UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DEPARATMENTO CIENCIAS FiSICAS Y QUIMICAS
AREA DE BIOQUIMICA

“ALTERACIONES MOLECULARES DE LA SALIVA DE PACIENTES
AFECTADOS POR PAROTIDITIS CRONICA RECURRENTE INFANTIL Y SU
CORRELACION CON EL COMPROMISO GLANDULAR’

JIMENA PAZ TORRES CHOMON

TRABAJO DE INVESTIGACION ]
REQUISITO PARA OPTAR AL TITULO DE
CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL
Prof. Dra. Irene Morales Bozo

TUTORES ASOCIADOS
Dra. Mirtha Landaeta Martinez
Prof. Dra. Blanca Urzua Orellana

Santiago — Chile
2005



Dedico este trabajo a mi familia
por su apoyo constante durante
estos seis anos de estudio, y a mis

amigos.






AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer en forma general a todas las personas que participaron en mi
formacion profesional; compafieros, profesores, ayudantes, auxiliares, etc.
También quiero agradecer de manera particular, a mi tutora principal Dra. Irene
Morales Bozo, por su acogida desde la primera instancia en el desarrollo de
ésta tesis, por su paciencia, por darme su confianza, por compartir su tiempo
conmigo, por su gran dedicacion, por su alegria, y finalmente por ensefiarme
con mucho carifio todo lo que significa realizar un correcto trabajo de
investigacion.

A la Dra. Blanca Urzua Orellana, tutora asociada, por su disposicion, acogida,
alegria, carifio y simpatia.

A la Dra. Mirtha Landaeta Martinez, tutora asociada, por su participacion en
todo lo relacionado con los pacientes y controles el Hospital San Juan de Dios.
Al Dr. Rubén Leon Berrios, por su gran acogida, disposicion, paciencia, carifio
y amistad, durante el proceso de realizacion de mi trabajo.

A Alvaro Pinochet, por su gran ayuda en el trabajo de laboratorio.

A Raul Montalban, por su gran aporte con la toma de muestras.

A Cecilia Coccola, por compartir en el laboratorio y su amistad.






INDICE

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

SUGERENCIAS

RESUMEN

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

19

19

19

21

27

47

56

57

59

61



INTRODUCCION

La Parotiditis Cronica Recurrente Infantil (PCRI) es una enfermedad de
etiologia desconocida, que se caracteriza por la inflamacién recurrente de una o
ambas glandulas parétidas. Afecta generalmente a nifios desde la infancia
temprana hasta la adolescencia, momento en el que tiende a remitir sin causa
aparente. La inflamacion de la glandula se manifiesta como un aumento de
volumen doloroso que puede durar dias, semanas o0 meses. Las recurrencias se
presentan en forma imprevista y sin una frecuencia determinada,
comprometiendo la calidad de vida del paciente (1).

Puesto que se desconoce el mecanismo etiopatogénico de esta
enfermedad su tratamiento es controversial, el que puede variar desde una
estimulacion fisica de la glandula, hasta la extirpacion de la misma (1).

El diagnodstico es clinico y se confirma mediante sialografia. Este examen
complementario, se utiliza también para el seguimiento clinico de la enfermedad
y a pesar de su relativa invasividad, es el método que se utiliza con mas
frecuencia (1, 2, 10). No es posible realizar un analisis directo del tejido
glandular, debido a que la biopsia parotidea se encuentra restringida a casos

extremos, dada la proximidad anatdomica con el nervio facial. Otros medios de



analisis imagenoldgicos no constituyen examenes de rutina y son de alto costo.

Por estas razones, el analisis molecular del producto de secrecion
glandular: la saliva, adquiere especial relevancia en esta patologia dada la poca
invasividad del método. La utilizacion de la saliva como un fluido diagndstico de
enfermedades bucales o sistémicas es un area de activa investigacion y queda
demostrada en patologias como el Sindrome de Sjogren e irradiacién
terapéutica del territorio maxilo-facial, entre otras (52, 53, 56, 57, 58).

Sin embargo, se conoce poco acerca de la calidad de la saliva de los
pacientes con PCRI. El enfoque de la sialoquimica aplicada al estudio de la
PCRI se ha basado en la determinacion de los niveles de algunas proteinas
particulares, especialmente aquellas que tienen relacion con procesos
inflamatorios. Aunque la informacién lograda por esta aproximacion
experimental ha permitido describir cambios salivales asociados a la alteracion
glandular, no ha hecho posible generar una vision global del mecanismo
etiopatogénico de esta enfermedad. En el presente trabajo, se propone realizar
un analisis molecular de la saliva en una poblacion afectada con PCRI y una
poblacion de individuos clinicamente sanos. Adicionalmente, se propone
correlacionar las posibles alteraciones salivales de los pacientes con PCRI, con
el compromiso clinico y sialografico de la enfermedad. Un analisis de esta

naturaleza, permitiria determinar si es posible detectar en la saliva de estos



pacientes, moléculas involucradas en fendmenos destructivos de la glandula
que permitiesen obtener informacion sobre la etiopatogenia de esta

enfermedad.



MARCO TEORICO

Parotiditis Cronica Recurrente Infantil (PCRI):

La PCRI se define como una inflamacion parotidea, generalmente
asociada a una sialectasia no obstructiva glandular. Se caracteriza por
episodios recurrentes de aumento de volumen inflamatorio de una o ambas
glandulas parétidas, acompafnados ocasionalmente de fiebre y malestar
general. Estos episodios se alternan con intervalos de remisién de semanas o
meses, en los que la glandula se observa clinicamente asintomatica (1,2). El
primer episodio puede presentarse entre los 3 meses y los 13 afios de edad;
aunque, la enfermedad se inicia con mayor frecuencia entre los 2 y los 6 anos.
El numero de recurrencias es variable en cada individuo, siendo el patrén mas
frecuente el de una recurrencia cada 3 o 4 meses. La frecuencia de
recurrencias es mas alta alrededor del primer afio de escolaridad, para luego
disminuir y mantenerse con un comportamiento impredecible en cada sujeto
hasta la adolescencia. El cuadro clinico se acompafia de un compromiso del
estado general en grado variable, con predominio de sindrome febril
moderado. Aunque, en algunos casos el compromiso del estado general obliga
a la hospitalizacién del paciente, con tiempo de estadia de alrededor de una

semana (4). Los episodios de aumento de volumen se asocian a patologia



respiratoria como resfrio, amigdalitis, neumonitis y bronquitis (3,4). Esta
patologia afecta a individuos de ambos géneros en una proporcion
relativamente similar. Se manifiesta preferentemente en forma unilateral y
cuando se presenta en ambas glandulas pardtidas, afecta en forma
predominante a una de ellas. El aumento de volumen parotideo es
marcadamente doloroso y la piel de la zona puede presentarse enrojecida. En
la glandula comprometida se produce una evidente disminucion del flujo
salival, la secrecion se observa viscosa y con acumulo de material de aspecto
mucoso-purulento y de color blanquecino (1, 2,4). El aumento de volumen
inflamatorio puede tener una duracién de 24 a 48 horas, 1 a 2 semanas y, en
algunos casos meses. Luego de este periodo, con un aparente retorno a la
normalidad, la glandula permanece en estado quiescente hasta un nuevo
episodio inflamatorio. Después de la pubertad, los sintomas disminuyen
pudiendo desaparecer completamente sin causa aparente, aunque en algunos
casos la enfermedad puede persistir en el individuo adulto (1, 2, 4, 9).

Se desconocen los agentes etiologicos de la PCRI. Entre los factores
asociados propuestos como causales se describen: malformaciones ductales
congénitas, factores genéticos, alergias, manifestaciones locales de
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, etc. (1, 2, 64, 65). Sin

embargo, ninguna de estas hipotesis ha podido ser demostrada y, hasta la



fecha, la etiopatogenia de esta enfermedad sigue siendo desconocida.

En un intento por dilucidar la causa de este cuadro clinico, se han
realizado estudios microbioldgicos de la secrecion parotidea. Un estudio sobre
la presencia de virus en la saliva parotidea de individuos portadores de esta
enfermedad, excluiria a los principales virus respiratorios vy al virus parotiditis
como posibles agentes causales de ella (3). En estudios bacteriolégicos,
Concheiro y cols., reportan la presencia de una flora mixta de cocos Gram
positivos (9). El estudio de Giglio y cols., revela el hallazgo de Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus viridans y/lo Moraxella
catarrhalis en el 80% de los casos estudiados (11). Estos resultados, sin duda,
permiten comprender mejor el proceso patoldgico. Sin embargo, el hecho de
que el proceso glandular sea principalmente de tipo inflamatorio, que el
compromiso del estado general sea usualmente moderado, la existencia de la
modalidad unilateral en pacientes portadores de la flora bacteriana descrita
asociada a este cuadro y el que haya un numero de casos en que los cultivos
bacterianos resultan negativos, impiden aseverar que el origen de esta

enfermedad sea de tipo infeccioso.



Diagnéstico de PCRI:

El diagndstico de PCRI se basa en la historia clinica y se confirma con
sialografia. Este examen consiste en la inyeccién de un medio de contraste
iodado a través del conducto de Stenon. Este procedimiento permite opacificar
los conductos de la glandula y evidenciar las dilataciones ductales como una
imagen radiografica tipica de ciruelo en flor. De acuerdo a las imagenes de
llenado glandular, la sialectasia puede presentarse como punteada, globular,
cavitaria, destructiva o combinaciones de ellas (1, 10). Estas imagenes serian
el reflejo del estado inflamatorio en el que se encuentra el tejido glandular. El
analisis histopatoldgico del tejido glandular extirpado a pacientes con PCRI, ha
permitido observar un infiltrado linfocitario, con tendencia a formar foliculos
linfoides alrededor de ductos interlobulares dilatados (sialectasia). El epitelio
ductal muestra hiperplasia y metaplasia con un patrén pseudoestratificado
cilindrico (1,5, 8).

Se postula que la sialografia no sélo permitiria confirmar el diagndstico
sino también seguir la evolucion del estado glandular (10). Sin embargo,
estudios experimentales indicarian que esta situacidon no siempre resulta
consistente. Asi, se debe tener presente que la PCRI puede ocurrir en
ausencia de una imagen sialografica de sialectasia (1,9). Adicionalmente, se

debe considerar que los cambios sialograficos son usualmente bilaterales



aunque la inflamacién sea unilateral, no existiendo una explicacién para este
hecho (1,2, 6,9). Esta ultima evidencia permitiria suponer la existencia de una
alteracion glandular subclinica. En el ultimo periodo se ha utilizado la
ultrasonografia como apoyo al diagndstico, el que seria de utilidad por ser un
método no invasivo. Estas imagenes muestran un aumento de volumen
parotideo difuso, con disminucion en la ecogenicidad de la glandula y multiples
imagenes nodulares hipoecogénicas en el parénquima, que probablemente
representarian sialectasias e infiltracion linfocitaria (1, 6). La mayoria de los
reportes clinicos sobre el diagndstico mediante ultrasonografia establecen una
correlacion con la imagen sialografica. (5, 6, 9). Se ha informado de casos en
los que la sialografia no es compatible con el diagnoéstico, mas la
ultrasonografia muestra compromiso glandular bilateral (13). En otros reportes
se sefala que la ultrasonografia seria mas sensible en la deteccion del
compromiso glandular, tanto para el diagnéstico como en el seguimiento de la
enfermedad (8). Aunque estos estudios sugieren que la ultrasonografia tendria
una mayor sensibilidad y especificidad, la escasez de equipamiento y personal
entrenado para la ejecucion de este examen diagndstico dificulta su utilizacion

en la practica diaria.



Tratamiento de PCRI:

Puesto que la etiologia de PCRI sigue siendo un misterio y dado que el
curso clinico de la enfermedad es de naturaleza variada, no existe consenso
en relacion a su manejo terapéutico. Al analizar la literatura especializada, se
observa que los pacientes son atendidos por distintos especialistas, que
indican variadas terapias para el manejo de una misma entidad patoldgica.
Entre los tratamientos propuestos se encuentran:

1) Incrementar el flujo salival mediante maniobras fisicas como: calor local,
masajes glandulares, masticacion de chicles, consumo de caramelos
acidulados (5, 6). En general, estas maniobras se indican especialmente para
la prevencién de las recurrencias, aunque la inflamacion de la glandula es
subita y el aumento de volumen se produce en unas pocas horas.

2) En otros reportes se indica que los episodios de recurrencias son tratados
con antiinflamatorios no esteroidales (7, 6), los que pueden ser combinados
con sialogogos, antihistaminicos, lisozima y antibidticos (9).

3) Sustentados en los resultados obtenidos con el uso de mucoliticos en
patologias como el Sindrome de Sjogren y Xeroftalmia, en el Servicio de
Cirugia del Hospital Roberto del Rio se plantea el uso del bromhexina en dosis
de 4 mg cada 8 horas para el tratamiento de la fase de recurrencia de esta

patologia (7).
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4) Basados en la observacion de que en un numero importante de pacientes
se produce la desaparicion de los sintomas con la sialografia y con la hipotesis
de que el medio de contraste tendria un efecto antiséptico, en el Servicio
Maxilo Facial Infantil del Hospital San Juan de Dios se propone un esquema
terapéutico consistente en lavados intraglandulares periédicos via conducto
excretor parotideo con un antiséptico yodado. El tratamiento se extiende por el
tiempo necesario para que la glandula presente una imagen sialografica
compatible con normalidad. En casos de compromiso del estado general
importante, el tratamiento se combina con un esquema antibiético de
amoxicilina (4).

5) Otro estudio propugna el tratamiento de la fase activa por medio de la
inspeccion del conducto de Stenon con un sialendoscopio para realizar un
lavado glandular con solucién salina bajo anestesia general. Una vez lavado el
conducto, se inyecta en la glandula, 100 mg de hidrocortisona. Estas
maniobras se complementan con una terapia antibidtica de amoxicilina-acido
clavulanico intravenosa (13).

6) En algunos casos con dafio glandular severo e irreversible como resultado
de episodios agudos de larga duracién, se postula como medida terapéutica la
ligazén del conducto excretor para lograr la atrofia glandular (2, 5).

7) Como ultimo recurso y solo en casos severos, en los que las demas
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medidas terapéuticas son inutiles, se realiza la parotidectomia parcial o total
con la complejidad que implica este procedimiento dada la proximidad con el
nervio facial (2,5). Es posible encontrar en la literatura casos extremos en los
que se ha realizado la parotidectomia bilateral en nifios de 11 afios de edad
(12).

A pesar de que el proceso patolégico en la PCRI es de caracter
eminentemente inflamatorio, como lo indica la histopatologia, en la mayoria de
los reportes se indica que los esquemas terapéuticos se combinan con
antibioterapia. Los agentes antimicrobianos mas frecuentemente utilizados
son: amoxicilina, amoxicilina combinado con acido clavulanico via oral o
sistémica y cefalosporinas de primera generacion (1,4, 5, 6,9). Claramente,
esta terapia se indica para disminuir el compromiso del estado general y evitar
un compromiso mayor del paciente. Sin embargo, no se puede negar el riesgo
de generar resistencia microbiana, por el uso recurrente de estos farmacos
para tratar una enfermedad en la que no se tienen evidencias certeras acerca
de su origen bacteriano. Situacion que se ve agravada por el hecho de que, en
algunos estudios se indica penicilina o cloramfenicol en forma topica, para el
lavado de la glandula en los periodos de agudizacion.

Frente a tan amplio espectro de esquemas terapéuticos, no existe un

consenso acerca de cémo tratar esta enfermedad. A pesar de que la mayoria
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de los estudios reporta un porcentaje de éxito variable, con ninguno de los
tratamientos propuestos, ha sido posible evitar o prevenir totalmente las
recurrencias de esta enfermedad. La tendencia general propenderia a que, el
tratamiento se enfoque principalmente al alivio de los sintomas, la disminucion
del periodo de actividad y prolongacién del periodo de quiescencia, la
prevencién del compromiso grave del estado general y a evitar, de la mejor
manera posible, el dafio del parénquima glandular producido por la inflamacion

recurrente. (1, 2, 5, 6,7).

Evidencias de alteraciones en la composicidén salival en pacientes con

PCRI:

En la mayoria de los estudios se describe que, a pesar de la fiebre y el
malestar general, la presencia de pus emanada por el conducto de Stenon es
poco frecuente y de existir se produciria por un corto tiempo y en poca cantidad
(1, 2, 5,9). Los autores también concuerdan en la descripcion de cambios
cualitativos de la saliva parotidea en el periodo de actividad, que se
acompanan de una disminucién del flujo salival (1, 2, 3, 5). Algunos autores
describen a la saliva parotidea como un material mucopurulento (1), otros
como una secrecidn viscosa, lechosa y con acumulo de material semisdlido
entre  mezclado (2). Otros, diferencian entre una saliva mucosa, purulenta y

globosa (4) y otros la describen como una saliva turbia o purulenta (6). Se
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relata también que con la desaparicion de la inflamacién transitoria de la
glandula, la saliva se vuelve clara y libre del material extrafio, pero pareciera
ser producida en menor cantidad que en el lado no afectado (2). La
denominacién de mucopus al componente particulado presente en la saliva
parotidea de estos pacientes es confundente, puesto que se trata de un
material de consistencia distinta a la apariencia de pus. El color blanquecino
de este material, es probablemente el causante de que sea confundido con
secrecion purulenta y tienda a inducir a la necesidad de una antibioterapia. El
término pus sugiere infeccion, cuando en realidad la glandula esta involucrada
en un proceso inflamatorio no infeccioso (2, 8). Independientemente de cual
sea la naturaleza del material extrafio observable en la saliva de estos
individuos, es evidente que en la PCRI la calidad de la saliva parotidea se

encuentra alterada.

Es posible encontrar en la literatura algunos reportes que abordan el
estudio de los cambios cualitativos de la saliva en la PCRI. En 1978, Tabak y
cols., publican un estudio de sialoquimica realizado en un caso de PCRI. En
éste, se analiza la saliva de ambas glandulas parétidas del paciente. Se
determina la concentracion salival de albumina, lactoferrina, IgA, IgG e IgM en
los dias 1, 5, 7, 11, 22 y 79 desde la agudizacion. Los resultados indican que,

en el primer dia, existia un aumento significativo de todos los parametros
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analizados en la glandula enferma al compararla con la normal. A partir de ese
momento, se producia una disminucion paulatina en la concentracion de las
proteinas analizadas, hasta llegar a igualar los niveles de la glandula sana.
Este trabajo constituye el primer reporte de alteraciones en la calidad proteica
de la saliva de pacientes con PCRI. Tiene el valor de establecer una
correlacion directa, entre los niveles de proteinas secretadas en la saliva de la
glandula enferma con el comportamiento clinico de este 6rgano. Pero, tiene la
limitacion de ser un estudio realizado en 1 individuo, lo que disminuye su

validez externa (14).

En 1996, Ericson y Sjoback analizan la saliva parotidea de 17 nifios con
PCRI y de 17 controles sanos. Sus resultados indican que existiria gran
variacion interindividual en todas las variables analizadas, particularmente en
la saliva de la glandula enferma. Reporta un aumento significativo del nivel
salival de albumina, IgA, lactoferrina y calicreina, al compararlo con el nivel
encontrado en los individuos controles. Describe también que el nivel de
amilasa y la concentracién de proteinas totales son similares a las del grupo
control. Este trabajo es el primer estudio en que se evalua la calidad de la
saliva parotidea en un grupo de pacientes con PCRI en etapa de recuperacion
(15).

Los estudios en que se analizan los cambios proteicos salivales en la
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PCRI, indicarian la presencia de componentes inflamatorios asociados a la
etapa aguda de la enfermedad. Sin embargo no existen estudios en los que se
analice la presencia salival de moléculas relacionadas con la destruccion del
tejido glandular. La busqueda de marcadores de destruccion tisular, en el fluido
secretado por la glandula parétida, pudiese ser un método de visualizacion

molecular a distancia del proceso patologico que la afecta.

Metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs):

Numerosos estudios involucran a las MMPs o matrixinas, como una de las
principales moléculas relacionadas con la degradacion y/o remodelacién de los
componentes de la matriz extracelular (16, 17, 18, 19, 20,21)

Las MMPs constituyen una familia de endopeptidasas metal-dependiente
descritas en 1962, para la cual se han identificado a la fecha, al menos 23
miembros. Esta familia se clasifica en cinco clases principales: colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas, MMPs de membrana y un grupo heterogéneo de
MMPs. Ellas comparten caracteristicas funcionales y se diferencian en la
especificidad por el substrato y origen celular. Dentro de las caracteristicas
comunes para las MMPs se describe: el ser secretadas como una proforma
inactiva o latente; el que requieren un pH neutro para poder actuar y el incluir en

su estructura un dominio propéptido, un dominio catalitico y un dominio
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hemopexina. (21,22) El dominio catalitico se caracteriza por la presencia de dos
atomos de zinc en el sitio activo de la molécula y un residuo de cisteina esencial
para el mantenimiento de la latencia enzimatica. La activacion se produce al
interrumpirse la interaccion entre este residuo aminoacidico con el atomo de
zinc en el sitio activo enzimatico. Este fendmeno ocurre en el espacio
extracelular donde las MMPs activadas, reconocen y se unen a la matriz
extracelular (MEC) (22, 23, 24).

Los principales substratos de las colagenasas son el colageno tipo I, Il y
[ll. Las gelatinasas hidrolizan principalmente componentes de la lamina basal
como gelatina y colageno tipo IV. Las estromelisinas degradan elastina y
colagenos tipo IV, V, X y Xl. Las MMPs de membrana no se agrupan de
acuerdo al substrato hidrolizado, sino por su ubicacion celular (18,25).

Las MMPs estan ampliamente distribuidas en el organismo, donde
desempefan una serie de funciones fisiolégicas como la cicatrizacion, la
reabsorcion 6sea, la involucibn mamaria procesos fisiolégicos asociadas al
embarazo y al parto, migracién de células inflamatorias, angiogénesis, etc. (26,
27, 28, 29, 29, 30, 32). Todos estos procesos son dependientes de la actividad
controlada de estas enzimas extracelulares, las que en términos generales son
reguladas por 3 mecanismos: 1) regulacién de la transcripcion; 2) activacion de

la MMP latente y 3) por sus inhibidores naturales: los Inhibidores Tisulares de
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Metaloproteinasas (TIMPs). La desregulacion en cualquiera de ellos, puede dar
origen a procesos patologicos como: metastasis, desordenes autoinmunes,
ulceraciones tisulares, etc. (17, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39).

Algunas variedades de MMPs han sido descritas en la saliva total y en la
placa dental (40, 41, 42). Las MMPs reportadas en estos estudios corresponden
a la subfamilia gelatinasas, la que esta compuesta por MMP-2 o gelatinasa A y
MMP-9 o gelatinasa B, de 72 y 92 kDa, respectivamente (17). En estas
enzimas, un dominio de unién a gelatina adicional se inserta en el dominio
catalitico, situacion que permite su identificacion en zimogramas preparados
con este sustrato.

Inicialmente, se pensaba que las MMPs de la saliva total se originaban en
el fluido crevicular (40, 41, 42). Sin embargo, estudios recientes indican que se
encuentran también en la saliva parotidea en condiciones de normalidad. Al
respecto, existen reportes sobre la presencia de bajos niveles de MMP-2 y
escasos o indetectables niveles de MMP-9 en la saliva parotidea de sujetos
normales, quienes exhibian un patrén de actividad gelatinolitica similar.

Los estudios en los que se evalua la presencia de MMPs en salivas
glandulares, han sido realizados soélo en saliva parotidea (43, 44, 53). No
existen reportes sobre la presencia de estas enzimas en la saliva

submandibular/sublingual.
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En general los informes sobre la presencia de MMPs en cualquier tipo de
saliva en condiciones de normalidad, se han realizado en un numero escaso de
individuos controles sanos (43, 44). Asi, se desconoce si existe variabilidad
interindividual en la cantidad y tipo de MMPs salivales en poblaciones sanas.

Numerosos estudios describen alteraciones en la actividad gelatinolitica
salival relacionadas con la presencia de patologias locales y sistémicas como:
Diabetes, Sindrome de Down, VIH, Enfermedad periodontal y Caries (45, 46,
47, 48, 49, 50, 51).

De particular interés para nuestro estudio, resulta el hallazgo de niveles
alterados de actividad gelatinolitica salival en patologias que afectan a las
glandulas salivales como el Sindrome de Sjogren y en pacientes que han
recibido irradiacion terapéutica de cabeza y cuello (52, 53, 54, 55, 56). A la
fecha, no existen estudios que evidencien la presencia de estas enzimas en la

saliva de pacientes con PCRI.
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HIPOTESIS
Los pacientes con Parotiditis Croénica Recurrente Infantil presentan
alteraciones en parametros moleculares de la saliva, que se correlacionan con

el compromiso clinico y sialografico de la enfermedad.

OBJETIVO GENERAL
Analizar parametros moleculares en la saliva de pacientes con Parotiditis
Crénica Recurrente Infantil y correlacionarlos con el compromiso clinico y

sialografico de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Determinar la concentracion de proteinas de la saliva parotidea,
submandibular/sublingual y total de sujetos controles sanos y de
sujetos que presentan PCRI.
b. Determinar el patron de actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 de
la saliva parotidea, submandibular/sublingual y total, de sujetos

controles sanos y de sujetos que presentan PCRI.
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Identificar alteraciones en la concentracion de proteinas y en la
actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 en la saliva de sujetos que

presentan PCRI.

Clasificar a los pacientes con PCRI de acuerdo a la lateralidad de la

afeccidn clinica glandular.

Determinar el compromiso sialografico glandular en sujetos que
presentan PCRI, mediante la clasificacién del grado de anormalidad del

arbol ductal observado en la sialografia.

Correlacionar las alteraciones observadas en la concentracion de
proteinas y en el patrén de actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9
de la saliva de sujetos que presentan PCRI, con la lateralidad de la
afeccidén clinica y con el compromiso sialografico de la glandula

parétida.
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MATERIALES Y METODOS

5.1.- Sujetos de Estudio.
a) Grupo de pacientes con PCRI:

Se conformé 1 grupo compuesto por 50 pacientes de entre 4 y 14 afios de
edad, de ambos géneros, con diagndstico de PCRI en etapa de remisiéon y que
se encontraban en tratamiento en el Servicio Maxilofacial Infantil del Hospital
San Juan de Dios. Los criterios de inclusidon fueron: a) historia de al menos dos
episodios inflamatorios agudos parotideos en la misma glandula; b) ausencia de

enfermedades sistémicas.

b) Grupo de Individuos controles sanos:

De entre los pacientes que estaban recibiendo tratamiento ortodéncico
en el Servicio Maxilofacial Infantil del Hospital San Juan de Dios, se constituy6
un grupo control sano, pareado por género y edad, de 34 individuos voluntarios
que cumplieron con los siguientes criterios de inclusién: a) ausencia de
patologia glandular; b) ausencia de patologia sistémica.

Se obtuvo el consentimiento informado de los tutores de todos los

individuos que participaron en el estudio.
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5.2.- Recoleccion de muestras salivales.

De todos los individuos incluidos en el estudio, se recolectdé 1 ml de saliva
parotidea, derecha e izquierda, 1 ml de saliva submandibular/sublingual y 1 ml
de saliva total; segun procedimientos descritos por Morales y cols. (59). Se
consignoé el compromiso clinico unilateral o bilateral de cada individuo. La
recoleccion fue realizada por un unico operador calibrado para esta maniobra.
La saliva fue recolectada bajo estimulacion lingual con acido citrico al 2%. Las
muestras de saliva fueron mantenidas en recipientes inmersos en hielo y

trasladadas al laboratorio para su almacenamiento a —20 ° C, hasta su analisis.

5.3.- Analisis de parametros moleculares salivales.
a) Cuantificacion de las proteinas salivales.

Se aplicé el método de Bramhall (60), en forma de micrométodo y con
adaptaciones descritas previamente (61, 62). Brevemente, alicuotas de 40 ul de
saliva y de un estandar de seroalbumina bovina (10-50 ug) fueron depositados
sobre filtros de celulosa. Los filtros fueron fijados en acido tricloroacético 5%,
lavados sucesivamente en etanol 80% y etanol-éter 3:1 (v/v), tefiidos con
Coomassie Blue 0,25% durante 20 min a 60 °C y lavados exhaustivamente en
acido acético 7% hasta obtener un fondo claro. Luego fueron lavados una vez

en agua destilada, secados bajo lampara y el colorante de cada disco fue eluido
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en metanol 45%-amoniaco 0,25% y leido espectrofotométricamente a 610 nm.

b) Medicién de la actividad metaloproteasa mediante Zimografia:

Alicuotas de saliva conteniendo 5 pg de proteina, fueron mezcladas con
tampon de muestra en condiciones no denaturantes y separadas
electroforéticamente a un voltaje constante de 125 V, en un gel de
poliacrilamida-SDS 10% de acuerdo al procedimiento estandarizado de
Laemmli (63) excepto que contenia gelatina a una concentracién final de 1
mg/ml. Una vez finalizada la separacién electroforética, cuando el colorante del
frente de corrida migr6 a 4 mm del borde inferior del vidrio, el gel fue incubado
en tampon de activacion (Tris HCI pH 7,5 10 mM, Triton X100 1,25%, CaCl2 5
Mm, ZnCI2 1uM) toda la noche a 37 °C.

Los geles fueron tefiidos con Coomassie blue por 6 horas y destefidos en
una solucion metanol 10%, acido acético 15%(v/v) hasta evidenciar bandas de
actividad enzimatica. Los geles fueron calibrados utilizando estandares
proteicos de tamafio molecular conocido, de entre 235 y 35 kDa. Se guardo
registro fotografico de todos los geles.

La medicion de la actividad metaloproteasa fue de tipo -cualitativa

registrando presencia o ausencia de actividad enzimatica.
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c¢) Confirmacion de la Actividad Metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9:

La actividad proteasa no dependiente de catién divalente fue descartada
incubando las muestras de saliva con los siguientes inhibidores de proteasas
inespecificas: NEM (N-etilmaleimida) 50 mM (inhibidor de tiol- proteasa) y
PMSF (fenil-metil-sulfunil-fluoruro) 50 mM (inhibidor de serin proteasas y
proteasas de cisteina).

La actividad metaloproteinasa fue confirmada incubando un duplicado de
cada gel en tampdén de activacion con EDTA, inhibidor especifico de
metaloproteasa, a una concentracion de O,5 M. Adicionalmente, se determiné el
tamafo molecular a cada banda con actividad gelatinolitica, contrastandolas
con estandares de tamafo molecular conocido y con estandares de MMP-2 y
MMP-9.

En cada muestra salival se consigné la ausencia o presencia de actividad MMP-

2 y MMP-9.

5.4.- Analisis del compromiso clinico y sialografico.
a) Registro de la lateralidad de la afeccién clinica glandular:
Previo a la toma de muestra de saliva, se consigno si la presentacién clinica de

la enfermedad era unilateral derecha, unilateral izquierda o bilateral.
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b) Grado de compromiso sialografico de la glandula parétida:

En el analisis de correlacion de la actividad metaloproteasa salival con el
grado de compromiso sialografico, se incluyeron 33 pacientes con PCRI, los
que al momento de la toma de muestra salival disponian de sialografia bilateral.

El compromiso de la glandula parétida en la imagen sialografica, fue
realizado por 2 observadores calibrados, que clasificaron el compromiso del
arbol ductal en 4 grados, como se indica a continuacion:

Grado 0: Imagen normal.

Grado 1: Se observa conducto principal, secundarios y terciarios y existen unos
pocos puntos radiopacos.

Grado 2: Se observa conducto principal, un menor numero de conductos
secundarios y terciarios que en el grado 1, y hay un numero intermedio de
puntos radiopacos.

Grado 3: Se observa conducto principal, el que puede estar alterado, no
aparecen conductos secundarios ni terciarios y existe gran densidad numérica

de puntos radiopacos.
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5.5.- Analisis estadistico:

Los parametros poblacionales fueron obtenidos mediante el calculo de los
valores promedios y sus respectivas desviaciones estandar. La significancia
(p<0,05) de las diferencias entre los valores correspondientes a distintas
poblaciones de sujetos fue calculada mediante Test-t y test de Fisher. Se
realizaron las correlaciones entre todas las variables y se determind las

asociaciones correspondientes. Haciendo uso del programa estadistico STATA.
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RESULTADOS

1.-ANALISIS DE PARAMETROS MOLECULARES DE LA SALIVA
1.1- ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS SALIVALES.
a) Concentracion de proteinas salivales en individuos controles sanos.

En cada individuo, se determind la concentracién de proteinas de la
saliva parotidea derecha e izquierda, submandibular/sublingual y total. Como se
observa en la tabla |, en el grupo control los valores promedios de
concentracion de proteinas fueron 0,554 + 0,186 mg/ml, 0,552 + 0,204 mg/ml,
0,481 + 0,169 mg/mly de 0,773 = 0,203 mg/ml respectivamente. El tipo salival
que presentd la mayor concentracién de proteinas correspondio a la saliva total,
seguido de la saliva parotidea y luego de la submandibular/sublingual. La
concentracion de proteinas de la saliva aportada por ambas glandulas parétidas
de un mismo individuo fue similar (Tabla I). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracién de proteinas salivales entre

grupos de ambos sexos o distintas edades.

b) Concentracion de proteinas salivales en pacientes con PCRI.
Al realizar este mismo analisis en los distintos tipos salivales en

pacientes con PCRI, se observé que los valores promedios de concentracion de
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proteinas fueron 0,659 + 0,292 mg/ml para la saliva parotidea derecha, 0.693 +
0.304 mg/ml para la saliva parotidea izquierda, 0,471 + 0,154 mg/ml para la
saliva submandibular/sublingual y 0,612 + 0,169 mg/ml para la saliva total
(Tabla 1). En este grupo de individuos, la saliva que presentd la mayor
concentraciéon de proteinas fue la saliva parotidea, seguida de la saliva total. Al
igual que en el grupo control sano, la saliva submandibular/sublingual fue la
menos proteica y la concentracion de proteinas en la saliva de ambas glandulas
pardtidas fue similar (Tabla 1). Tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracién de proteinas salivales entre
grupos de ambos sexos o distintas edades.

Al comparar los valores promedios de concentracion de proteinas de la
saliva parotidea del grupo de pacientes con PCRI con la del grupo control sano,
se determin6 que el primer grupo presentd una mayor concentracion de
proteinas. Esta diferencia fue estadisticamente significativa con un p = 0,034 en
la saliva parotidea derecha y un p = 0,01 en la saliva parotidea izquierda. Del
mismo modo, al comparar los valores obtenidos en la saliva total, se pudo
observar una menor concentracion de proteinas en la saliva de los pacientes
con PCRI en relacién a los controles. Al igual que en el caso anterior, esta
diferencia también resultd ser estadisticamente significativa con un p = 0,0001.

Los valores promedios de concentracion de proteinas de la saliva



submandibular/sublingual

estadisticamente significativas (Tabla I).
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entre ambos grupos no presentd diferencias

TABLA I: CONCENTRACION DE PROTEINAS SALIVALES EN INDIVIDUOS
CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON PCRI.

SALIVA SALIVA SALIVA SALIVA
PAROTIDEA | PAROTIDEA SUBM/SUBL TOTAL
CONDICION DERECHA IZQUIERDA
X + DE X + DE X + DE X + DE
GRUPO 0,554 + 0,186 | 0,552 + 0,204 | 0,481 + 0,169 0,773 + 0,203
CONTROL p = 0,034 p=0,010 p = 0,386 p = 0,0001
n=34
GRUPO 0,659+0,292 | 0,693 +0,304 | 0,471+ 0,154 | 0,612 + 0,169
PCRI p = 0,034 p=0,010 p = 0,386 p = 0,0001
n =50

Concentracion de proteinas obtenidas por el método de Bramhall y expresadas
en mg/ml. Analisis estadistico: Test-t Student, programa STATA
X = Promedio, DE = Desviacion Estandar.
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1.2- CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD METALOPROTEINASA MMP-2 Y
MMP-9 SALIVAL.

Con la finalidad de verificar que la actividad gelatinolitica de la saliva,
observada en las zimografias, correspondia especificamente a actividad
metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9; se procedié a descartar la actividad
proteasa inespecifica. Ninguno de los inhibidores de proteasas utilizados en los
experimentos, segun se describe en el punto 5.3c de Materiales y Métodos,
inhibio la actividad gelatinolitica salival. (Fig. 1B). Sin embargo, la incubacién de
los geles con el agente quelante EDTA, resultdé en la inhibicion total de la
actividad gelatinolitica de las muestras de salivas cargadas en el gel (Fig 1A).

De acuerdo a la movilidad relativa de las bandas con actividad
gelatinolitica en las zimografias, se identific6 a MMP-2 en la forma latente y
activa como aquellas bandas que presentaban un tamafio molecular de 72 y 64
kDa respectivamente. En forma similar, se identifico la forma latente y activa de
MMP-9 como aquellas bandas que presentaban un tamafio molecular de 92 y
84 kDa respectivamente (Fig.2 A). Adicionalmente las muestras de saliva en
estudio, fueron separadas electroforéticamente en forma simultanea, con un

estandar de MMP-2 y MMP-9 en sus formas latentes y activas (Fig. 2B).
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El conjunto de estas condiciones experimentales permitid identificar con

propiedad, a estas moléculas, como las metaloproteasas anteriormente

mencionadas.

FIGURA 1: ZIMOGRAFIA QUE CONFIRMA LA ACTIVIDAD
METALOPROTEINASA SALIVAL.

EDTAO0.5 M CONTROL

o

A: Gel incubado con el agente quelante EDTA e inhibidores inespecificos de
proteasas, observese la inhibicion total de la actividad gelatinolitica de las
muestras de salivas cargadas en el gel.

B: Gel control incubado con inhibidores inespecificos de proteasas pero sin
EDTA, no se inhibe la actividad gelatinolitica salival.
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FIGURA 2: ZIMOGRAFIA QUE MUESTRA LA VERIFICACION DE MMP-2 Y
MMP-9 SALIVAL.

MMP-9 92 KDa
MMP-9 84 KDa

MMP-2 72 KDa
MP-2 64 KDa

A B

A: A cada banda con actividad gelatinolitica se le determiné su tamafio
molecular contrastandolas contra proteinas estandares de tamano molecular
conocido (carril 1) y contra estandares de MMP-2 y MMP-9 (carril 6). En el
carril 7 se ve actividad gelatinolitica de una muestra de saliva total de un sujeto
control.

B: Aumento del carril 6 de la figura A, en la regién comprendida entre 100 y 60
kDa, que muestra estandares de MMP-2 y 9.
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1.3- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD METALOPREOTEINASA MMP-2 Y MMP-9
SALIVAL
a) Individuos controles sanos.

En el grupo de individuos control sano se determind la presencia o
ausencia de actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 en las salivas
parotideas, submandibular/sublingual y total. Soélo 2 sujetos presentaron
simultaneamente actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 positiva en la
saliva parotidea proveniente de ambas glandulas. En la saliva
submandibular/sublingual, 8 individuos manifestaron actividad MMP-2 y 14
actividad MMP-9. En la saliva total, en 18 de ellos se observo actividad MMP-2
y en 22 actividad MMP-9 (Tablas Il y IlI).

En orden decreciente, el tipo salival que presentd mayor frecuencia de
actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 fue la saliva total, seguida de la

saliva submandibular/sublingual y finalmente la saliva parotidea.

b) Pacientes con PCRI.
De la misma forma que en el grupo control, en el grupo de pacientes con
PCRI se determino la actividad MMP-2 y MMP-9 en los distintos tipos salivales.
Se pudo observar que 14 individuos manifestaron actividad MMP-2 y 26

actividad MMP-9 en la saliva parotidea derecha. Al determinar la actividad de
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estas enzimas en la saliva parotidea izquierda, se pudo observar que 20
individuos presentaron actividad MMP-2 y 27 actividad MMP-9. En la saliva
submandibular/ sublingual, se observé que 12 sujetos presentaron actividad
MMP-2 y 26 actividad MMP-9. En la saliva total se encontro actividad MMP-2 en
23 pacientes y actividad MMP-9 en 37 pacientes (Tablas Il y IlI).

A continuacion se procediéo a comparar la frecuencia de individuos que
presentaron actividad metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 de los distintos tipos
salivales de los pacientes PCRI con la de los individuos sanos. Se determind
que el grupo de pacientes con PCRI presenté con mayor frecuencia actividad
de estas enzimas en la saliva protidea. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p< 0,05) (Tabla Il y Ill). En tanto, la frecuencia de individuos que
presentaron actividad metaloproteinasa MMMP-2 y MMP-9 en la saliva
submandibular /sublingual y total, no fue estadisticamente distinta al comparar

ambos grupos. (Tabla Il y III).
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TABLA IlI: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CONTROLES SANOS Y
PACIENTES CON PCRI QUE PRESENTAN ACTIVIDAD
METALOPROTEINASA MMP-2 SALIVAL.

) ACTIVIDAD GELATINASA MMP-2

CONDICION

SALIVA SALIVA SALIVA SALIVA

PAROTIDEA PAROTIDEA SUBM/SUBL TOTAL

DERECHA IZQUIERDA

+ - + - + - + -

GRUPO 2 32 2 32 8 26 18 16
CONTROL
n=34
GRUPO 14 36 20 30 12 38 23 27
PCRI *p=0,011 *p=0,000 N.S N.S
n =50

En cada tipo salival se determiné la presencia o ausencia de actividad MMP-2
mediante zimografia. La frecuencia de individuos que presentaron actividad
enzimatica en cada tipo salival fue comparada entre ambos grupos. Analisis
estadistico: Test de Fisher, programa STATA.

N.S = No significativo estadisticamente.

*  =p< 0,05
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TABLA Ill: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CONTROLES SANOS Y
PACIENTES CON PCRI QUE PRESENTAN ACTIVIDAD
METALOPROTEINASA MMP-9 SALIVAL.

ACTIVIDAD GELATINASA MMP-9
CONDICION
SALIVA SALIVA SALIVA SALIVA
PAROTIDEA | PAROTIDEA |SUBM/SUBL | TOTAL
DERECHA IZQUIERDA
+ - + - + - + -
GRUPO 2 32 2 32 14 20 22 12
CONTROL
n=34
GRUPO 26 24 27 23 26 24 37 13
PCRI *p=0,000 *p=0,000 N.S N.S
n=50

En cada tipo salival se determind la presencia o ausencia de actividad MMP-9
mediante zimografia. La frecuencia de individuos que presentaron actividad
enzimatia en cada tipo salival fue comparada entre ambos grupos. Analisis
estadistico: Test de Fisher, programa STATA.

N.S = Estadisticamente no significativo.

*  =p< 0,05
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FIGURA 3: ZIMOGRAFIA REPRESENTATIVA DE LA ACTIVIDAD
METALOPROTEASA MMP-2 Y MMP-9 EN PACIENTES CON PCRI Y
SUJETOS CONTROLES

MMP-9___
MMP-2—

Actividad metaloproteasa salival en un individuo con PCRI y un sujeto control:
Noétese que el paciente presenta actividad s6lo en la saliva parotidea derecha y
el individuo control ausencia de actividad en ambas salivas parotideas, sin
embargo ambos presentan actividad en la saliva total 'y
submandibular/sublingual.

Las bandas electroforéticas de un tamafo molecular distinto a MMP-2 y MMP-9
corresponderian a formas poliméricas o truncadas de estas mismas enzimas.
spd= saliva parotidea derecha, spi = saliva parotidea izquierda, ss = saliva
submandibular/sublingual, st = saliva total.
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FIGURA 4: ZIMOGRAFIA REPRESENTATIVA DE LA ACTIVIDAD
METALOPROTEASA MMP-2 Y MMP-9 EN PACIENTES CON PCRI Y
SUJETOS CONTROLES

PCRI CONTROL

sdp spi ss st d spi ss st

MMP-9 —
MMP-2 —

Actividad metaloproteasa salival en un individuo con PCRI y un sujeto control:
Notese que el paciente presenta actividad en ambas salivas parotideas en
contraste con la ausencia de actividad en la saliva parotidea del individuo
control. Sin embargo ambos presentan actividad en la saliva total y ausencia en
la saliva submandibular/sublingual.

Las bandas electroforéticas de un tamafio molecular distinto a MMP-2 y MMP-9
corresponderian a formas poliméricas o truncadas de estas mismas enzimas.
spd= saliva parotidea derecha, spi = saliva parotidea izquierda, ss = saliva
submandibular/sublingual, st = saliva total.
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2.- ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA FRECUENCIA DE INDIVIDUOS
CON PCRI QUE PRESENTAN ACTIVIDAD MMP-2 Y MMP-9 EN LA SALIVA
PAROTIDEA, Y EL GRADO DE COMPROMISO SIALOGRAFICO

GLANDULAR.

En este analisis se incluyé a 33 pacientes con PCRI de los que se
disponia sialografia bilateral. Las imagenes sialograficas correspondientes a las
glandulas parétidas derecha e izquierda de cada individuo, fueron clasificadas
dentro de uno de los 4 grados de compromiso sialografico segun se indica en el
punto 5.4b de Materiales y Métodos. Como se indica en la tablas IV y V, se
determinoé que: a) 6 individuos presentaban compromiso grado 0 en la glandula
izquierda y 13 en la glandula derecha; b) 6 individuos presentaban compromiso
grado 1 en la glandula izquierda y 3 en la glandula derecha; c) 13 individuos
presentaban compromiso grado 2 en la glandula izquierda y 11 en la glandula
derecha; d) 8 individuos presentaban compromiso grado 3 en la glandula
izquierda 'y 6 en la glandula derecha.

Luego se procedio a correlacionar la frecuencia de individuos con PCRI
que presentaban actividad MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea proveniente
de cada glandula, con el grado de compromiso sialografico de la glandula

respectiva.
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Al observar la lateralidad izquierda, el analisis de la correlacion entre
ambas variables en cada individuo, permitié determinar que de 6 pacientes con
compromiso grado 0, ninguno presentd actividad MMP-2 y MMP-9. De 6
pacientes con compromiso grado 1, sélo 1 paciente presenté ambas actividades
enzimaticas. De 13 pacientes con compromiso grado 2, se observd que 6 de
ellos presentaron actividad MMP-2 y 10 actividad MMP-9. Por ultimo, de 8
pacientes con compromiso grado 3, se observd que 6 presentaron actividad
MMP-2y 7 actividad MMP-9. (Tabla IV)

En el lado derecho, el anadlisis de correlacién entre ambas variables
permitid observar que de 13 pacientes con un compromiso grado 0, ninguno
presentd actividad MMP-2 y 2 actividad MMP-9. De 3 pacientes con
compromiso grado 1, solo 1 present6 actividad MMP-2 y 2 actividad MMP-9.
De 11 pacientes con compromiso grado 2 se observdé que, 3 presentaron
actividad MMP-2 y 7 actividad MMP-9. Finalmente, de 6 pacientes con un
compromiso grado 3, en 4 se encontro actividad MMP-2 y en 5 actividad MMP-
9. (Tabla V)

Estos resultados mostraron que existe una correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre ambos parametros, tanto en la lateralidad
derecha como en la izquierda. La correlacion de la frecuencia de individuos con

PCRI que presentaron MMP-9 y MMP-2 en la saliva izquierda, con el grado de
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compromiso sialografico de la glandula del mismo lado, arrojé un p = 0,01 y
0,02 respectivamente. En el lado derecho, se obtuvo un p = 0,02 y 0,01 para la
correlacion entre la frecuencia de individuos que manifestaron MMP-9 y MMP-2

en la saliva, y el grado de compromiso sialografico de la glandula.
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TABLA IV: FRECUENCIA DE PACIENTES CON PCRI QUE PRESENTAN
ACTIVIDAD METALOPROTEINASA MMP-2 Y MMP-9 EN SALIVA
PAROTIDEA IZQUIERDA SEGUN GRADO DE COMPROMISO
SIALOGRAFICO GLANDULAR IZQUIERDO.

SALIVA PAROTIDEA IZQUIERDA
COMPROMlSO
SIALOGRAFICO | ACTIVIDAD GELATINASA | ACTIVIDAD GELATINASA
MMP-2 MMP-9

+ - + -
GRADO 0 0 6 0 6
n=6 O °
GRADO 1 1 5 1 5
n=6 O )
GRADO 2 6 7 10 3
n=13 m) °
GRADO 3 6 2 7 1
n=8 O °

Correlacion positiva entre el grado de severidad observado en la sialografia y la
frecuencia de MMPs en la saliva producida por la glandula afectada. Test
Kruskal Wallis. eActividad MMP-9 (p = 0,001). oActividad MMP-2 (p = 0,02).
Programa estadistico STATA.
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TABLA V: FRECUENCIA DE PACIENTES CON PCRI QUE PRESENTAN
ACTIVIDAD METALOPROTEINASA MMP-2 Y MMP-9 EN SALIVA
PAROTIDEA DERECHA SEGUN GRADO DE COMPROMISO
SIALOGRAFICO GLANDULAR DERECHO.

SALIVA PAROTIDEA DERECHA
COMPROMlSO
SIALOGRAFICO | ACTIVIDAD GELATINASA | ACTIVIDAD GELATINASA
MMP-2 MMP-9

+ - + -
GRADO 0 0 13 2 11
n=13 ] °
GRADO 1 1 2 2 1
n=3 O °
GRADO 2 3 8 7 4
n=11 m) °
GRADO 3 4 2 5 1
n=6 O )

Correlacion positiva entre el grado de severidad observado en la sialografia y la
frecuencia de MMPs en la saliva producida por la glandula afectada. Test
Kruskal Wallis. e Actividad MMP-9 (p = 0, 02). oActividad MMP-2 (p = 0, 01).
Programa estadistico STATA.
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3.- ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA FRECUENCIA DE INDIVIDUOS
CON PCRI QUE PRESENTAN ACTIVIDAD MMP-2 Y MMP-9 EN LA SALIVA
PAROTIDEA, Y EL COMPROMISO CLIiNICO UNI O BILATERAL

PAROTIDEO.

La tabla VI muestra que los 33 pacientes con PCRI incluidos en el
analisis del punto anterior, fueron agrupados de acuerdo a si su compromiso
parotideo clinico era unilateral derecho, unilateral izquierdo o bilateral. Luego se
procediéo a determinar la frecuencia de individuos que presentaron MMP-2 y
MMP-9 en la saliva parotidea derecha y/o izquierda por cada grupo, para hacer
un analisis de correlacion entre ambas variables.

De 6 pacientes con compromiso unilateral derecho, 2 presentaron
actividad MMP-2 y 5 MMP-9 en la saliva secretada por la glandula afectada. De
ellos, ninguno presenté actividad MMP-2 y uno actividad MMP-9 en la saliva
producida por la glandula del lado no afectado (Tabla VI).

De 13 pacientes con compromiso unilateral izquierdo, 5 presentaron
actividad MMP-2 y 7 actividad MMP-9 en la saliva producida por la glandula
clinicamente comprometida. De estos pacientes, ninguno present6 actividad
MMP-2 y 2 presentaron actividad MMP-9 en la saliva parotidea del lado no

comprometido clinicamente. Finalmente, de 14 pacientes con compromiso
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parotideo bilateral, 6 manifestaron actividad MMP-2 y 9 individuos actividad
MMP-9 en la saliva parotidea derecha; y 8 presentaron actividad MMP-2 y 10
actividad MMP-9 en la saliva parotidea izquierda (Tabla VI).

Los resultados indican que existe una correlacion positiva vy
estadisticamente significativa entre la frecuencia de individuos con PCRI que
preentan actividad MMP-9 y MMP-2 en la saliva del lado derecho con la
lateralidad del cuadro clinico (p = 0,007 y 0,03 respectivamente). En el lado
izquierdo, esta correlacién no arroj6 diferencias estadisticamente significativas,
aunque el analisis estadistico sugiere una tendencia (p = 0.08 y 0,06

respectivamente).
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TABLA VI: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON PCRI QUE PRESENTAN
INASA Y MMP-9 SEGUN
LATERALIDAD DE LA AFECCION CLINICA GLANDULAR.

ACTIVIDAD METALOPROTEINASA MMP-2

) ACTIVIDAD METALOPROTEINASA EN SALIVA
GLANDULA | PAROTIDEA
AFECTADA
DERECHA IZQUIERDA
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9

+ - + - + - + -
PAROTIDA
DERECHA 2 4 5 1 0 6 1 5
n=6 T * O
PAROTIDA
IZQUIERDA 0 13 2 11 5 8 7 6
n=13 T * o f
AMBAS
PAROTIDAS 6 8 9 5 8 6 10 4
n=14 T * O F

Correlacion positiva entre la lateralidad del cuadro clinico y la frecuencia de
individuos con actividad MMPs en la saliva producida por la glandula afectada.
Lado derecho: Test Kruskal Wallis. *MMP-9 (p = 0,007). TMMP-2 (p = 0,03).

Programa estadistico STATA.

El valor estadistico del lado izquierdo sugiere una tendencia: ¥MMP-9 (p =
0,08). ©MMP-2 (p = 0,06).
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DISCUSION

La PCRI es una enfermedad a la que se le describen factores asociados
como malformaciones ductales congénitas, factores genéticos, alergias,
manifestaciones locales de enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias,
infecciones bacterianas, etc. Sin embargo, a ninguna de estas condicionantes
se les ha podido confirmar un rol causal en la etiopatogenia de esta enfermedad
y hasta la fecha, su etiologia continia siendo desconocida (1,2, 9,11).

El esclarecimiento de la etiologia de esta enfermedad se ha visto
dificultado por la falta de acceso al tejido glandular involucrado en el proceso
patologico. La biopsia de la glandula parétida se encuentra limitada a casos
estrictamente necesarios, dada la proximidad del nervio facial. En un intento por
describir la evolucion de la patologia en el tejido glandular comprometido a
través de examenes complementarios, se ha realizado una correlacion entre la
imagen sialografica de la glandula enferma con su comportamiento clinico, la
que no siempre resulta ser evidente (1,9). Por otra parte, la sialografia es un
examen de alta invasividad, que en la actualidad esta tendiendo a ser
reemplazado por la ultrasonografia (5, 6, 8, 9, 13). Sin embargo, la escasez de
equipamiento y personal entrenado para la ejecuciéon de este ultimo examen
diagnéstico, dificulta su aplicacion en forma masiva.

Por estas razones, en este proceso patoldgico, resulta de particular
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interés utilizar al material secretado por la glandula afectada para su analisis
molecular. De esta forma se podria utilizar a la saliva parotidea, como un
material de utilidad diagndstica, no invasiva y de facil obtencion.

En este estudio se pretendid identificar, en la saliva secretada por la
glandula parétida de individuos con PCRI, moléculas que pudiesen estar
asociadas al proceso patoldgico que la afecta.

Primero se realizé un analisis de la concentracion de proteinas en la
saliva total y en la secretada por las glandulas salivales mayores de sujetos
controles y afectados con PCRI. La saliva parotidea del grupo de pacientes con
PCRI presenté una mayor concentracién de proteinas que la del grupo control.
Estos resultados difieren con el estudio de Ericson y Sjobak (15), quienes no
encuentran diferencia en las proteinas totales entre ambos grupos. Sin embargo
en este estudio, se reporta un aumento en las concentraciones de albumina,
IgA, lactoferrina y calicreina salivales en el grupo de pacientes con PCRI,
respecto del grupo control. Probablemente, la diferencia en los valores de
concentracion de proteinas totales entre ambos estudios se deba a los métodos
de cuantificacion de proteinas utilizados.

El aumento de la concentracion de la saliva parotidea observado en
nuestro trabajo, podria deberse a un aumento en la cantidad de proteinas

secretadas por el acino, una falla en la filtracion de proteinas séricas o una
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disminucion en el contenido de agua del fluido secretado (64). Aunque, se
requiere de un analisis molecular adicional para determinar el origen del
aumento de esta concentracién proteica, la alteracion de este parametro
bioquimico salival indicaria una falla en el funcionamiento de la glandula
observable en la saliva.

A diferencia de la saliva parotidea, la saliva submandibular/sublingual
proveniente de los grupos incluidos en nuestro estudio, no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de proteinas. Este seria el
primer informe sobre antecedentes de este tipo salival en casos de PCRI. La
normalidad de este fluido en los pacientes con PCRI no fue un hecho
sorprendente, puesto que las glandulas submandibular y sublingual no se
encuentran clinicamente comprometidas en este proceso patologico.

La saliva total esta formada por la confluencia de las salivas glandulares
mayores y menores (57). Puesto que la saliva parotidea de los pacientes con
PCRI fue mas concentrada que la de los individuos controles y la
submandibular/sublingual no mostré diferencias en la concentracion, era
razonable esperar que la saliva total de los pacientes con PCRI de nuestro
estudio hubiese presentado una mayor concentracion de proteinas que el grupo
control. Sin embargo, esta saliva en los pacientes con PCRI presentd una

menor concentracion de proteinas que la de los individuos sanos. Esta situacion
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pudiese tener relacion con la ya descrita disminucién del flujo salival parotideo
en los pacientes afectados por esta enfermedad (1,2).

A continuacion, se analiz6 la actividad metaloproteasa salival. Como un
primer paso en el desarrollo de este trabajo de investigacion, fue necesario
determinar la frecuencia de individuos con actividad MMP-2 y MMP-9 salival en
una poblacion de 34 sujetos controles sanos.

Aunque en la literatura especializada se encuentra descrita esta
actividad en la saliva total de grupos controles sanos, los estudios en que se
analiza esta actividad en salivas glandulares, son escasos y en la mayoria de
ellos los grupos controles estan constituidos por pocos individuos (entre 1y 17)
(43, 44, 53).

De acuerdo a nuestros resultados, mas del 50% de los individuos
controles presentaron actividad MMP-2 y MMP-9 en la saliva total; alrededor de
un tercio en la saliva submandibular/sublingual, y sélo 2 individuos en la saliva
parotidea (Tablas Il y Ill). Los resultados obtenidos en la saliva total y la saliva
parotidea concuerdan con los descritos en la literatura especializada (43, 44,
53). Sin embargo nuestros datos respecto a la presencia de estas
metaloproteasas en la saliva submandibular/sublingual difieren con los
resultados de Makela (43), quien describe ausencia de estas enzimas en este

tipo salival en un estudio realizado en 17 individuos. Nuestro estudio incluye un
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numero mayor de individuos controles sanos que los estudios realizados por
otros autores (43, 44, 53). Esta situacion permite establecer con mayor
confianza el comportamiento de estas enzimas en la saliva en condiciones de
normalidad.

El escaso numero de individuos controles, que presentaron actividad
MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea, sugiere que estas moléculas no
estarian presente en este fluido glandular o que serian secretadas por un
porcentaje muy bajo de la poblacién. Aunque los 2 individuos con actividad
enzimatica positiva en la saliva parotidea no presentaban patologia sistémica,
desconocemos si eran portadores de alguna patologia glandular subclinica que
pudiese explicar la presencia de estas moléculas en su saliva, situacién que
esta siendo analizada. Otra alternativa que pudiese dar cuenta de este hecho
seria la contaminacién de la muestra con saliva total, sin embargo fue
descartada, pues el patron de bandeo observado en la zimografia para la saliva
total fue distinta a la de la saliva parotidea en estos 2 individuos. Con el mismo
fundamento descartamos la posibilidad de contaminacion de la saliva
submandibular/sublingual en los individuos que presentaron actividad
metaloproteasa en este tipo salival. Aunque nuestros resultados describen la
presencia de MMP-2 y MMP-9 en la saliva submandibular/sublingual y total de

un porcentaje importante de los controles sanos, en este estudio no se abordé
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el posible origen de estas moléculas. En la literatura se describe al fluido
crevicular gingival como una posible fuente de las metaloproteasas de la saliva
total (43), sin embargo esta hipdtesis no explicaria la presencia de estas
moléculas en la saliva aportada por las glandulas submandibular y sublingual en
condiciones de normalidad reportada por nosotros. Se requiere de un estudio
adicional que aborde esta situacion y plantee una posible explicacion para la
presencia de estas moléculas en el fluido glandular.

Una vez realizado el analisis en la poblacion normal, se procedié a
efectuar el mismo proceso en la poblacion de individuos afectados con PCRI.

En este grupo de individuos mas del 50% de ellos presentd actividad
MMP-2 y MMP-9 en la saliva total, y alrededor de un tercio, manifestd esta
misma actividad enzimatica en la saliva submandibular/sublingual. Al comparar
estos resultados con el grupo control sano, vemos que la actividad de estas
enzimas es muy similar entre ambos grupos, sugiriendo que podria
corresponder a un fendbmeno de caracter normal la presencia de actividad
MMP-2 y MMP-9 en la saliva total y submandibular /sublingual de individuos con
PCRI.

Sin embargo en las muestras de saliva parotidea proveniente de
pacientes con PCRI, alrededor de un 30% present6 actividad MMP-2 y mas de

un 50% actividad MMP-9, contrastando con el 5,9% encontrado en los sujetos
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controles sanos.

Estudios previos, que analizan la presencia de estas enzimas en la saliva
parotidea de pacientes afectados por patologias que afectan a las glandulas
salivales, como el Sindrome de Sjogren y la irradiacion terapéutica de cabeza y
cuello, indican que estos pacientes presentan un aumento de estas moléculas
en la saliva parotidea en relacién a sujetos controles sanos (52, 53, 54, 55, 56).

A la fecha, no existen estudios que analicen la presencia de estas
enzimas en la saliva de pacientes con PCRI. Nuestro estudio constituye el
primer reporte de un aumento de la frecuencia de individuos con PCRI que
manifiestan actividad MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea. Estos resultados
sugeririan que estas moléculas pudiesen estar involucradas en algun
mecanismo de destruccion glandular relacionado con un desbalance en
cualquiera de los mecanismos de regulacion: a nivel de la transcripcion,
activacion y/o inhibicién, descritos para estas metaloproteasas (17, 33, 37).

Dada la posible relacion de estas enzimas con el mecanismo de
destruccion glandular, fue de interés investigar si este aumento en la frecuencia
se relacionaba con parametros clinicos o imagenolégicos de severidad ya
establecidos (1, 2, 10).

Puesto que la sialografia es el examen complementario de rutina utilizado

para el diagndéstico y seguimiento de la enfermedad, lo utilizamos para clasificar
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el grado de compromiso glandular (1, 2, 5, 7,10)

Entonces, se procedi6 a evaluar la posible correlacion entre la frecuencia
de individuos con PCRI que presentan actividad MMP-2 y MMP-9 en la saliva
parotidea, y el grado de compromiso sialografico glandular. Los resultados
permitieron observar una correlacion positiva y estadisticamente significativa
entre ambos parametros. Asi, los pacientes con PCRI que presentaron un
mayor grado de severidad, indicado por la sialografia, presentaron también
actividad MMP-2 y MMP-9 con mayor frecuencia.

Debido a que nuestro estudio corresponde a una primera aproximacion
al problema, determinamos presencia o ausencia de actividad de las
metaloproteasas analizadas en el fluido salival. Producto de los resultados
obtenidos, seria de interés complementar el anélisis mediante un estudio que
incluya la cuantificacion de la actividad enzimatica y la determinacién de sus
formas moleculares activas o latentes.

Como parametro clinico indicador de compromiso glandular utilizamos la
condicion de unilateralidad o bilateralidad de los pacientes con PCRI
analizados.

Entonces se procedid a correlacionar la frecuencia de individuos con
PCRI que presentaron actividad enzimatica MMP-2 y MMP-9 en la saliva

parotidea, con el compromiso clinico unilateral o bilateral de las glandulas
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parotidas de estos pacientes.

Los resultados indican que las glandulas clinicamente comprometidas
presentan actividad MMP-2 y MMP-9 salival, con mayor frecuencia que las
glandulas no comprometidas. Este resultado refuerza la nocién de que a
medida que existe compromiso glandular, ya sea clinico o sialografico existe
una mayor probabilidad de observar estas metaloproteasas en la saliva. Este
hecho sugiere que la identificacion de estas moléculas en la saliva parotidea de
los pacientes con PCRI, podria ser utilizada como una herramienta en la clinica
para la evaluacién del compromiso glandular; tanto en el diagnéstico como en el
seguimiento de la enfermedad.

Adicionalmente, este enfoque experimental, podria constituir un buen
modelo de estudio, que permita describir a nivel molecular la etiopatogenia de la
enfermedad.

Para ello se requeriria evaluar la presencia de moléculas involucradas en
la activacion, inhibicion y sobreexpresion de estas enzimas. Fundamentado en
los antecedentes de la literatura especializada, seria de particular interés
identificar la presencia de TIMPs 1y 2, Citoquinas de origen epitelial y Factores

de crecimiento en la saliva parotidea de estos pacientes (17, 18, 22, 24, 26, 29).
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CONCLUSIONES

1.- La saliva parotidea de pacientes con PCRI presenta una mayor

concentracién de proteinas respecto a la de individuos controles sanos.

2.- Los pacientes con PCRI presentan con mayor frecuencia MMP-2 y MMP-9

en la saliva parotidea en relacién a los sujetos controles sanos.

3.- Los pacientes con PCRI que presentan un mayor grado de compromiso
sialografico de la glandula parétida, presentan con mayor frecuencia actividad

MMP-2 y MMP-9 en la saliva secretada por la glandula analizada.

4.- La saliva secretada por glandulas parétidas comprometidas clinicamente,
presentan actividad MMP-2 y MMP-9 con mayor frecuencia que las glandulas

no afectadas.
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SUGERENCIAS

El presente trabajo permitié describir alteraciones moleculares de la

saliva parotidea de pacientes con PCRI.

El analisis zimografico indic6 que en la saliva parotidea de estos
pacientes se encuentran las metaloproteasas 2 y 9 que normalmente estarian
ausentes en individuos sanos. El presente estudio constituye el primer reporte
de la presencia de estas moléculas en la saliva de estos pacientes. Estos
resultados hacen necesario un analisis complementario que permita cuantificar
la actividad de estas enzimas y determinar si ellas se encuentran activadas o
en forma latente. Adicionalmente podria complementarse la caracterizacion
molecular de estas enzimas mediante la deteccion con anticuerpos
especificos. Puesto que estas enzimas estarian involucradas en la
fisiopatologia de esta enfermedad, seria de particular interés el analizar si
existe en la saliva de estos pacientes, moléculas relacionadas con los

mecanismos que las regulan.

Desde una perspectiva clinica, seria interesante realizar un estudio de
correlacion entre las alteraciones moleculares de la saliva parotidea en
pacientes con PCRI descritas en nuestro estudio; con examenes

imagenoldgicos de una probable mayor sensibilidad que la sialografia como
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serian la ultrasonografia, la tomografia axial computarizada o la resonancia

nuclear magnética.

Ademas, se podria determinar en un estudio de seguimiento, si las
metaloproteasas 2 y 9 de la saliva parotidea de los pacientes con PCRI,

disminuyen al remitir el cuadro clinico.
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RESUMEN

La Parotiditis Crénica Recurrente Infantil (PCRI) es una inflamacién recurrente
y dolorosa, de etiologia desconocida. Se inicia alrededor de los 2 afios de edad
y se mantiene hasta la adolescencia. No existen estudios que analicen las
caracteristicas moleculares de la saliva de estos pacientes. En el Sindrome de
Sjogren y radiacion terapéutica del territorio maxilo-facial, se han descrito
alteraciones en la actividad metaloproteasa 2 y 9 salival. En el presente trabajo
se propuso analizar si existian alteraciones moleculares de la saliva en casos
de PCRI que se correlacionaran con el compromiso clinico y sialografico

glandular.

En 50 pacientes con PCRI de 4 a 14 anos y 34 voluntarios sanos
pareados por edad y género, se recolectdé saliva total, parotidea y
submandibular/sublingual. Se cuantificd proteinas por el método de Bramhall, y
se midié la actividad metaloproteasa 2 y 9 mediante zimografia en presencia
de gelatina. Se clasificé el compromiso clinico y sialografico de la glandula

parétida y se les correlaciond con los parametros moleculares de la saliva.

Los pacientes con PCRI, al compararlos con el grupo control,
presentaron aumento en la concentracion de proteinas de la saliva parotidea y

disminucion en la saliva total. Aumento en la frecuencia de individuos con
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actividad metaloproteasa 2 y 9 en la saliva parotidea.

La presencia de metaloproteasa 2 y 9 en la saliva parotidea se
correlacion6 positivamente con el compromiso clinico y sialografico en estos

pacientes.

El analisis molecular salival parotideo en la PCRI podria ser utilizada
para monitorear su evolucion clinica y para estudiar otras moléculas

involucradas en su fisiopatologia.
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