variables usando el coeficiente de correlación de Spearman.  

Los coeficientes de variación de los análisis se calcularon dividiendo la desviación 

estándar entre el valor medio de las réplicas analizadas y expresando el resultado 

porcentualmente (%). 
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En todas las variables evaluadas se consideró que existían diferencias 

estadísticamente significativas con los valores de P < 0.05.  
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Efecto de diferentes métodos de colección de saliva y su posterior procesado 

sobre CK, AST y LDH 

Sujetos 

En este estudio participaron 17 personas. Fue aprobado por el comité ético de la 

Universidad de Murcia y todos los participantes firmaron un consentimiento 

informado. 

Los participantes fueron 11 mujeres, con edades comprendidas entre los 28 y los 58 

años, y 6 hombres, con edades entre los 28 y los 62 años, que declararon estar sanos y 

recibieron instrucciones verbales sobre los procedimientos para la obtención de 

muestras de saliva.  

Criterios de inclusión y exclusión 

Para eliminar variaciones externas, se determinaron como criterios de exclusión la 

presencia de cualquier enfermedad, sobretodo enfermedades orales (gingivitis o 

enfermedad periodontal), enfermedades autoinmunes, infecciosas, musculo-

esqueléticas, tumorales y, también, procedimientos quirúrgicos o traumatismos 

recientes. Para esto los sujetos rellenaron un cuestionario con preguntas concretas 

sobre su estado de salud.  

Los participantes debían abstenerse de comer, de lavarse los dientes, del uso de 

enjuague bucal, goma de mascar y/o fumar durante la hora previa a la obtención de las 

muestras. 

Protocolo de obtención de muestras y grupos 

Las muestras de saliva se obtuvieron mediante salivación pasiva, por parte de todos 

los participantes, en tubos estériles de 10 ml durante 2 minutos.  

El estudio se dividió en dos partes, donde se evaluó el efecto sobre las enzimas de: 

(1) diferentes métodos de procesado y (2) de distinta condiciones de centrifugación. 
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Para la primera parte, una vez obtenida la muestra principal, se dividió en tres 

alícuotas que se procesaron de la siguiente forma (Tabla 4): 

 Sin ningún tratamiento. 

 Sometida a una centrifugación de 10000 x g durante 10 minutos a 4°C 

(Todorovic et al. 2006; Mohamed et al. 2012), el sobrenadante se traspasó a 

viales de polipropileno y se analizó. 

 En la que se introdujo un algodón del kit comercial Salivette® durante 5 

minutos para absorber la muestra y posteriormente se centrifugó el algodón a 

10000 x g durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se transfirió a un vial de 

polipropileno y se analizó. 

 

 

 

 

Para la segunda parte del estudio, con el fin de evaluar el efecto de distintas 

condiciones de centrifugación sobre la muestra, 5 alícuotas de una muestra obtenida 

sin ningún tratamiento se centrifugaron a diferentes velocidades y tiempos (Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Además de todo lo descrito, en orden de evaluar la posible variación de precisión de 

los tres métodos debido a la centrifugación, se calcularon los coeficientes de variación 

(intra e inter-ensayo) utilizando muestras de saliva “no tratada” y “centrifugada”. Para 

Tabla 4. División métodos de colección de muestras 

MUESTRA 
(n = 17) 

Alícuota 1: no tratada 

Alícuota 2: centrifugada 

Alícuota 3: algodón + centrifugación 

Tabla 5. División métodos de centrifugación de muestras para su posterior 

análisis. 

MUESTRA 

NO CENTRIFUGADA 

C1: Centrifugación 10000 x g 10 minutos a 4°C 

C2: Centrifugación 10000 x g 5 minutos a 4°C 

C3: Centrifugación 5000 x g 10 minutos a 4°C 

C4: Centrifugación 5000 x g 5 minutos a 4°C 
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ello, tres muestras de saliva se dividieron en 2 alícuotas, una de las cuales fue “no 

tratada” y otra centrifugada a 10000 x g 10 minutos a 4°C.  

La variabilidad intra-ensayo se calculó cinco veces en un mismo ensayo tras el 

análisis de las muestras de saliva. Mientras que la variabilidad inter-ensayo se 

determinó analizando la misma muestra en 5 ensayos diferentes, llevados a cabo en 5 

días consecutivos.  

Para evitar los posibles cambios que pudiesen darse al congelar y descongelar de 

forma repetitiva, las muestras se congelaron en alícuotas a -80°C y únicamente se 

utilizaron las necesarias para cada análisis. 

Análisis enzimático 

Sigue el análisis enzimático común. 

Análisis estadístico 

Sigue el análisis estadístico común. 
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Efecto de diferentes tipos de almacenamiento sobre CK, AST y LDH. 

Sujetos 

Se obtuvieron muestras de saliva no tratadas de tres individuos. 

Criterios de exclusión 

Los participantes en el estudio debían cumplir las normas referenciadas en el 

estudio anterior. Estableciéndose los mismos criterios de exclusión. 

Protocolo de obtención y conservación de muestras. 

Se prepararon dos alícuotas de cada una de las tres muestras (Figura 6). Para evaluar 

los efectos de los ciclos de congelación y descongelación (Tabla 6) y, las diferentes 

condiciones de almacenamiento sobre CK, AST y LDH (Tabla 7). 

Para la evaluación del efecto de los ciclos de congelación-descongelación (1) sobre 

las enzimas se congeló una subalícuota a -20°C y otra a -80°C (Figura 6). Se evaluaron 8 

ciclos congelación-descongelación, coincidentes con los tiempos descritos más 

adelante. 

 

Figura 6. Esquema del protocolo de obtención de alícuotas para el estudio del efecto de 

los ciclos de congelación-descongelación (1) y de las condiciones de almacenamiento (2). 

1 

2 
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Para la evaluación de las diferentes condiciones de almacenamiento (2) se hicieron 

20 subalícuotas (Figura 6) de cada una de las tres muestras (Tabla 7). Una subalícuota 

de cada muestra se almacenó a temperatura ambiente (TA). Una segunda subalícuota 

de cada muestra se refrigeró a 4°C (R). Se congelaron 9 subalícuotas a -20°C (C-20) y 

otras 9 a -80°C (C-80) de cada muestra y tras la realización de cada análisis enzimático 

se desechaba la subalícuota. 

 

 

 

 

 

 

 

Las subalícuotas se analizaron de forma inmediata (T0), a los 30 minutos (T1), 3 

horas (T2), 6 horas (T3), 24 horas (T4), 7 días (T5), 1 mes (T6), 3 meses (T7) y un año 

(T8) tras su obtención (Tabla 8). 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Grupo ciclos de congelación-

descongelación. 

Alícuota 1 
Las muestras se congelan a -20°C y se 
descongelan antes del análisis 

Alícuota 2 
Las muestras se congelan a -80°C y se 
descongelan antes del análisis 

Tabla 7. Grupos para evaluación de los diferentes tipos de 

almacenamiento. 

AT 
Muestras almacenadas a temperatura ambiente (±21°C). 
1 subalícuota x (n=3). 

R 
Muestras almacenadas a 4°C en un refrigerador.  
1 subalícuota x (n=3). 

C-20 
Muestras almacenadas a -20°C.  
9 subalícuotas x (n=3). 

C-80 
Muestras almacenadas a -80°C.  
9 subalícuotas x (n=3). 

Tabla 8. Tiempo de análisis de las muestras. 

T0 Análisis inmediato tras obtención de las muestras. 

T1 Análisis 30 minutos después de la obtención de las muestras. 

T2 Análisis 3 horas después de la obtención de las muestras. 

T3 Análisis 6 horas después de la obtención de las muestras. 

T4 Análisis 24 horas después de la obtención de las muestras. 

T5 Análisis 7 días después de la obtención de las muestras. 

T6 Análisis 1 mes después de la obtención de las muestras. 

T7 Análisis 3 meses después de la obtención de las muestras. 

T8 Análisis 1 año después de la obtención de las muestras. 
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Las enzimas se midieron mediante kits comerciales previamente validados para su 

uso en saliva, tal como se indica en el punto de análisis enzimático común.  

Análisis estadístico 

Sigue el análisis estadístico común. 

  



Material y Métodos 

 

Tomás Barranco Benacloch                                                                                                                                                          39 

 

Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en perro 

Animales para el estudio 

Los animales que se emplearon para este estudio fueron de la especie canina (Canis 

lupus familiaris). Un total de 24 hembras adultas, mestizas, sanas, que procedían de la 

Sociedad Valenciana de Protección de Animales y Plantas (SVPAP). Con una edad 

media de 5 ± 2 años, un peso medio de 20.3 ± 7.2 Kg y una condición corporal de 4-5, 

evaluada en base a una escala de 9 puntos (Laflamme D P 1997). 

El modelo animal de daño muscular, consistió en someter a los sujetos del estudio a 

un procedimiento quirúrgico convencional: ovariohisterectomía por el flanco. 

Criterios de exclusión 

En aras de detectar anomalías que pudieran introducir variaciones en los resultados 

del estudio, como por ejemplo enfermedades hepáticas o periodontales (Ozmeric 

2004; Todorovic et al. 2006), se realizó una evaluación preanestésica, consistente en 

un examen físico, medición del pulso, auscultación pulmonar y cardíaca, palpación 

abdominal, palpación de ganglios linfáticos y observación minuciosa de la cavidad oral. 

Al anterior punto se unió un análisis hematológico y bioquímico rutinario. 

Se excluyeron los datos de aquellos animales que presentaron alguna anomalía 

detectada en el examen físico o en las analíticas, prestando especial atención a la 

presencia de enfermedad periodontal evidente, dado que hay estudios sobre ambos 

analitos que indican que pueden aumentar en presencia de enfermedades 

periodontales (Todorovic et al. 2006; Luke et al. 2015).  

También se excluyeron los perros con niveles de CK y AST mayores a 250 UI/L y 50 

UI/L respectivamente, valores que son el límite superior del intervalo de referencia del 

laboratorio. 

Por último, se excluyeron también aquellos sujetos cuyas muestras de saliva no 

fueron lo suficientemente abundantes como para realizar el análisis enzimático.  
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Protocolo quirúrgico 

Las ovariohisterectomías por el flanco se realizaron en los meses de mayo y junio de 

2014, siguiendo un procedimiento previamente publicado (Howe 2006). 

Previamente a la cirugía se llevó a cabo el siguiente protocolo analgésico y 

anestésico: 5 mg/Kg intramuscular de Alfaxolona (Alfaxan® 10 mg/ml; Dechra 

Veterinary Products SLU; Barcelona; España), 0.1 mg/Kg intramuscular de Midalozam 

(Midazolam Hospira® 1 mg/ml, Roche, Madrid, España), 0.4 mg/Kg intramuscular de 

morfina (Cloruro mórfico 2%®, B-Braun, Melsungen, Alemania), inducción con 

Alfaxolona 3 mg/Kg intravascular. Mantenimiento con sevofluorano (Sevoflo®, 

EsteveVeterinaria, Barcelona, España) disuelto en oxígeno.  

En cuanto al protocolo quirúrgico se minimizaron, en la medida de lo posible, las 

variaciones, al realizarlo el mismo equipo quirúrgico, en horas similares, en todas las 

ovariohisterectomías y accediendo por el flanco. 

Postquirúrgicamente, se realizó la limpieza de la zona quirúrgica, por un lado, y la 

administración de Cefazolina (Cefazolina Normon® 1 gr, Normon, Madrid, España) 20 

mg/Kg cada 12 horas, durante 7 días, por otro. 

Protocolo obtención de muestras 

En lo que se refiere al protocolo de obtención de muestras, las muestras de saliva 

(<1 ml) y sangre (2 ml) se obtuvieron antes de la cirugía (T1), 24 horas (T2) y 3 días (T3) 

después de la misma (Tabla 9). Las muestras se recogieron siempre a las 09:00 am, tras 

14 horas de ayuno. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 9. Grupos para evaluación de los diferentes tipos de 

almacenamiento. 

T1 Muestras antes de la cirugía 

T2 Muestras obtenidas 24 horas post-cirugía 

T3 Muestras obtenidas 3 días post-cirugía 
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Las muestras de saliva se obtuvieron colocando una esponja en la boca de cada 

animal, dejándola en contacto con la mucosa del carrillo durante 1 o 2 minutos, 

posteriormente se colocaron en el tubo Salivette® para su centrifugación a 3000 x g 

durante 10 minutos (Parra et al. 2005; Tvarijonaviciute et al. 2014), y se almacenaron a 

la temperatura de -80°C hasta su análisis. 

Por otro lado, después de la recogida de saliva, se tomaban las muestras de sangre 

mediante procedimiento clínico convencional, extrayéndose de la yugular en tubos 

lisos convencionales, y centrifugándose a 2000 x g durante 10 minutos, para 

cuidadosamente separar el suero y congelarlo a -80°C. 

Análisis enzimático 

En lo que refiere al análisis de las muestras, estas se trasportaron al Interlab-UMU, 

en condiciones adecuadas: en un recipiente isotermo y con hielo seco. Todas las 

muestras se analizaron en el mismo día.  

Se evaluaron, para ambos análisis, la precisión intra-ensayo (repetibilidad), la 

precisión inter-ensayo (precisión intermedia) y la linealidad a través del coeficiente de 

correlación. 

El análisis enzimático sigue lo descrito en el apartado análisis enzimático común. 

Análisis estadístico 

Sigue el análisis estadístico común. 
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Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en 

humanos 

El objetivo de esta última parte, fue evaluar los cambios en CK, AST y LDH en saliva 

antes y después de un ejercicio intenso en humana. Para ello, estas tres enzimas se 

midieron antes y después de un partido de fútbol sala en saliva y en suero. 

Además, dado que el flujo salival (ml/min) se configura como una herramienta 

importante en la medición de analitos en saliva, se optó por expresar los resultados sin 

corregir y corregidos por el flujo salival. 

Sujetos 

Las muestras de saliva y sangre se obtuvieron de 7 sujetos, sanos, con una media de 

edad de 21.6 ± 1.2 años, una media de peso de 74.2 ± 5.1 Kg y una media de altura de 

1.73 ± 4 cm. Todos los participantes dieron su consentimiento por escrito para 

participar en esta prueba. 

Instrucciones y criterios de inclusión y exclusión 

Todos los participantes debían competir al menos 30 minutos de los 40 minutos que 

duraba el partido de fútbol sala.  

Durante las dos semanas previas a la obtención de las muestras y durante el 

procedimiento experimental se requirió a los participantes que no variasen sus hábitos 

alimenticios y se abstuviesen de tomar suplementos alimenticios. 

También se les indicó que debían abstenerse de realizar ejercicio físico durante las 

72 horas previas y las 24 horas posteriores al encuentro. 

Para cuantificar la intensidad del partido se utilizó el Índice de Esfuerzo Percibido 

(RPE, del inglés rating of perceived exertion), obteniéndose después del encuentro en 

base a la escala de Borg “CR-10” (Borg et al. 1985) para todos los jugadores, los cuales 

recibieron instrucciones previas sobre dicho índice para valorar el esfuerzo. 

Los participantes debían respetar de forma previa a la obtención de cada muestra un 

ayuno de 10 horas, excepto para la muestra T1 (30 minutos después del partido). 
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Por último, se les informó convenientemente, por escrito y de forma verbal, de los 

tiempos y procedimiento de obtención de las muestras, destacando que evitasen toser 

o aclarar la garganta, que se abstuviesen de comer, lavarse o enjuagarse los dientes, 

mascar chicle, entre otros, la hora previa a la obtención de las muestras de saliva. No 

obstante, si se permitió beber agua “ad libitum” durante el partido, cuando fuese 

posible. 

Protocolo de obtención y conservación de muestras 

Las muestras de saliva se obtuvieron por salivación sin estimulación durante un 

minuto dentro de un tubo de centrifuga de 10 ml estéril. Se centrifugaron a 5000 x g 

durante 10 minutos a 4°C y se almacenaron a -80°C hasta su análisis. 

El flujo salival se calculó dividiendo el volumen de saliva obtenido por el tiempo de 

colección. Para la determinación del volumen de saliva se pesaba la muestra de saliva 

junto con el tubo que la contenía y a continuación se restaba el peso de este último y 

se consideraban los gramos de saliva equivalentes a mililitros (Mirzaii-Dizgah et al. 

2011). 

Las muestras de sangre se obtuvieron por el procedimiento clínico convencional a 

través de la vena antecubital en tubos con EDTA y sin anticuagulante. Se determinó el 

hematocrito en las muestras de los tubos con EDTA utilizando un analizador 

automático. Las otras muestras se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos para 

obtener el suero, el cual se congeló a -80°C hasta el análisis. 

El protocolo de obtención de muestras (Tabla 10) consistió en la obtención de 

muestras antes del partido (T0) y 30 minutos (T1), 12 horas (T2) y 24 horas (T3) 

después del mismo. 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Tiempos de obtención de muestras. 

T0 Antes del partido. 

T1 30 minutos después del partido. 

T2 12 horas después del partido. 

T3 24 horas después del partido. 
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Se citó a los jugadores el día del partido a las 08:00 horas habiendo ayunado toda la 

noche y concretamente sin ingerir alimentos al menos en las últimas 10 horas, de este 

modo se obtuvieron las muestras T0. Las muestras T1 se obtuvieron 30 minutos 

después del partido. Las muestras T2 y T3 se tomaron en el laboratorio a las 8:00 horas 

de la mañana del día respectivo, previo ayuno durante la noche. 

Análisis enzimático 

Los resultados se expresaron en actividad enzimática (IU/L) y corregidos por el flujo 

de salivación, concretamente multiplicando la actividad enzimática por dicho flujo. 

Criterios de validación 

Los ensayos se validaron siguiendo procedimientos previamente descritos para las 

muestras de saliva (Jaedicke et al. 2012; García-Tamez et al. 2012) en base a la 

recuperación, la linealidad, la variación intra- e inter-ensayo y la sensibilidad:  

 Recuperación. Mediante el uso de calibradores comerciales tres 

concentraciones conocidas de cada uno de las enzimas se añadieron a las 

muestras de saliva de sujetos sanos control (n=7). Ambas muestras, a las que 

se les añadieron las concentraciones conocidas y a las que no, se analizaron 

de igual forma que las muestras analizadas en este estudio. Para cada enzima, 

se calculó el porcentaje de recuperación entre las tres muestras con adición 

de concentración conocida y su respectiva muestra sin adición en aras de 

comprobar la exactitud del ensayo.  

 Linealidad. Se analizaron diluciones (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) de las muestras 

hechas con agua bidestilada para evaluar la linealidad del ensayo. 

 Variación intra-ensayo e inter-ensayo. Por un lado se analizaron 5 réplicas de 

dos muestras distintas (con alta y baja actividad), para la variación intra-

ensayo, y en 5 ensayos diferentes en diferentes días para evaluar la variación 

inter-ensayo. 

 Sensibilidad. Para cuantificar la sensibilidad analítica se calculó el límite de 

detección. Para ello se analizaron 20 réplicas de agua destiladas. El límite de 
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detección se definió como la media de los resultados de las 20 réplicas más 2 

desviaciones estándar de la media. 

Análisis estadístico 

Sigue el análisis estadístico común. 
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Estudio de marcadores de daño muscular en saliva 
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Resultados 

A continuación se exponen los resultados obtenidos durante la fase experimental en 

los diferentes estudios, recogidos en Tablas y Figuras.  

 

 

 

 

 



Resultados 

 

Tomás Barranco Benacloch                                                                                                                                                          48 

 

Efecto de diferentes métodos de colección de saliva y su posterior procesado 

sobre CK, AST y LDH 

Cuando se evaluó la influencia de la centrifugación en la precisión de las 

determinaciones, en las muestras que no se centrifugaron los coeficientes de variación 

intra-ensayo estaban por debajo del 23%, 20% y 8% para CK, AST y LDH, 

respectivamente. En las muestras centrifugadas los coeficientes de variación no 

llegaban a superar el 8%, el 6% y el 1% para CK, AST y LDH, respectivamente. Los 

coeficientes de variación inter-ensayo para CK, AST y LDH eran inferiores al 32%, 35% y 

al 15%, respectivamente, para las muestras de saliva no sometidas a centrifugación. En 

cuanto a las muestras centrifugadas los coeficientes de variación no superaron el 9%, 

el 11% y el 3%, respectivamente. 

En la Tabla 11 se muestran los datos de CK, AST y LDH en las diferentes alícuotas: 

“no tratadas”, “centrifugadas” y centrifugadas con algodón (“algodón”). Se observa 

que los valores de CK y AST son 9.3 y 3.7 veces inferiores en las alícuotas sometidas a 

centrifugación en comparación con las alícuotas sin tratamiento (p < 0.01 y p < 0.001, 

respectivamente). Sin embargo, no se observan diferencias significativas entre las 

diferentes condiciones de centrifugación: “C1”, “C2”, “C3”, “C4” (Tabla 12). 

El uso de “algodón” produjo un descenso significativo de las concentraciones de las 

tres enzimas estudiadas en comparación con las no tratadas (Tabla 11). Sin embargo, 

únicamente se observaron descensos significativos para la LDH entre las muestras 

centrifugadas. 

Por último, el test Spearman reveló una correlación estadísticamente significativa 

entre las alícuotas “no tratadas”, “las centrifugadas” y “algodón” para todas las 

enzimas evaluadas: CK, AST y LDH (Tabla 13). 
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Tabla 11. Mediana y rango de CK, AST y LDH bajo diferentes métodos de procesado.  

Alícuota CK AST LDH 

No tratada 
256.7 

(41.4-1276.8) 
53.6 

(10.7-420.9) 
313.5 

(46.9-847.8) 

Centrifugada 
27.7 

(3.8-86.5)a 
14.3 

(1.9-45.3)b 
378.9 

(28.2-867.7) 

Algodón 
18.6 

(3.6-50.9)b 
13.6 

(1.8-48.2)b 
168.2 

(3.2-578.5)b,c 
a
 P < 0.01, 

b
 P < 0.001 en comparación con los valores de la alícuota “no tratada”. 

c 
P < 0.01 en comparación con los valores obtenidos en la alícuota “centrifugada”. 

Tabla 12. Mediana y rango de los niveles enzimáticos (CK y AST)  bajo diferentes 

condiciones de centrifugación. 

 No tratada C1 C2 C3 C4 

CK 
21.8 

(10.3-212.7) 
17.8 

(5.7-37.4) 
15.8 

(6.5-73.3) 
16.7  

(5.3-30.1) 
16.6 

(5.7-92.1) 

AST 
18.1 

(15.0-104.6) 
8.0 

(4.8-39.4) 
7.2 

(5.3-40.6) 
7.5 

(5.0-40.7) 
8 

(5.2-41.7) 

No tratada: no centrifugada. C1: centrifugada a 10000 x g durante 10 minutos a 4°C.  

C2: centrifugada a 10000 x g durante 5 minutos a 4°C. C3: centrifugada a 5000 x g durante 10 

minutos a 4°C. C4: centrifugada a 5000 x g durante 5 minutos a 4°C. 

Tabla 13. Coeficientes de correlación de Spearman entre los valores enzimáticos de las 

muestras de los diferentes métodos de procesado. 

 
Centrifugada Vs No tratada Algodón Vs No tratada Centrifugada Vs Algodón 

r P r P r P 

CK 0.389 0.01 0.678 0.01 0.880 <0.001 

AST 0.825 <0.001 0.8412 <0.001 0.957 <0.001 

LDH 0.956 <0.001 0.9455 <0.001 0.926 <0.001 
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Efecto de diferentes tipos de almacenamiento sobre CK, LDH y AST 

En las Tablas 14, 15 y 16 se exponen los resultados obtenidos en las diferentes 

condiciones de almacenamiento para los valores de CK, AST y LDH, respectivamente. 

Los resultados se muestran como medias (IU/L) en todas ellas, comparándose con el 

resultado “control” que corresponde a la media de los resultados de las muestras 

analizadas en T0 para cada analito. Los superíndices “a y b” indican la existencia de 

diferencias significativas, siendo “a” p < 0.05 y “b” p < 0.01.  

A continuación de cada tabla, se presentan los datos en gráficas, concretamente en 

las Figuras 6, 7 y 8, para los niveles de CK, AST y LDH, respectivamente, representados 

como la media de los resultados obtenidos con el error estándar. 

Los valores de CK (Tabla 14 y Figura 7) mantenidos a temperatura ambiente y en 

refrigeración tuvieron aumentos y descensos, respectivamente, significativos a partir 

de T5 (7 días). A -20°C se observaron descensos a partir de T7 (3 meses), mientras que 

a -80°C no se evidenciaron cambios significativos. Los ciclos de congelación-

descongelación produjeron descensos a partir de T7 a -20°C y no mostraron diferencias 

significativas a -80°C.  

Los valores de AST (Tabla 15 y Figura 8) a temperatura ambiente mostraron un 

descenso significativo a partir de T3 (6 horas). En refrigeración aumentos significativos 

y a -20°C descensos significativos al mes. No se evidenciaron cambios a -80°C. Los 

ciclos de congelación-descongelación produjeron descensos a partir de T5 a -20°C y se 

hallaron diferencias significativas en T8 a -80°C. 

Por último los valores de LDH (Tabla 16 y Figura 9) mostraron descensos a partir de 

T4 (24 horas) a temperatura ambiente, y a partir de T5 (7 días) en condiciones de 

refrigeración. En cuanto a congelación, aparecieron descensos significativos a partir de 

T4 (24 horas) a -20°C y a -80°C a partir deT6 (1 mes). En cuanto a los ciclos de 

congelación-descongelación, a -20°C se observaron diferencias a partir del segundo 

ciclo y no se observó ninguna diferencia a -80°C.  
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Figura 7. Estabilidad de CK (media y desviación estándar) en el tiempo ante diferentes 

tipos de almacenamiento.   

Tabla 14. Mediana y rango de CK (UI/L) bajo las diferentes condiciones de almacenamiento 

del estudio. 

 T0 
(control) 

T1 
(30 min) 

T2 
(3 h) 

T3 
(6 h) 

T4 
(24 h) 

T5 
(7 d) 

T6 
(1 m) 

T7 
(3 m) 

T8 
(1 año) 

TA 

19.4 
(16,1-26,4) 

18.7 
(14,2-32,4) 

17 
(13,1-19,3) 

14.8 
(11,6-20,6) 

10.2 
(9,4-17,4) 

56.7a 
(33,3-75,8) 

40.2a 
(27,4-139,1) 

5.2a 
(5,1-12,5 ) 

5.3b 
(2,6-6,4) 

R 19.7 
(14-23,6) 

14.4 
(14,1-19,7) 

16.8 
(12,9-24,6) 

15.3 
(13,1-17,3) 

11.6a 
(8-12) 

10.2a 
(6,7-12) 

54 
(0,5-69,7) 

8.3 
(6.6-39.8) 

-20C 20.2 
(14,5-20,7) 

18.9 
(15-19,2) 

17.4 
(11,9-22,2) 

16.5 
(12,4-20,3) 

16.3 
(14-18,1) 

14.1 
(13,3-14,2) 

8.2a 
(7,8-9,1) 

8.3a 
(5,2-9,9) 

-80C 20.3 
(15,2-21,3) 

17.8 
(13,3-24,3) 

17.2 
(12,8-22,8) 

17.1 
(13-21,9) 

16.7 
(13,8-19,8) 

16 
(14,4-20,7) 

12.4 
(9,6-19,5) 

11.2 
(9,8-14,7) 

-20DC 20.2 
(14,5-20,7) 

17.9 
(12,8-25,4) 

18.9 
(12-31,1) 

15 
(11,7-28,5) 

14.7 
(11,9-17,3) 

14.5 
(11,4-21,1) 

7.5a 
(5,6-14,1) 

7.4a 
(3,8-7,4) 

-80DC 20.3 
(15,2-21,3) 

20 
(14,3-36) 

17.8 
(15,5-22,5) 

19.6 
(16,4-24,7) 

17.8 
(13-20,6) 

18.7 
(15-32,5) 

19.6 
(9,4-20,8) 

14.7 
(10,9-15,1) 

Temperatura ambiente (TA), Refrigeración (R), Congeladas a -20ºC (C-20), congeladas a -80ºC (C-80). 

Ciclos de congelación descongelación a -20ºC (-20DC) y a -80ºC (-80DC). 

Los superíndices “a y b” indican la existencia de diferencias significativas con respecto al valor control, 

entendiendo que a (p < 0.05) y b (p < 0.01). 

(U
I/

L
) 
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Figura 8. Estabilidad de AST (media y desviación estándar) en el tiempo ante diferentes 

tipos de almacenamiento. 

  

Tabla 15. Mediana y rango de AST (UI/L) bajo las diferentes condiciones de almacenamiento 

del estudio. 

 T0 
(control) 

T1 
(30 min) 

T2 
(3 h) 

T3 
(6 h) 

T4 
(24 h) 

T5 
(7 d) 

T6 
(1 m) 

T7 
(3 m) 

T8 
(1 año) 

TA 

26 
(25,9-28,4) 

24.6 
(23,8-26,8) 

23.4 
(20,3-25,5) 

22.6a 
(17,4-23) 

19.8 
(11,9-22,4) 

106.3a 
(96,6-134,5) 

149.1b 
(130,1-218,4) 

20.5 
(12,1-72,4) 

0.9b 
(0,3-9,9) 

R 25.3 
(24,1-27,7) 

24.7 
(24,1-26,7) 

24.3 
(21,7-25,7) 

23.3 
(17,4-23,5) 

37 
(23,6-79,7) 

50.6b 
(34,4-123,4) 

24.6 
(14,9-27,5) 

2.9b 
(1,8-3,5) 

-20C 25.8 
(25,2-27,9) 

26.1 
(24,3-27,4) 

25.9 
(21,7-27,2) 

23.9 
(21,4-27,5) 

21.7 
(20,5-26,8) 

19.1a 
(18-23,8) 

15.4a 
(15,3-22,2) 

10a 
(3,1-17,6) 

-80C 25.9 
(25-28,4) 

25.8 
(24,3-27,3) 

26.8 
(23,5-27,4) 

26.8 
(21,8-26,9) 

26.1 
(20,9-26,7) 

25.4 
(19,8-26,7) 

25.5 
(19,1-27,2) 

22.6 
(15,4-24,2) 

-20DC 25.8 
(25,2-27,9) 

24.9 
(23,6-27) 

24.1 
(22,3-26,9) 

23.9 
(21,6-25,4) 

21.9a 
(20,9-23,9) 

21.2a 
(19,1-23,6) 

17.2b 
(16,7-21,6) 

6.3b 
(3,5-13,2) 

-80DC 25.9 
(25-28,4) 

25.1 
(24,6-27,7) 

24.7 
(24,3-27,7) 

24.7 
(23,2-25,6) 

24.8 
(23-26,4) 

24.9 
(22,7-26,1) 

25.4 
(23,5-26,3) 

22.9a 
(20,3-24,3) 

Temperatura ambiente (TA), Refrigeración (R), Congeladas a -20ºC (C-20), congeladas a -80ºC (C-80). 

Ciclos de congelación descongelación a -20ºC (-20DC) y a -80ºC (-80DC). 

Los superíndices “a y b” indican la existencia de diferencias significativas con respecto al valor control, 

entendido que a (p < 0.05) y b (p < 0.01). 

 

(U
I/

L
) 
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Figura 9. Estabilidad de LDH (media y desviación estándar) en el tiempo ante diferentes 

tipos de almacenamiento. 

  

Tabla 16. Mediana y rango de LDH (UI/L) bajo las diferentes condiciones de almacenamiento 

del estudio. 

 T0 
(control) 

T1 
(30 min) 

T2 
(3 h) 

T3 
(6 h) 

T4 
(24 h) 

T5 
(7 d) 

T6 
(1 m) 

T7 
(3 m) 

T8 
(1 año) 

TA 

536 
(493.7-618.2) 

543.6 
(486.6-610.1) 

527.4 
(473-590.9) 

521.6 
(457.5-574.3) 

409.8a 
(327.9-425.1) 

260.7a 
(247.4-264.3) 

71.9b 
(146.3-36) 

7.6b 
(0.9-20.7) 

0.9b 
(-1.1-2.4) 

R 539.6 
(486,2-672,6) 

541.3 
(479,7-593,8) 

526.5 
(471,1-588,1) 

519.8 
(434,7-554,6) 

379.1a 
(320,3-421,7) 

276.5a 
(114,4-345,4) 

45.6b 
(12-133,7) 

10.5b 
(0,3-42,7) 

-20C 529 
(485,2-594) 

486.8 
(453,7-559,2) 

441.3 
(435,6-485,8) 

383.9a 
(363,8-390,1) 

239.2b 
(213,4-290,5) 

147.3b 
(101,8-182,3) 

78.1b 
(49,6-92,6) 

5.3b 
(-2,4-5,5) 

-80C 542.9 
(479,9-608,5) 

508.3 
(478,2-580,4) 

487.7 
(465,8-551,2) 

454.2 
(450,4-520,9) 

424 
(421,8-475,6) 

411.1a 
(388-435,4) 

389.6a 
(371-408,7) 

354.9b 
(320,7-366,3) 

-20DC 529 
(485,2-594) 

430.6a 
(413,9-438,7) 

405a 
(395,9-408,7) 

383.9a 
(367,6-386,6) 

306.2b 
(262,8-322) 

250.7b 
(246,2-264,1) 

195.1b 
(156,2-196,4) 

6.4b 
(1,6-8,3) 

-80DC 542.9 
(479,9-608,5) 

514.6 
(472,9-593,6) 

503.6 
(476,2-583,2) 

491 
(476,5-575) 

466.9 
(447,9-553,1) 

467.8 
(466,5-548,8) 

491 
(456,8-557,8) 

441.2 
(440,4-535,4) 

Temperatura ambiente (TA), Refrigeración (R), Congeladas a -20ºC (C-20), congeladas a -80ºC (C-80). 

Ciclos de congelación descongelación a -20ºC (-20DC) y a -80ºC (-80DC). 

Los superíndices “a y b” indican la existencia de diferencias significativas con respecto al valor control, 

entendido que a (p < 0.05) y b (p < 0.01). 

(U
I/

L
) 
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Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en perro 

Los datos de evaluación analítica de las dos enzimas: CK y AST en saliva de perro 

mostraron una imprecisión intra-ensayo e inter-ensayo menor al 10%. Por su parte la 

evaluación de la linealidad mostró un coeficiente de correlación con un resultado 

próximo a 1. Los límites de detección fueron 2 IU/L para CK y 3 IU/L para AST. 

De los 24 animales empleados en la prueba experimental para evaluar como una 

ovariohisterectomía puede afectar a las enzimas en saliva, para el análisis estadístico 

se eliminaron los datos de 11 animales por no cumplir los criterios de inclusión. 

Concretamente 6 animales se eliminaron por altos niveles CK y AST en la primera 

muestra (CK y AST mayores a 250 UI/L y 50 UI/L, respectivamente), 3 animales se 

eliminaron del estudio por el bajo volumen obtenido como muestra y por último 2 

animales se eliminaron del estudio por presentar enfermedad periodontal evidente. 

El comportamiento de CK y AST antes y después de la cirugía se muestra en la Tabla 

17 y Tabla 18, respectivamente. Paralelamente los datos han sido representados en las 

Figuras 10 y 11. 

CK mostró un incremento significativo 24 horas post cirugía (T2) en saliva (1.46 

veces; p < 0.01) y suero (3.13 veces; p < 0.001) con respecto al valor previo al 

procedimiento quirúrgico. AST se incrementó significativamente también a las 24 

horas post cirugía (T2) en saliva (2.76 veces; p < 0.01) y en suero (1.84 veces; p < 0.001) 

con respecto al valor previo al procedimiento quirúrgico. A los 3 días post cirugía (T3) 

no se observaron incrementos significativos con respecto al valor prequirúrgico. 

Se encontraron correlaciones significativas positivas entre los valores salivales y 

séricos de CK (r = 0.390 p = 0.017) y AST (r = 0.333 p = 0.0439). 
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Figura 10. Gráficas de los valores de CK en saliva y suero de perro.  

Mediana y Desviación Estandar (**p < 0.01; ***p < 0.001) 

 
Figura 11. Gráficas de los valores de AST en saliva y suero.  

Mediana y Desviación Estandar (**p < 0.01; ***p<0.001)  

Tabla 17. Mediana y rango de CK (UI/L) en saliva y suero. 

 T1 (pre) T2 (24h) T3 (3d) 

Saliva 
42.8 

(17.6-55.4) 
 

62.6a 
(38.3-327) 

(1.46) 

81.1 
(12.8-200.8) 

(1.89) 

Suero 
153.1 

(41.8-237.1) 
 

479.1b 
(202.3-1633.8) 

(3.13) 

116.9 
(87.8-242.5) 

(0.76) 
El número en cursiva y entre paréntesis es el incremento respecto al valor “T1”. 

a
p < 0.01, 

b
p < 0.001. 

Tabla 18. Mediana y rango de AST (UI/L) en saliva y suero. 

 T1 (pre) T2 (24h) T3 (3d) 

Saliva 
90.4 

(47.7-135.3) 
 

250.2a 
(60.5-391) 

(2.76) 

142.8 
(73.7-361.1) 

(1.57) 

Suero 
30.7 

(16.7-55.9) 
 

56.6
b
 

(27-133.2) 
(1.84) 

31.3 
(21.3-76.6) 

(1.01) 
El número en cursiva y entre paréntesis es el incremento respecto al valor “T1”. 

a
p < 0.01, 

b
p < 0.001 
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Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en 

humanos 

En los estudios de validación todas las enzimas mostraron una linealidad con un 

coeficiente de correlación superior al 0.99 y unas variaciones intra- e inter-ensayo 

inferiores al 6%. Por último, los límites de detección fueron 2 IU/L para CK, 3 IU/L para 

AST y 10 IU/L para LDH. 

El partido de fútbol sala, con dos partes de 20 minutos y un descanso de 10 minutos, 

se jugó en el mes de marzo, comenzando a las 19.00 horas y con una temperatura 

ambiente de 22°C.  

La puntuación RPE (mediana) para el partido fue de 7 puntos en la escala. Con el 

100% de los sujetos calificando el ejercicio como fuerte y extremadamente fuerte, y 

muchos jugadores como muy fuerte. 

Los participantes en el estudio afirmaron estar completamente sanos y no ser 

fumadores. No tenían ninguna enfermedad oral o dental evidente. Además, no habían 

recibido medicación alguna el mes previo al estudio. 

Los resultados de los niveles enzimáticos en suero y saliva, antes y después del 

partido se muestran en las Tablas 19, 20 y 21. Se puede observar un incremento 

significativo de CK a las 12 y a las 24 horas después del encuentro (el incremento fue 

mayor cuando los resultados fueron corregidos teniendo en cuenta el flujo salival). 

También, se observó un incremento significativo de LDH a los 30 minutos, 12 horas y 

24 horas después del partido. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas 

entre los valores de AST en saliva antes y después del encuentro. 

Los valores medios de hematocrito fueron 45.5% antes del partido y 44.8%, 44.6% y 

45.2% a los 30 minutos, 12 horas y 24 horas después del partido, respectivamente. No 

se evidenciaron diferencias significativas en el hematocrito entre los diferentes 

tiempos. 

No se observaron correlaciones significativas entre los valores en suero y saliva para 

cada tiempo y enzima del estudio.  
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Tabla 19. Mediana y rango de CK (IU/L) en suero, saliva sin corrección y con 

corrección en base al flujo. 

 Pre 30 min post 12 h post 24 h post 

Suero 
99 

(82-159) 

180  
(141-261)a 

(1.82) 

290 
(159-620)b 

(2.93) 

219 
(121-410)a 

(2.21) 

Salivación pasiva 
21.0 

(7.90-28.6) 

30.0 
(20.9-159) 

(1.42) 

50.6 
(10.0-71.8)a 

(2.4) 

38.1 
(22.6-87.8)a 

(1.81) 

Saliva corregida 
(x10-3) 

52 
(15-57) 

82 
(20-450) 

(1.57) 

131 
(22-204)a 

(2.52) 

122 
(58-209)a 

(2.34) 
El número en cursiva y entre paréntesis es el incremento respecto al valor “Pre”. 

a
p < 0.05, 

b
p < 0.01 

Tabla 20. Mediana y rango de AST (IU/L) en suero, saliva sin corrección y con 

corrección en base al flujo. 

 Pre 30 min post 12 h post 24 h post 

Suero 
20.7 

(17.3-21.7) 
29.2 

(23.2-33.9)b 
27.4 

(21.6-33.9)b 
24.3 

(22-35.6)b 

Salivación pasiva 
25.4 

(6.4-65.1) 
21.9 

(11-70.9) 
41.8 

(9.8-77.4) 
42.5 

(17.3-67.4) 

Saliva corregida 
(x10-3) 

46 
(12-181) 

39 
(11-200) 

63 
(22-334) 

109 
(50-181) 

a
p < 0.05, 

b
p < 0.01 

Tabla 21. Mediana y rango de LDH (IU/L) en suero, saliva sin corrección y con 

corrección en base al flujo. 

 Pre 30 min post 12 h post 24 h post 

Suero 
289 

(227-331) 

418  
(381-498)b 

(1.42) 

397 
(317-401)b 

(1.37) 

355 
(322-433)b 

(1.2) 

Salivación pasiva 
326 

(74.9-496) 

472 
(196-816)a 

(1.45) 

453 
(108-1335)a 

(1.38) 

432 
(179-1215)a 

(1.30) 

Saliva corregida 
(x10-3) 

866 
(143-907) 

1203 
(243-1957) 

(1.39) 

1221 
(241-2436)a 

(1.41) 

1212 
(320-2485)a 

(1.40) 
El número en cursiva y entre paréntesis es el incremento respecto al valor “Pre”. 

a
p < 0.05, 

b
p < 0.01 
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Efecto de diferentes métodos de colección de saliva y su posterior procesado 

sobre CK, AST y LDH 

En nuestro estudio, cuando las muestras se centrifugaron la precisión de los análisis 

aumentó de forma significativa. Esto puede deberse a que las muestras de saliva 

contienen restos celulares, moco y/o restos de comida, que pueden interferir con los 

análisis y aumentar la imprecisión. 

Sin embargo, la centrifugación descendió los valores de las enzimas de menor peso 

molecular, es decir de CK y AST (80 kDa y 90 kDa, respectivamente), pero no afectó a 

LDH (140 kDa). Esto coincide con otros estudios, en los cuales se observa un descenso 

de CRP (115 kDa) y mioglobina (16.7 kDa) pero no en IgE (160 kDa) después de la 

centrifugación de las muestras de saliva (Mohamed et al. 2012), aunque la explicación 

a estos hallazgos no se conoce. 

Cuando se usó algodón se detectó un descenso significativo de LDH. El algodón ya ha 

mostrado interferencias en estudios de varios analitos en saliva humana produciendo 

un incremento de los niveles de testosterona, dehidroepiandrosterona (DHEA) y/o 

progesterona (Dabbs 1993; Shirtcliff et al. 2001), y descendiendo niveles de CRP y 

mioglobina (Topkas et al. 2012). Se ha postulado la hipótesis de que esto podría 

deberse a que LDH se adhiere a las fibras de algodón, quedando “secuestrada” y 

conllevando un descenso en los niveles detectados analíticamente (Shirtcliff et al. 

2001). 

Los valores de las enzimas en los tres tratamientos (“no tratadas”, “centrifugada” y 

“algodón”), mostraron correlaciones positivas. Y, aunque estos datos podrían indicar 

que los tres sistemas o procedimientos producen valores comparables, se debería 

recomendar la centrifugación de las muestras (con o sin el uso de algodón) ya que 

mejora altamente la precisión de los análisis. En todo caso, una vez se escoge el 

método de procesado de la muestra de saliva debería realizarse el mismo tratamiento 

durante todo el estudio para poder comparar los resultados (Mohamed et al. 2012); y 

usar intervalos de referencia específicos según el tratamiento realizado (Topkas et al. 

2012). 
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Efecto de diferentes tipos de almacenamiento sobre CK, AST y LDH 

Para cada enzima se discutirá en primer lugar el efecto de las diferentes condiciones 

de conservación sobre su estabilidad. Y posteriormente se tratará el efecto de los 

ciclos de congelación y descongelación a -20°C y -80°C para los distintos analitos.  

En nuestro estudio CK en saliva a temperatura ambiente y bajo condiciones de 

refrigeración perdió su estabilidad de forma significativa a los 7 días, lo que conlleva 

que el último punto estable conocido sea a las 24 horas. Esto coincide con un estudio 

de CK en suero, que describe pérdidas significativas de estabilidad a los 7 días en 

refrigeración (Cray et al. 2009). 

Bajo condiciones de congelación a -20°C la muestra perdió su estabilidad de forma 

significativa a los 3 meses, resultando el primer mes el último tiempo conocido con 

estabilidad. Sin embargo, a -80°C CK se mantuvo estable durante el año que duró el 

estudio. Un estudio sobre CK en suero de rata determinó que a -20°C a los 3 meses 

seguía manteniéndose estable, pero al año ya había perdido la estabilidad con una 

disminución de más de 59 veces sobre el valor control (Cray et al. 2009).  

Por último, el efecto de los ciclos de congelación sobre CK afectó significativamente 

a la estabilidad de la enzima a partir del séptimo ciclo cuando la muestra se congeló a 

la temperatura de -20°C y, sin embargo, no hubo efecto de los ciclos de congelación y 

descongelación a -80°C. Esto podría indicar que la estabilidad de la CK depende más de 

la temperatura de almacenamiento que del número de ciclos de congelación y 

descongelación. Este comportamiento se ha descrito para otros analitos en saliva 

como CgA (Escribano et al. 2014), α-amilasa (O’Donnell et al. 2009) y cortisol (Garde 

and Hansen 2005). 

Con respecto a AST, esta enzima mostró una conservación similar a la CK a 

temperatura ambiente y bajo condiciones de refrigeración, 6 horas y 1 mes, 

respectivamente. A una temperatura de -20°C fue estable sólo hasta el mes. A -80°C 

las muestras fueron estables durante toda la prueba, al igual que en CK. Los resultados 

a -20°C podrían deberse a la inestabilidad propia de la enzima en saliva, ya que, la AST 

en suero supera los 3 meses de estabilidad (Cray et al. 2009; Cuhadar et al. 2012). 
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En cuanto a los ciclos de congelación-descongelación, en contraposición a lo descrito 

para CK, parece afectar el hecho de la congelación-descongelación sobre las muestras 

y la temperatura de congelación, dado que a -20°C se observa una disminución 

significativa desde el quinto ciclo y, sin embargo, a -80°C desde el octavo. 

La LDH a temperatura ambiente pierde la estabilidad a las 24 horas, bajo 

condiciones de refrigeración a los 7 días, a -20°C a las 24 horas y a -80°C al mes. Estos 

resultados son similares a los obtenidos en un estudio de estabilidad en saliva para 

LDH, donde se evidenció un ligero descenso a las 24 horas a temperatura ambiente y 

un descenso significativo en las concentraciones tras 30 minutos a -20°C y sin 

embargo, no coinciden con los resultados obtenidos bajo condiciones de refrigeración, 

puesto que ellos refieren una estabilidad superior a los 3 meses (Alonso de la Peña et 

al. 2004). La llamativa inestabilidad de LDH a -20°C también se observa en suero 

humano, donde se mantiene estable solo durante semana (Taylor and Sethi 2011). 

Estos resultados podrían atribuirse a la labilidad de las isoenzimas LDH-4 y LDH-5 a la 

temperatura de -20°C (Rehak et al. 2000; Nagler et al. 2001). 

Un hallazgo curioso es que LDH parece más estable cuando se somete a ciclos de 

congelación-descongelación a -80°C que sin estar sometida a estos ciclos. Se deberían 

hacer trabajos en el futuro para determinar las causas de este hallazgo. 

De forma global, para almacenar muestras de saliva en las que se van a medir 

enzimas en el futuro se recomienda mantenerlas a -80°C. Debe resaltarse la 

inestabilidad que se produce bajo condiciones de conservación a -20° y que LDH es la 

enzima menos estable de todas las estudiadas y, también que los ciclos a -80°C no 

afectan para CK, afectan negativamente para AST y positivamente para LDH. 
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Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en perro 

Los resultados de validación analíticos indicaron que los métodos empleados para 

medir las enzimas en saliva de perro son precisos y lineales. 

Los niveles de CK y AST se incrementaron significativamente después de la cirugía 

sugiriendo que la ovariohisterectomía por el flanco produjo un daño muscular, hecho 

similar al que han descrito otros autores (Nevill et al. 2010). No obstante, hay que 

tener en cuenta, y no puede excluirse la posible influencia del sevoflurano (Sevoflo®, 

EsteveVeterinaria, Barcelona, España) sobre el incremento de las enzimas. En esta 

línea, un estudio con perros anestesiados de forma general con halotano evidenció 

incrementos en CK (Aktas et al. 1997). Actualmente, según nuestro conocimiento, no 

existen estudios de la influencia del sevoflurano sobre los valores de CK en suero. Para 

AST varios estudios han demostrado que el sevoflurano produce incrementos en los 

valores enzimáticos, aunque con cierta controversia en los resultados, pues por una 

parte se ha observado un incremento a las 24 horas volviendo a niveles basales a las 

48 horas (Yuan et al. 2012) y en otros estudios se describe que los niveles de AST se 

incrementan significativamente a los 7 días después de la anestesia con sevoflurano 

(Topal et al. 2003). En el caso de LDH, aunque no se evaluó en este estudio, se ha 

descrito que no hay diferencias significativas entre los valores antes y después de la 

anestesia con sevoflurano (Topal et al. 2003; Yuan et al. 2012). 

Aunque ambas enzimas mostraron incrementos en suero tras el procedimiento 

experimental, el incremento de AST fue de menor magnitud si lo comparamos con el 

incremento de CK, puesto que a las 24 horas CK había aumentado 3.13 veces y AST 

1.84 veces respecto al valor inicial o control. Esto apoya la hipótesis de que AST en 

perros es menos específica que CK para las enfermedades musculares (Chanoit et al. 

2001). De todos modos, AST se incrementó en suero, de forma similar a un estudio 

donde se describieron incrementos de AST en sangre de hasta 2 veces el valor del 

grupo control tras la realización de carreras de perros de alta intensidad (Lucas et al. 

2015).  

Nuestro estudio describe por primera vez la existencia de actividad de CK y AST en 

saliva de perros. La actividad de CK fue menor en saliva que en suero y, sin embargo, 
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en el caso de AST la actividad en saliva fue más de 4 veces superior que en suero. Los 

niveles de CK detectados en saliva suponen aproximadamente el 10% de los niveles 

encontrados en suero, resultados similares a los observados en otros estudios en 

humana (Mirzaii-Dizgah and Jafari-Sabet 2011). Por otro lado, diferentes autores han 

observado en estudios de humana que la actividad de AST en saliva es similar al suero 

(10-34 UI/L) (Todorovic et al. 2006; McPherson and Pincus 2007; Kumar et al. 2013; 

Luke et al. 2015). Sería interesante realizar estudios adicionales para determinar las 

razones que producen los altos valores de AST en saliva en comparación con el suero 

en perros. 

En nuestro estudio se obtuvieron correlaciones significativas entre las actividades de 

CK y AST en suero y saliva. De forma similar, otro estudio encontró correlaciones 

significativas (r = 0.422 p < 0.01) entre la CK en saliva y suero en humanos sometidos a 

una situación de daño muscular, concretamente de infarto agudo de miocardio 

(Mirzaii-Dizgah and Jafari-Sabet 2011). 

Después del procedimiento quirúrgico ambas enzimas se incrementaron. El 

mecanismo del incremento de estas enzimas en saliva no se conoce del todo aún. 

Aunque se ha postulado que los cambios de CK en sangre pueden conducir a un 

cambio similar, aunque en menor grado, de los niveles de este marcador en saliva 

(Mirzaii-Dizgah and Jafari-Sabet 2011). Además, podría existir una síntesis de CK en las 

propias glándulas salivales, puesto que de hecho algunos componentes de la saliva se 

producen en ellas (Aps and Martens 2005).  

Es importante recordar que la actividad de las enzimas depende de muchos factores 

como la edad, el sexo, la raza, la masa muscular, la actividad física, de las condiciones 

climáticas (Brancaccio et al. 2008) o las enfermedades (Todorovic et al. 2006), entre 

otros. Por tanto pueden encontrarse diferencias en los valores y en las respuestas 

enzimáticas dependiendo de los factores mencionados, y los valores obtenidos en este 

estudio no deberían tomarse como valores de referencia.  
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Estudio de la saliva como alternativa para evaluar el daño muscular en 

humanos 

Al igual que ocurría en el perro, los métodos empleados para medir las diferentes 

enzimas en saliva fueron precisos y lineales. 

Las concentraciones séricas de CK, AST y LDH, han demostrado ser marcadores útiles 

para la determinación del estado del tejido muscular (Tsubakihara et al. 2013). En 

nuestro estudio, las concentraciones de las tres enzimas en suero se incrementaron 

significativamente después del partido, lo que sugiere que la intensidad del ejercicio 

fue lo suficientemente alta como para producir un daño en el tejido muscular. 

Paralelamente, en la percepción del esfuerzo (RPE) se obtuvo un resultado de 7 

(mediana), calificando el ejercicio como “fuerte” y “extremadamente fuerte”, lo que es 

coincidente con otros estudios en los cuales se ha evaluado el esfuerzo en fútbol sala 

(Moreira et al. 2011). Aunque los jugadores no eran profesionales, el encuentro era la 

semifinal de una liga, lo que lleva asociado un gran nivel de competitividad, y que 

puede explicar los altos valores de RPE que se corresponderían con un esfuerzo de alta 

intensidad. El fútbol sala es un deporte que conlleva un ejercicio intenso. Este deporte 

induce fuertes contracciones del tejido muscular e implica la posibilidad de golpes o 

colisiones entre los jugadores, factores que pueden llevar a dañar el músculo y a 

producir daño muscular. 

La magnitud de aumento de CK en suero en nuestro estudio fue de 1.82 veces a los 

30 minutos después del partido, incremento que fue ligeramente inferior al observado 

en otro estudio (incremento de 2.5) en un partido de fútbol (de Moura et al. 2012). 

Estas diferencias podrían ser debidas a la intensidad de juego o al número de 

colisiones o golpes entre jugadores. La intensidad del esfuerzo y sobre todo la tasa 

metabólica pueden variar entre diferentes niveles de competición (Alvarez et al. 2009; 

Makaje et al. 2012) e incluso según el país en el que se juegue, por ejemplo los 

jugadores de fútbol sala de elite australianos juegan menos tiempo y recorren 

menores distancias que los jugadores de fútbol sala españoles (Dogramaci et al. 2011). 

Por otro lado, la hemoconcentración debida a la pérdida de líquido puede influenciar 
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los valores enzimáticos, aunque en nuestro estudio, basándonos en el valor 

hematocrito de los participantes, no se dio tal hemoconcentración.  

En general, encontramos una baja correlación entre los valores plasmáticos y la 

saliva. De forma similar se han descrito este tipo de hallazgos para otros analitos como 

en el caso del propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-ProBNP) (Foo et al. 

2012). Esta baja correlación podría explicarse por un retraso en el paso de las enzimas 

de la sangre a la saliva. Esta hipótesis se apoyaría en que existe una alta correlación en 

los valores obtenidos de forma previa al partido, en comparación a la correlación 

obtenida con todos los valores. Además, en el caso de CK la concentración en saliva fue 

menor que en suero, como se ha descrito en otros estudios (Mirzaii-Dizgah and Jafari-

Sabet 2011), lo que podría llevar a pensar en la existencia de un límite para el paso de 

CK desde el plasma a la saliva, como ha sido postulado para otros analitos como NT-

ProBNP que también mostró concentraciones menores en saliva con respecto a las 

mostradas en suero (Foo et al. 2012). 

Por otra parte, se sabe que la forma de expresar los resultados de los analitos en 

saliva, aplicando o no una corrección en base al flujo salival, puede resultar en 

importantes variaciones. En nuestro estudio cuando los resultados obtenidos se han 

corregido considerando el flujo salival se han observado mayores incrementos en CK 

después del ejercicio. Y es que, es de destacar que existe un debate sobre cuál es la 

mejor forma de expresar los cambios de los analitos salivales y especialmente los 

debidos al ejercicio físico donde el estado de hidratación o el incremento de la 

actividad simpática pueden influenciar el flujo salival y por tanto la cantidad de saliva 

secretada (Moreira et al. 2011). Por ejemplo, en el caso de una disminución de la 

secreción, la consecuente concentración podría resultar en un aparente incremento de 

las concentraciones de los analitos en saliva; y por el contrario, un incremento en la 

salivación podría tener un efecto de dilución. Por ello, una solución a estos problemas 

es expresar las concentraciones corregidas en base al flujo salival, lo que en algunos 

estudios se denomina ratio de secreción de un determinado analito, del inglés 

“secretion rate” (Bishop and Gleeson 2009; Moreira et al. 2011). 

Además de la baja correlación hallada entre las enzimas séricas y salivales, existen 

algunos factores que podrían limitar el uso de las enzimas en saliva para monitorizar el 
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estatus muscular. Uno de ellos podría ser la elevada desviación estándar que se 

muestra en los valores del estudio, lo cual refleja una gran variabilidad en los valores 

enzimáticos entre individuos. Y es que los valores de las enzimas musculares dependen 

en un grado bastante alto del individuo, con grandes variaciones entre atletas incluso 

de un mismo equipo, por lo que se recomienda realizar seguimientos individualizados 

(Proia et al. 2012; Thorpe and Sunderland 2012). 

Existen también otras causas que pueden variar los valores de las enzimas 

estudiadas y, por tanto, disminuir su especificidad, por ejemplo la CK total y CK-MB 

aumentan en la saliva de pacientes con infarto de miocardio (Mirzaii-Dizgah et al. 

2011; Mirzaii-Dizgah and Jafari-Sabet 2011). Sin embargo, se ha demostrado que los 

modelos de ejercicio intermitente como las sesiones de entrenamiento o los partidos 

de fútbol sala conllevan cambios muy pequeños sobre los marcadores séricos de daño 

cardíaco, con una limitada evidencia de lesión sobre los miocitos (Carranza-García et 

al. 2011). Basándonos en esto último un incremento de CK en saliva en reposo y no 

asociado con ejercicio físico podría sugerir un riesgo de padecer un infarto de 

miocardio. También es importante señalar que CK, AST y LDH pueden aumentar en 

saliva ante enfermedades periodontales, por ejemplo AST puede incrementarse hasta 

5 veces (Totan et al. 2006; Todorovic et al. 2006) y en el caso concreto de LDH se han 

descrito aumentos también por cáncer oral (Shetty et al. 2012). De esta forma, en 

estos casos u otros en los que se pudiesen generar aumentos de estas enzimas en 

suero, la interpretación de las mismas, como indicadores de daño muscular, debe 

hacerse con precaución. 
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Conclusiones 

1. La centrifugación de las muestras de saliva mejora altamente la precisión de los 

análisis.  

2. El método de conservación de muestras de saliva que infiere mayor estabilidad 

a largo plazo en CK, AST y LDH es a -80°C. En estas condiciones se pueden 

realizar hasta 8 ciclos de congelación-descongelación sin afectar a la estabilidad 

enzimática de CK y LDH (AST hasta 7). 

3. CK y AST se incrementan significativamente en saliva de perro después de un 

procedimiento quirúrgico que implica daño muscular. Además los valores de CK 

y AST en saliva de perro muestran una correlación significativa con los valores 

séricos. 
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4. El ejercicio de alta intensidad conlleva un incremento en las concentraciones de 

CK y LDH en saliva humana. En el caso de los resultados obtenidos para CK en 

saliva humana, se observan mayores incrementos cuando se corrigen 

considerando el flujo salival. Este hecho debe tenerse en cuenta y subraya la 

importancia de estandarizar las condiciones de muestreo y expresión de los 

resultados para estas enzimas en saliva. 

5. Existe un alto potencial clínico a desarrollar en la medición de enzimas en 

saliva, que podría emplearse para evaluar el stress y/o el daño muscular 

permitiendo la monitorización del estatus muscular, de una manera fácil y no 

invasiva.  
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Resumen 

El uso de la saliva como medio diagnóstico es cada vez más frecuente. De hecho, se 

ha podido constatar dicha utilidad en la detección de diversas sustancias, así como en 

el diagnóstico de algunas enfermedades. Por su parte, el daño muscular conlleva el 

incremento en sangre de ciertas enzimas, como CK, AST y LDH. 

El objetivo de la presente tesis doctoral es comprobar que la saliva puede usarse 

para detectar el daño muscular. Y de forma paralela evaluar cómo afectan diferentes 

condiciones de colección, procesado y almacenamiento de muestras de saliva sobre las 

enzimas de daño muscular. 

Para llevar a cabo tal objetivo se plantearon 4 estudios relacionados entre sí.  

En el primero de ellos se analizaron las variaciones enzimáticas que había entre las 

muestras de saliva sin tratar, las centrifugadas y las centrifugadas con algodón; a su 
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vez se estudiaron diferentes métodos de centrifugación, con diferentes tiempos y 

fuerzas.  

En el segundo estudio, se analizaron las variaciones enzimáticas que había en las 

muestras de saliva al someterlas a diferentes condiciones de almacenamiento en el 

tiempo: a temperatura ambiente, refrigeración, a -20°C y a -80°C. Por otro lado, 

también se evaluó la estabilidad enzimática tras varios ciclos de congelación y 

descongelación a -20°C y a -80°C. 

En el tercer lugar, se recurrió a un modelo animal de daño muscular, 

ovariohisterectomía por el flanco en perro, en el que se midieron los valores de las 

enzimas CK y AST en suero y saliva, antes y después de la cirugía. 

Por último, el cuarto estudio midió los valores enzimáticos de CK, AST y LDH en 

jugadores de futbol sala, antes y después (varios tiempos) del partido, en suero y en 

saliva. 

Tras el análisis de los resultados se llegó a las siguientes conclusiones. En el primer 

estudio se llegó a la conclusión de que la centrifugación de las muestras de saliva 

mejora altamente la precisión de los análisis. En el segundo a que el método de 

conservación más apropiado es a -80°C. Finalmente, el tercer y cuarto estudios ponen 

de manifiesto que las enzimas estudiadas se incrementan tras un evento que implica 

un daño muscular. 

En definitiva, la saliva se configura como un buen medio diagnóstico para el daño 

muscular, con gran potencial clínico a desarrollar. 
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Summary 

The use of saliva as a diagnostic medium is increasing during last years. In fact it has 

been possible to verify this utility in the detection of various substances and in the 

diagnosis of some diseases. On the other hand, muscle damage increases blood levels 

of certain enzymes such as CK, AST and LDH. 

The aim of this Thesis was to know if saliva could be used to detect muscle damage. 

And also, evaluate how the different conditions of collection, processing and storage of 

saliva samples affect to the studied enzymes. 

To achieve this objective 4 studies were performed in saliva. 
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In the first study the enzymatic variations between the saliva untreated samples, the 

centrifuged samples and the centrifuged samples with cotton were analyzed and, also 

different methods of centrifugation were studied with different times and forces. 

In the second study the stability of the studied enzymes under different storage 

conditions were analyzed. Concretely at room temperature, under refrigeration, at       

-20°C and -80°C. On the other hand the enzymatic stability was evaluated after several 

cycles of freezing and thawing at -20°C and at -80°C. 

In the third study CK and AST enzymes were measured in serum and saliva before 

and after an ovariohysterectomy. 

Finally, in the fourth study CK AST and LDH were measured in serum and in saliva in 

soccer players before and after the match  

After the analysis of the results the following conclusions were (1) the centrifugation 

of the saliva samples improves highly the precision of the analysis, (2) the best 

conservation method is at -80°C. Finally, the third and the fourth studies shown that 

the enzymes studied increased after an event involving muscle damage. 

In conclusion saliva is configured as a good diagnostic medium for muscle damage 

with great clinical potential to be developed. 
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