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RESUMEN

Introduccién: La fibronectina (Fn) es una glucoproteina pre-
sente en multiples fluidos y tejidos orgénicos, tanto en condi-
cionesfisiol égicascomo patol égicas. También enlasalivapuede
detectarse aungue en muy pequefias cantidadesy frecuentemente
en cadenas fragmentadas, induce agregacion bacterianay sus
niveles se reducen cuando aumentan los niveles de bacterias
cariogénicas o periodontopatdgenas. La capacidad infectivade
la saliva de los pacientes infectados por el virus de la
inmunodificienciahumana (VIH) se harelacionado con los ni-
veles de esta proteina. En algunas enfermedades crénicas dela
mucosa oral como es el liquen plano, la concentracion de Fn
salivar se encuentrareducida. También su cuantificacion varia
en presencia de algunos tumores como el carcinoma oral de
células escamosas, aungue no puede considerarse un factor es-
pecifico.

Objetivo: Debido alabajaconcentracion de Fnenlasaivay a
su labilidad en laforma soluble, las condiciones de recogiday
conservacion de las muestras son extremadamente importan-
tes, por ello nos proponemos en el presente trabajo estandari-
zar dichas condiciones con €l fin de poder cuantificarlade ma-
nera optima.

Material y método: Se determind la concentracion de Fn en
saliva humana de 20 personas sanas de edades comprendidas
entre 28 y 54 afios mediante técnica de ELISA, comparando la
concentracion de la proteina en muestras frescas, conservadas
24 h a4°C, o congeladas a - 40°C durante diferentes periodos
de tiempo.

Resultadosy conclusiones: Trascomparar diferentesformasde
conservacion delasmuestras de saliva, observamos quelas con-
diciones éptimas son: recoger las muestras en tubos de vidrio,
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cuantificarlas inmediatamente tras su recogida 0 como maxi-
Mo 24 horas después, conservandolas a4°C. La congelaciony
posterior descongelacién para su cuantificacion induce pérdi-
das de hasta el 60 % de la proteina.

Palabras clave: Fibronectina, saliva, cuantificacion, almace-
namiento

INTRODUCCION

Lafibronectina (Fn) es unaglucoproteina multifactorial que se
encuentra de forma soluble en la sangre, la salivay en otros
fluidos organicos (1,2) y de formainsolube interactuando con
diferentes componentes de la matriz extracelular. Sus niveles
estén positivamente rel acionados con patol ogiainfecci osaagu-
da, asi como con procesos cronicoscomo esel caso delacirrosis
hepatica o el hepatocarcinoma (3,4). Esta compuesta por dos
subunidades de 230 KDa unidas por dos puentes disulfuro con
una compleja estructura subdividida en una serie de pequefios
dominios, cadauno delos cual es es aparentemente responsable
de alguna de sus funciones, dos de ellos son los encargados de
la unién al colageno y a la fibrina asi como a las células
eucarioticas, esta habilidad reside en el N-terminal y en el do-
minio central de la secuencia respectivamente (5,6).

LaFn es un factor inespecifco de defensa en la salivacomo la
lisozima, lalactoferrina, la beta 2 microglobuling, la histidina,
lamucina, o el sistema de las peroxidasas (7), juega un papel
fundamental en los mecanismos de unién celular, es capaz de
unirse alas bacterias (8-12) y alahidroxiapatita, contribuye a
laformacion de la pelicula adquirida y de la placa bacteriana
(13). Puede encontrarse también de forma soluble en la saliva
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total o enlasalivaparotidea, submaxilar o sublingual, asi como
en € fluido crevicular (14).

Cuando laFn u otros factores de union celular disminuyen, se
reducelacapacidad de agregacién bacterianadelasalivay cuan-
do se administran a una saliva previamente depleccionada se
restaura la interaccion entre la salivay las bacterias presentes
en ella como los Streptococcus (15), por todo ello se le consi-
dera un factor responsable de la agregaci 6n bacteriana (16). En
la saliva de pacientes con enfermedad periodontal, los niveles
de Fn son inferiores que los encontrados en pacientes sanos.
Conocemos que esta proteina es una de las responsables de la
unién a las fimbrias de la Porfiromona Gingivalis (17). Asi
mismo, se ha demostrado una correlacién inversa entre los ni-
veles de Streptopcoccus mutans y laconcentracion de Fn solu-
ble en lasaliva. (18).Un estudio reciente ha demostrado que la
secuencia de aminodcidos Qrg-Gly-Asp (RGD) es €l lugar de
union de la proteina para el Streptococcus mitis (19).

La Fn interact(ia también con las glicoproteinas de la capsula
del virus de lainmunodeficiencia humana (HIV), pudiendo in-
tervenir de manera positiva en la reduccion de la transmision
del mismo (20, 21). La muerte celular en los cultivos de
fibroblastosinducidapor el perdxido de hidrégeno sevefrena
dapor laincorporacién de Fn adichos cultivos (22). En pacien-
tesconliquen plano oral, los nivelesde Fn salivar estan reduci-
dos con respecto a pacientes sanos (23). Unaisoformade ésta
proteina obtenida por glicosilacion de la Fn normal y algunos
segmentos extra de la proteina estan fuertemente
correlacionados con un elevado nimero de tumores, incluyen-
do el carcinomaoral de células escamosas, pero susniveles en
saliva no proporcionan ningun especificidad con respecto a
tumor (24) .

Los niveles de Fn en salivay otros fluidos humanos son muy
bajos (25), y su manipulacién extremadamente critica, por ello
el objetivo de este trabajo es revisar las condiciones de mani-
pulacion y almacenamiento de las muestras en condiciones
Optimas que nos permitan determinar adecuadamente los nive-
les de dicha proteina.

MATERIAL Y METODO

Serecogieron entre 7'y 10 ml de salivaestimul ada con parafina
a 20 personas de edades comprendidas entre los 28 y 54 afios
de edad. Las muestras se distribuyeron en 7 aliquotas, 4 delas
cuales fueron congeladas en tubos de vidrio con nitrégeno li-
quido tras su recogiday amacenadas a—40° C, unafue recogi-
da en un tubo de vidrio y procesada inmediatamente para la
cuantificacion de la proteina, otra fue amacenada a 4 2 C du-
rante 24 horas en un tubo de vidrio hasta su utilizaciéon y una
tercerafue conservadacomo laanterior pero en un tubo de plés-
tico. Las muestras congeladas fueron analizadas transcurridas
1, 2, 4y 8 semanas respectivamente, previa descongelacion a
37 °Cy conservacion a42 C durante el procesado. Como pro-
teina estdndar se utilizé Fn humana plasmatica (Boheringer
Mannheim) diluida en agua destiladay congeladaa—40° C.
Paracuantificar laFn se utilizé unatécnica EL1SA modificada.
Se utilizo el método de doble anticuerpo descrito por Lamberts
y cols. (26), utilizando anticuerpos anti Fn humana plasmética
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policlonal, Anti 1gG AP-conjugadade conejo (Promega Corp.),
dietanolamina a 9,7 % a un pH de 9,8 (Sigma Aldrich), Mg
SO, (ImM) (Merck Igoda S.A) y p-nitrofenol (1 mM) para
visuaizar el reconocimiento de la Fn por los anticuerpos. El
método fue modificado como se expresa a continuacion: laFn
plasmética humanafue diluidaen PBS para aplicar duplicados
en un rango de 10 - 250 ng/ml con el fin de obtener concentra-
ciones desde 1/2 (p/v) a /4, 1/10 y 1/24 (v/v). Las muestras
fueron colocadas en placas (Nunc MaxiSorp) e incubadas du-
rante 12 horas a4°C con | os anti cuerpos correspondientes, pos-
teriormente fueron lavadas con BSA libre de Fn (25). La
absorbanciafue medidaa405 nm después de 40 minutos enun
lector de ELISA (Novapath BIORAD Laboratories S.A).

Se determiné el porcentaje de pérdida de proteina en las dife-
rentes condiciones considerando la determinacion inmediata
como €l 100%, se calcularon los valores medios y los interva-
los de confianza al 95% para cada grupo de almacenamiento y
se compararon entre si mediante el andlisis de lavarianza, uti-
lizando €l test de Duncan para la comparacion de los grupos
dos ados.

RESULTADOS

Serealiz6 una curvaestdndar paralaFn plasméticahumanacon
tres experimentosindividualesy con tres ensayos para cadacon-
centracion utilizando el protocolo ELISA descrito anteriormen-
te. Como se puede ver en lafigura 1, se observa una respuesta
lineal paralas concentraciones comprendidas entre 10 y 100 ng/
ml con un coeficiente de regresion de Spearmann de 0,88.
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Fig. 1. Curvaestandar paralas diferentes concentraciones ensayadas

Curva estandar para las concentraciones comprendidas entre 10 y 250 ng/ml
de Fn plasmética humana. Cada punto representa el valor medio obtenido tras
lamedicion de tres ensayos diferentes. ( n=9) (r = 0,88).

Se cuantificaron los val ores de proteina para cada unade las 20
muestras y para cada una de las formas de conservacion (N=
120) y se observo que para las muestras conservadas durante
24 horasa4°C, se produciaunapérdidadel 10 %, mientras que
si las muestras se amacenaban en tubos de plastico, las pérdi-
das eran superiores; asi mismo cuando eran congeladas aun
conservandolas en tubos de vidrio, se producian pérdidas de
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proteina en un rango entre el 40y el 60 % como se observaen
lafigura 2.
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Fig. 2. Porcentaje de pérdidade proteina segtin | as condiciones de conservacion.
Porcentaje de pérdidade Fn en cadaunade | as condiciones de almacenamiento
con respecto ala cuantificacién inmediata considerada el 100%.

B: Muestras conservadas 24 h a 4°C en tubos de pléstico

C: Muestras conservadas 24 h a4°C en tubos de vidrio

D, E, F, G: Muestras conservadas a— 40 °C en tubos devidrio durante 1, 2, 4y
8 semanas respectivamente

Latabla 1 muestralos valores mediosy los interval os de con-
fianzaal 95 % para cada condicion de almacenamiento, no en-
contrandose diferencias significativas entre los niveles de pro-
teina medidos inmediatamente tras su recogiday los obtenidos
tras 24 horas de almacenamiento en un tubo de vidrio a 4°.
Ambos grupos muestran diferencias estadisticamente signifi-
cativas con todos |os demas.

Media de Fn ng/ml IC at 95 %
Cunatificacién
) ) 127,41+ 66,50 - 188,32
inmediata
Almacenamiento 24 h,
4°C en tubos de plastico 114,03 + 2,75- 225,30
Almacenamiento 24 h, %
4°C en tubos de vidrio 12354 64,85 - 182,23
Congeladas 1 semana 72,74 +* 44,05 - 101,43
Congeladas 2 semana 56,09 + * 31,06 - 81,12
Congeladas 4 semana 58,16 + * 31,67 - 84,66
Congeladas 8 semana 50,32 + * 26,69 - 74,35

Tabla 1. Valores medios e interval os de confianza para cada una delas formas
de conservacion.

+, * Representa los grupos entre los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.
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DISCUSION

L os resultados obtenidos muestran importantes pérdidas de Fn
inmunoreactivaen salivaa macenada con | os sistemas habitua-
les de conservacion y almacenamiento, este hecho ha sido de-
mostrado por otros autores en muestras de diferentes fluidos
orgénicos (26), pero el ato porcentgje de pérdidas en lasaliva
es un hecho que se debe de considerar de cara ala manipula
Cidn cuidadosa de las muestras.

La conservacion en pléstico de las muestras o la simple mani-
pulacion de la salivacon instrumental pléstico favorece la pér-
dida de proteina, ya que ésta se coapta en las paredes del tubo.
La conservacion durante 24 horas en tubo de vidrio a4°C pro-
duce pérdidas poco apreciables, mientras que cualquier otra
forma de conservacion de | as evaluadas produce pérdidas muy
importantes.

El almacenamiento a—40°C, y su posterior descongel acién pro-
porciona pérdidas muy importantes, probablemente més rela-
cionadas con el proceso de descongelacion que con la propia
congelacion de las muestras. También es posible que la presen-
cia de factores de degradacion de la proteina presentes en la
sdlivatotal (27) y la conocida labilidad de la proteina en pre-
senciade agua (28) den como resultado laincapacidad de los
anticuerpos utilizados en el ensayo para reconocerla. La gran
capacidad de la proteina para unirse alas células y alamatriz
extracelular puede afectar aestagran reduccién durante el pro-
ceso de descongelacion.

Un hecho importante es que el antisuero de conejo permite la
union a seis fracciones de la proteina (230, 200, 110, 85, 75y
65 KDa), asi como a la proteina completa, mientras que €l
antisuero monoclona de ratdn reconoce solo la molécula de
230 KDague no estapresente en lasalivatota (29), este aspec-
to es sumamente importante en cuanto a la metodologia de
cuantificacion dela proteina, ya que con antisuero monoclonal
de ratdén, no podriamos detectarla.

Como conclusion podemos decir que la recogida de muestras
de saliva para cuantificar Fn debe de realizarse en tubos de vi-
drioy quelas muestras deben procesarse como méaximo trans-
curridas 24 horas de su recogida y durante éste tiempo deben
conservarse a4°C. La congelacion y posterior descongelacion
de las muestras produce pérdidas de hasta el 60 % de la protei-
na con respecto alos valoresiniciales.
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ENGLISH

Optimal assay conditions
for quantifying fibronectin in
saliva

LLenA-Puy MC, MonTaRANA-LLORENS C, FORNER-NAVARRO L
.OPTIMAL ASSAY CONDITIONS FOR QUANTIFYING FIBRONECTIN IN SA-
LIVA. Mep OraL 2004;9:191-6.

ABSTRACT

Introduction: Fibronectin (Fn) is a glycoprotein that is present
in many body fluids and tissues in both physiological and
pathological conditions. It can also be detected in the saliva,
although only in very small quantities and frequently in broken
chains. It induces bacterial aggregation and itslevelsfall when
those of cariogenic or periodontal pathogenic bacteriarise. The
infective capacity of the saliva of patients infected by human
immunodeficiency virus (HIV) has been linked to the level s of
this protein. In some chronic conditions of the oral mucosa,
such as oral lichen planus, the concentration of salivary fibro-
nectin is lower than usual. Fibronectin quantity also variesin
the presence of some tumours, such as oral squamous cell car-
cinoma, athough it cannot be considered a specific factor.
Aims: Dueto thelow Fn concentrationin salivaand itslability
in the soluble form, sample collection and conservation
conditions are extremely important. The aim of this study is
therefore to standardise these conditions so that the Fn can be
quantified in an optimum manner.

Materials and methods: The Fn concentration in human saliva
was determined in 20 healthy subjects aged between 28 and 54
by means of the ELISA technique and the concentration of the
protein in fresh sampleskept at 4°C for 24 hours was compared
with that of frozen samples kept at —40°C for different periods
of time.

Results and Conclusions; After comparing different ways of
conserving the saliva samples, we found that the optimum
conditions were to collect the samples in glass tubes and to
guantify them immediately after collection or conserve them at
4°C and quantify them within amaximum of 24 hours. Freezing
and later thawing for quantification induced losses of up to 60%
of the protein.

Key words: Fibronectin, saliva, quantification, storage

INTRODUCTION

Fibronectin (Fn) is a multifactor glycoprotein that is found in
soluble form in the blood, saliva and other body fluids (1, 2),
while the insoluble form interacts with several extracellular
matrix components. Fn levelsare positively correlated to acute
infectious pathology as well as to chronic processes such as
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cirrhosis of theliver or liver carcinoma (3, 4). Fn is composed
of two 230 KDa sub-unitslinked by two disul phide bonds with
acomplex structure, subdivided into a series of small domains,
each of which ONE is apparently responsible for certain of its
functions. Two of these, the N-terminal and the central domain
of the segquence respectively, are in charge of binding to the
collagen and fibrin and to the eukaryotic cells (5, 6).

Fn is a non-specific defence factor in saliva, like lysozyme,
lactoferrin, beta 2 microglobulin, histidin, mucin, or the
peroxidase system (7). It plays an essentia rolein cell-binding
mechanisms, is capable of binding to bacteria (8-12) and to
hydroxyapatite and contributesto acquired pellicle and bacterial
plague formation (13). It can aso be found in soluble form in
the total saliva or in the parotid, submaxillary or sublingual
saliva, aswell asin the crevicular fluid (14).

The bacterial aggregation capacity of salivais lessened when
the Fn level or other cell binding factors decreases and
administering them to a previously depleted salivarestores the
interaction between the saliva and the bacteria present in it,
such as Streptococcus spp (15). Consequently, Fnisconsidered
to bea factor that isresponsible for bacterial aggregation (16).
Fn levelsin the saliva of patients with periodontal disease are
lower than in healthy patients. We know that this proteinisone
of thefactorsresponsiblefor Porphyromonagingivalisfimbriae
binding (17). An inverse correlation between Streptococcus
mutans levels and the concentration of soluble Fnin the saliva
has also been shown to exist (18). A recent study has shown
that the Qrg-Gly-Asp (RGD) amino acid sequence is the
protein’s binding domain for Streptococcus mitis (19).

Fn also interacts with the glycoproteins of the human
immunodeficiency virus (HIV) capsule and can have apositive
effect in reducing the transmission of this virus (20, 21).
Hydrogen peroxide induced cell death in fibroblast culturesis
slowed when Fnisadded to these cultures (22). In patientswith
oral lichen planus, the levels of salivary Fn are lower than in
healthy patients (23). An isoform of this protein obtained by
glycosylation of norma Fn and some extra segments of the
protein is strongly correlated with alarge number of tumours,
including oral sqguamous cell carcinoma, but itslevelsin saliva
do not exhibit any specificity in relation to the tumour (24).
Fn levels in saliva and other human fluids are very low (25)
and sample handling is critical. Consequently, the aim of this
study isto review the optimum conditions for sample handling
and storage in order to permit an appropriate determination of
the levels of this protein.

MATERIALS AND METHODS

Between 7 and 10 ml of paraffin stimulated whole salivawere
collected from 20 subjects aged between 28 and 54 years. The
samples were divided into 7 aliquots. Four were collected in
glasstubes, frozen immediately with liquid nitrogen and stored
at —40°C, one was collected in a glass tube and processed
immediately to quantify the protein, another was stored in a
glass tube at 4°C for 24 hours before being used and the last
was stored in the same way but in a plastic tube. The frozen
sampleswereanalysed at 1, 2, 4 and 8 weeksrespectively. After
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thawing at 37°C, they were kept at 4°C while being processed.
Human plasmaFn (Boheringer Mannheim), diluted in distilled
water and frozen at —40°C, was used as the standard protein.
A modified EL1SA technique was used to quantify the Fn. The
double antibody method described by Lamberts et a. (26) was
used to identify Fn recognition by the antibodies, employing
polyclonal anti-human plasma Fn antibodies, AP-conjugated
anti-rabbit 1gG (Promega Corp.), 9.7% diethanolamine, pH 9.8
(Sigma Aldrich), Mg SO, (ImM) (Merck Igoda S.A) and p-
nitrophenol (1mM). The method was modified as follows: the
human plasmaFn was diluted in PBSin order to use duplicates
in a 10 to 250 ng/ml range to obtain concentrations from 1/2
(w/v) to 1/4, 1/10 and 1/24 (v/v). The sampleswere placed on
plates (Nunc MaxiSorp) and incubated for 12 hours at 4°C with
the respective antibodies. They were then washed with
fibronectin-free BSA (25). The absorbency was measured at
405 nm after 40 minutes in an ELISA reader (Novapath
BIORAD Laboratories S.A).

The percentage protein loss was determined for the different
conditions, taking the immediate determination as 100%. The
average values and 95% levels of confidence were calculated
for each storage group. All the data were compared by analysis
of variance and Duncan’ stest was used for pai rwise comparison.

RESULTS

A standard curvefor the human plasmaFn was cal culated from
the average of the three assays per concentration, using the
ELISA protocol described above. As can be seen in figure 1,
the concentrationsfrom 10 to 100 ng/ml show alinear response
with a Spearman regression coefficient of 0.88.

[ N

Abs 405 nm
o o o o
M R o o

o

50 100 150 200 250 300
ng Fn/ml

o

Fig. 1. Standard curve for the different concentrations assayed.

Sandard curve for human plasma Fn concentrations between 10 and 250 ng/
ml Each point represents the average value of the measurements from three
different assays. (n=9) (r = 0.88).

The protein values were quantified for each of the 20 samples
and each of the conservation methods (N=120). A 10% loss
was observed in the samples kept in glass tubes for 24 hours at
4°C and the loss was greater if the sampleswere kept in plastic
tubes. For thefrozen samples, despite being stored in glasstubes,
the protein lossfigureslay in arange of 40% to 60%, as may be
observed in figure 2.

Fibronectina en saliva / Fibronectin in saliva

120 -
Fn 100
80
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0 |

20
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Fig. 2. Percentage protein loss according to conservation conditions.
Percentage Fn loss for each of the storage conditions, taking immediate
quantification as 100%.

B: Samples kept for 24 hours at 4°C in plastic tubes

C: Samples kept for 24 hours at 4°C in glass tubes

D, E, F, G: Samples kept at —40°C in glass tubes for 1, 2, 4 and 8 weeks
respectively

Table 1 showsthe average values and 95% confidenceintervals
for each set of storage conditions. No significant differences
were found between the protein levels measured immediately
after collection and those obtained after being stored in aglass
tube for 24 hours at 4°C. Statistically significant differences
were found between these two and al the other groups.

Average Fn in mg/ml 95% CI

Immediate 127.41+ 66.50 — 188.32
quantification

Stored for 24 hours at

4°C in plastic tubes 114.03 + 275 = 22530
Stored for 24 hours at

4°C in glass tubes 12354 64.85 — 182.23
Frozen for 1 week 7274 +* 44.05 — 101.43
Frozen for 2 weeks 56.09 + * 31.06 — 81.12
Frozen for 4 weeks 58.16 + * 31.67 — 84.66
Frozen for 8 weeks 50.32 + * 26.69 — 74.35

Table 1. Average values and confidential intervalsfor each of the conservation
methods.
+,* Groups where statistically significant differences were found

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The results obtained showed high losses of immune-reactive
immunoreactive Fnin salivawhen stored by theusua conservation
freezing and storage methods. Although thishasbeen demonstrated
for samplesof different body fluids by other authors (26), the high
percentage of losses in sdivais afact that should be considered
with aview to careful handling of the samples.

Simply keeping the samples in plastic or handling the saliva
with plastic instrumentsfavoursprotein loss, asthe protein coats
on the tube walls. Conservation for 24 hoursin a glass tube at
4°C causes minor losses but any of the other storage methods
investigated causes very high losses.

Storage at —40°C and subsequent thawing causes very high
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losses. These are probably related more to the thawing process
than to the freezing of the samplesin itself. It is also possible
that the presence of protein degradation factorsin thetotal sali-
va(27) and thewell-known lability of the proteinin the presence
of water (28) result in the antibodies used for the assay being
unable to recognise it. The protein’s considerable capacity for
binding to the cellsand the extracellular matrix may be afactor
in high losses during the thawing process.

Oneimportant fact isthat the rabbit antibody allows binding to
six fractions of the protein (230, 200, 110, 85, 75 and 65 KDa),
aswell asto the complete protein, whereas mouse monoclonal
anti-serum only recognises the 230 KDa molecule, which is
not present in the total saliva (29). This aspect is extremely
important in rel ation to the protein quantification methodol ogy,
as it would not be possible to detect the protein with mouse
monoclonal anti-serum.

In conclusion, saliva sample collection to quantify Fn should
be performed with glasstubes, the samples should be processed
no later than 24 hours after collection and during thistime they
should be stored at 4°C. Freezing and thawing the samples cau-
ses losses of up to 60% of the initial values of the protein.
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