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RESUMEN

La Parotiditis Cronica Recurrente Infantii (PCRI) es una inflamacién
recurrente y dolorosa, de etiologia desconocida. Generalmente, se inicia alrededor
de los 2 afios de edad y se mantiene hasta la adolescencia. Estudios anteriores
han demostrado, mediante zimografia, la presencia de metaloproteasas 2y 9 en la
saliva parotidea de pacientes con PCRI. En este estudio se propuso analizar,
mediante zimografia, la actividad gelatinasa en saliva parotidea de dichos
pacientes e identificar, mediante inmuno-western-blot, las formas moleculares de
metaloproteasa 9.

En 34 pacientes con PCRI de 4 a 13 afios de edad, se recolect6 saliva
parotidea bilateral, se midi6 concentracion de proteinas mediante el método de
Bramhall, para posteriormente determinar la actividad gelatinasa mediante
zimografia. Se registr6 el compromiso clinico-sialografico de ambas glandulas
parétidas y se les correlacion6 con la actividad enzimética de las gelatinasas en
cuestion. Ademas se realiz6 inmuno-western-blot con anticuerpo antiMMP-9 y se
comparo la frecuencia de las distintas formas moleculares de metaloproteasa 9 en
saliva proveniente de parotidas clinicamente afectadas y clinicamente sanas.

La saliva parotidea de pacientes con PCRI presenté actividad gelatinasa en
ambas glandulas, independiente de si estdn o no afectadas clinicamente. Sélo se
observo diferencia estadisticamente significativa en la actividad enzimética de la
metaloproteasa de 141kDa, donde hubo una mayor actividad en glandulas
clinicamente afectadas.

La saliva de individuos con PCRI no presento un patron uniforme de formas
moleculares de MMP-9. La frecuencia de las formas moleculares de las MMP-9
analizadas en saliva parotidea de pacientes PCRI, no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre aquellas muestras tomadas de glandulas
clinicamente sanas y clinicamente afectadas, salvo en las formas moleculares de
169kDa y 139kDa, que fueron mas frecuentes en saliva proveniente de glandulas

comprometidas clinicamente.



INTRODUCCION

La Parotiditis Crénica Recurrente Infantil (PCRI) es una enfermedad de
etiologia desconocida, caracterizada por la inflamacion recurrente de una o ambas
glandulas parotidas. Afecta por lo general a nifios desde la infancia temprana
hasta la adolescencia, donde sin causa aparente tiende a remitir. La inflamacion
glandular se manifiesta como un aumento de volumen doloroso que puede durar
dias, semanas o meses, presentando recurrencias en forma imprevista sin una
frecuencia determinada, lo que compromete la calidad de vida del paciente (1).

La falta de conocimiento de los factores causales y de la fisiopatologia de la
PCRI, determina que no exista consenso sobre su manejo terapéutico. Los
pacientes son atendidos por diversos especialistas con tratamientos que se
prolongan por toda su infancia y adolescencia, atenuando los signos y sintomas
pero sin remediar la enfermedad. En Chile los Centros de Referencia para esta
patologia se han desarrollado espontdneamente en hospitales publicos. De esta
forma, los pacientes no s6lo no encuentran solucion a su problema de salud, sino
gue deben acudir recurrentemente a lugares de atencion distantes a su domicilio y
que se encuentran altamente solicitados. Ademas los centros de atencion se ven
en la necesidad de gastar recursos materiales y humanos en maniobras poco
eficaces.

Para su diagnostico se realiza un examen clinico, el cual es confirmado
mediante la sialografia. La sialografia como examen complementario y, a pesar de
su caracter invasivo, es el método utilizado con mayor frecuencia (1; 2). La biopsia
parotidea se encuentra restringida a casos extremos dada la proximidad
anatomica del nervio facial, lo que hace que no sea posible analizar directamente
el tejido glandular. Ademas existen otros métodos imagenoldgicos que aportan al
diagnostico y seguimiento pero que no se utilizan de rutina debido a su alto costo,
como es el caso de la ultrasonografia.

Por lo dicho anteriormente, el analisis molecular de la saliva como producto
de secrecién glandular adquiere relevancia en esta patologia, por la poca

invasividad del método de obtencién de las muestras. El uso de la saliva, como
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fluido diagndstico de enfermedades bucales o sistémicas, es un area activa en
investigacion ya que la composicion molecular salival es un reflejo del estado de
funcionamiento de la glandula que la sintetiza. El analisis en saliva de moléculas
asociadas a la evolucion de la patologia, junto con describir el mecanismo
fisiopatolégico de esta enfermedad, permitiria postular estrategias terapéuticas
alternativas relacionadas con el tipo de dafo existente, mas eficaces, con menor
tiempo de duracion y menor costo que las actuales.

En un estudio reciente realizado en el laboratorio de Biologia y Bioquimica
Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en el que se
abord6 el analisis molecular de la saliva parotidea de pacientes con PCRI, se
describié alteraciones en la composicién salival en relacion a sujetos controles
sanos. Se analiz6 mediante zimografia la frecuencia de individuos que presentan
actividad Metaloproteasa 2 (MMP-2) y Metaloproteasa 9 (MMP-9) en su saliva
parotidea. Los resultados indican que sélo 2 sujetos controles presentaron estas
enzimas en su saliva y en contraste, 18 pacientes con PCRI presentaron actividad
MMP-9 y 10 pacientes presentaron actividad MMP-2. Este constituye el primer
informe sobre la presencia de metaloproteasas en saliva de pacientes con PCRI
3)

El presente trabajo propone aportar mayor conocimiento sobre las moléculas
asociadas al mecanismo fisiopatolégico de esta patologia, identificando mediante
inmuno-western-blot la frecuencia de formas moleculares de MMP- 9, y mediante
zimografia la actividad enzimética de esta metaloproteasas presente en la saliva

parotidea de los pacientes con PCRI.



MARCO TEORICO

La parotiditis cronica recurrente infantii (PCRI) es una enfermedad de
etiologia desconocida, definida como una inflamacion parotidea asociada a una
sialectasia no obstructiva glandular. Se caracteriza por presentar episodios
recurrentes de parotidomegalia inflamatoria dolorosa, que duran dias, semanas o
meses, acompafiados usualmente por compromiso del estado general del
paciente. Se alterna con intervalos de remision, en los que la glandula se observa
clinicamente asintomatica (1; 2). El numero de recurrencias es variable e
impredecible en cada individuo, se inicia entre los 3 y 6 afilos de edad y se
mantiene hasta la adolescencia, comprometiendo significativamente la calidad de
vida del individuo. Solo algunos casos requieren hospitalizacion por la magnitud
del compromiso del estado general. En general, la mayoria de episodios de
agudizacion de PCRI estan asociados a patologias respiratorias como resfrio,
amigdalitis, neumonitis y bronquitis (4; 5)

La distribucidn por géneros de esta patologia es similar para ambos sexos,
y su manifestacién es preferentemente unilateral. Si se manifiesta bilateralmente,
afectar4d predominantemente a una de las glandulas. El aumento de volumen
glandular es marcadamente doloroso, pudiendo existir compromiso de la piel de la
zona con enrojecimiento local. Después de la pubertad los sintomas se atentdan
pudiendo desaparecer por completo sin causa aparente, aunque en algunos casos
ésta persiste hasta la edad adulta (1; 2; 6).

La mayoria de los estudios sobre PCRI describen una disminucion del flujo
salival parotideo acompafiado de cambios en el aspecto macroscépico de la
saliva, como aumento de la viscosidad salival o la presencia de un material
particulado blanquecino en la secrecion (2). Otros autores diferencian entre saliva
mucosa, purulenta y globosa, sefialando como mas frecuente al primero de estos
tipos (4), (Figura 1). También la han descrito como una secrecién turbia o
purulenta (7). En la mayoria de estos estudios se describe que a pesar de la fiebre
y malestar general, la presencia de pus emanada por el conducto de stenon es

poco frecuente, produciéndose por poco tiempo y en baja cantidad (1; 2; 8; 9).
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Baurmash y cols. Sefialan que después del episodio de inflamacion aguda
glandular la saliva se vuelve clara y libre de material particulado, pero en menor

cantidad que el lado no afectado del paciente (2).

Figura 1: Tapdn mucoso en salida
del conducto excretor parotideo
en un paciente con PCRI (4).

La etiologia concreta de la PCRI es desconocida, pero se han propuesto
posibles factores causales como: malformaciones ductales, factores genéticos,
inmunodeficiencias, procesos alérgicos, autoinmunes e infecciosos, entre otros (1;
2; 4; 5; 6; 10; 11; 12). Sin embargo, ninguna de estas hipotesis ha podido ser
demostrada.

Se han realizado diversos estudios intentando determinar la causa de la
PCRI, como por ejemplo estudios microscépicos de tejido glandular, pero estos
son escasos ya que la biopsia de la glandula sélo se indica en casos que el
beneficio sea mayor que el costo, por la proximidad del nervio facial y el riesgo de
dafarlo. Los estudios histopatolégicos existentes indican que existe un infiltrado
linfocitario que tiende a formar foliculos linfoides alrededor de ductos interlobulares
dilatados (sialectasia). El epitelio ductal muestra hiperplasia y metaplasia con un
patrén cilindrico pseudoestratificado (8; 13; 14). También se han realizado
estudios microbiolégicos de la saliva parotidea en individuos con PCRI,
excluyendo la presencia de los principales virus respiratorios y del virus parotidis,
descartandolos de esta manera como posibles agentes causales (5). Estudios
Bacteriol6gicos reportan la presencia de una flora mixta de cocos Gram positivos,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus Viridans y/o
Moraxella Catarrhalis en el 80% de los casos estudiados (9; 15). Sin embargo
existen razones que impiden aseverar un origen infeccioso de esta enfermedad
con estos agentes causales, entre las cuales encontramos que el proceso

glandular es principalmente de tipo inflamatorio, el compromiso del estado general



6

es moderado, la mayoria de los casos son unilaterales y hay un nimero de casos
en que los cultivos bacterianos arrojan resultados negativos.

El diagnostico de PCRI se basa en la historia clinica y se confirma con
sialografia, examen que permitiria seguir la evolucidon del estado glandular (1; 13).
La sialografia es considerada como el método mas importante y confiable para el
diagnostico de PCRI (16). Esta consiste en la inyeccién de un medio de contraste
yodado a través del conducto de Stenon, para observar en una imagen
radiogréafica los conductos glandulares, evidenciando las dilataciones de los ductos
en lo que se define como “ciruelo en flor” (Figuras 2 y 3). Existiria una relacién
entre el tipo de sialectasia observada en el sialograma y el compromiso glandular.
Asi, en un principio la sialectasia seria del tipo punteado, para presentarse como
globular a cavitario en el estado mas avanzado y degenerativo de la glandula (1; 2;
17; 18; 19). Después de multiples recurrencias, se produciria un efecto destructivo
permanente de la gldndula observable en la sialografia. En estos pacientes
existiria una tendencia a hacer cuadros mas prolongados y mas frecuentes que en
los individuos con menor dafio glandular acumulado (2). Cuando la enfermedad se
atentia, los cambios sialograficos tenderian a disminuir pudiendo llegar a
desaparecer cuando la enfermedad se hace inactiva (1). Otro estudio reporta que
existirian en el sialograma evidencias de una recuperacion del sistema ductal
secundario y terciario de la glandula en 15 pacientes una vez resuelto el cuadro
clinico, aunque en 9 pacientes se mantiene la imagen alterada a pesar de no
presentar evidencias clinicas (4).También se ha descrito que la sialografia tiene

efectos benéficos, en términos de mejorar los sintomas y reducir la frecuencia de

las recurrencias (8; 16).

Figura 2: Sialografia de una
glandula parétida sana, se observan
ductos principales y secundarios, lo
gue se conoce como “arbol seco sin
hojas”.




Figura 3: Sialografia de una
glandula pardtida con PCRI, se
observa sialectasia punteada, lo
gue se conoce como “ciruelo en
flor”.

Se ha utilizado la ultrasonografia (US) como apoyo al diagnéstico, 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 mdltiples imagenes nodulares hipoecogénicas en el parénquima, que
representarian sialectasias e inflitracion linfocitaria (1; 7; 13). Los estudios clinicos
establecen una correlacion entre ambos examenes complementarios (13; 17; 20;
21) pero aun se depende de la sialografia para corroborar el diagndstico. Algunos
reportes sefialan que la US seria mas sensible en la deteccion del compromiso
glandular, tanto para el diagndstico como para el seguimiento de la PCRI (13). Sin
embargo en nuestro pais existen pocos especialistas expertos en la realizacién e
interpretacion de este examen y los servicios publicos donde se realiza, se
encuentran sobrepasados por la demanda.

No existe consenso sobre el manejo terapéutico de PCRI, distintos
especialistas indican variadas terapias para una misma entidad patolégica. En
algunos casos se ha usado maniobras fisicas como calor local, masajes
glandulares, etc. (10), en otros, se indican antiinflamatorios no esteroidales
(AINES) (10; 22), ademas de combinaciones de antihistaminicos, lisozima y
antibidticos (15). 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 de bromhexina
para el tratamiento de esta enfermedad (4mg cada 8 horas para tratar
recurrencias) (22). Basados en la observacion de que en un nimero importante de
pacientes se produce la desaparicion de los sintomas de la fase aguda con la
sialografia (1; 15) 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
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propone un esquema terapéutico consistente en lavados intraglandulares
periédicos con un antiséptico yodado (4) (Figura 4). Otro estudio propugna el
tratamiento por medio de la inyeccidbn de hidrocortisona intraglandular bajo
anestesia general (23). También se propone la intervencion glandular a través de
un sialendoscopio por el cual se realiza un lavado, la dilatacién ductal e inyeccion
de hidrocortisona (8). En casos con dafo glandular severo e irreversible como
resultado de episodios agudos de larga duracion, se busca la atrofia glandular
mediante la ligazén del conducto excretor (2). Como ultimo recurso y solo en
casos severos, en los que las demas medidas terapéuticas son inutiles, se realiza
la parotidectomia parcial o total (2; 24), existiendo casos extremos de

parotidectomia bilateral en nifios de 11 afios de edad (24), técnica que tiene un

alto riesgo de dafiar el nervio facial.

Figura 4: Lavado intraglandular via
conducto de Stenon con
antiséptico yodado (Reliev®), de
0,7 a 1 ml de antiséptico 1 vez al
mes.

A pesar de que el proceso patolégico en la PCRI es de caracter
eminentemente inflamatorio, en la mayoria de los reportes se indica que los
esquemas terapéuticos se combinan con antibioterapia sistémica (1; 4; 7; 8; 15;
23), con el riesgo de generar resistencia microbiana, por el uso recurrente de
estos farmacos para tratar una enfermedad en la que no se tienen evidencias
acerca de su origen bacteriano.

La mayoria de los estudios reporta un porcentaje de éxito variable, pero
ninguno de los tratamientos propuestos ha podido evitar o prevenir totalmente las
recurrencias. La tendencia general es enfocar el tratamiento al alivio de los
sintomas, la disminucién del periodo de actividad y prolongacion del periodo de
quiescencia, la prevencion 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; 7; 8; 22).



9

La contraindicacion de biopsia glandular en esta enfermedad, ha dificultado
la obtencion de informacion acerca del estado del tejido afectado por PCRI. Desde
esta perspectiva, el analisis molecular del producto de secrecion glandular ha
llegado a establecerse como mecanismo no invasivo, alternativo al estudio
histoldgico de la glandula, en una serie de alteraciones inflamatorias que afectan a
las glandulas salivales.

La mayoria de los estudios sobre PCRI concuerdan en describir
alteraciones de la calidad de la saliva parotidea en esta patologia (1; 2; 4; 7), sin
embargo los estudios que analizan su composicidon quimica son escasos, se han
realizado en un nimero reducido de individuos y analizan la presencia de algunas
proteinas particulares. En ellos se reporta que la saliva parotidea de pacientes con
PCRI presenta mayores concentraciones de albumina, lactoferrina, calicreina e
IgA, en relacion a sujetos controles (25; 26). Ademas de estas proteinas, en una
serie de patologias inflamatorias que afectan a glandulas salivales, se ha podido
detectar en la composicion de la saliva la presencia de macromoléculas
involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular, como son las
metaloproteasas (MMPSs) y los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPS),
permitiendo obtener informacion en relacion al proceso patologico de la glandula
afectada (27; 28; 29).

Las MMPs conforman una familia de 26 endopeptidasas dependientes de
iones calcio y zinc, encargadas de la remodelacion de la matriz extracelular en
condiciones normales y patolégicas (30). Su expresién es regulada por factores de
crecimiento, citoquinas, hormonas y componentes de la matriz extracelular (31).
Estas enzimas son sintetizadas inicialmente como zimogenos (proMMP o forma
latente) y requieren de la hidrdlisis proteolitica de un propéptido en el espacio
extracelular, para exponer su sitio catalitico (MMP o forma activada) (32). Las
gelatinasas A (MMP-2) y B (MMP-9) han sido involucradas en una amplia variedad
de condiciones patolégicas del adulto como el Sindrome de Sjogren, diabetes
mellitus, periodontitis, entre otras (29; 33; 34). Adicionalmente, también han sido
estudiadas en patologias inflamatorias propias de la infancia como en la otitis
cronica media con efusion y en nifios con enfermedades cronicas del pulmén (35;
36). Ambas gelatinasas han sido detectadas en una amplia variedad de fluidos
como liquido cefalorraquideo, secrecién traqueal, secrecion del oido medio, fluido
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gingival, plasma y saliva (27; 33; 35; 36; 37; 38; 39).

Con la excepcién del estudio de Wu (27), casi la totalidad de los estudios
determinan los niveles de las metaloproteasas en saliva total. Se debe considerar
gue la saliva total es una mezcla compleja de fluidos a la que también confluye el
fluido crevicular gingival, células descamadas de la mucosa bucal, flora microbiana
y restos alimenticios. En este fluido se ha descrito la presencia de MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 y TIMP-2 en condiciones de normalidad gingival y en enfermedad
periodontal (33). De esta forma, se desconoce cual es el origen de estas
moléculas presentes en saliva total. En un intento por dilucidar este problema,
Makela (40) analiza en forma independiente muestras de saliva parotidea, saliva
submandibular/sublingual, saliva total y fluido crevicular gingival de 17 controles
sanos. Sus resultados indican que la saliva total y el fluido crevicular presentaron
niveles similares de MMP-9, detectandose sélo trazas en las salivas glandulares.
Collin (34) reporta que la actividad MMP-9 en saliva total de individuos
desdentados, es decir sin fluido crevicular gingival, era significativamente menor
gue la de sujetos dentados. Ambos resultados sugieren que MMP-9 salival seria
principalmente aportada por el periodonto.

Estudios realizados sobre cortes de tejido sano de glandula parétida
y submandibular indican que MMP-2, MMP-9 se encontrarian principalmente en el
sistema ductal y ausente del sistema acinar (41; 42; 43). Estudios similares en
glandula salival labial, describen la presencia de MMP2 y MMP-9 en las células
ductales y en la region basal de las células acinares (44; 45). Estos resultados
sugeririan que estas moléculas no serian liberadas desde la glandula a la cavidad
bucal en condiciones de normalidad. Teniendo en cuenta toda la evidencia
analizada, se deduce que para la identificacibn en saliva de moléculas
provenientes de la glandula parétida, se debe analizar la secrecion parotidea y
que se deben extremar los cuidados para recolectar este material libre de
contaminacion con otro fluido bucal.

En un estudio reciente realizado en el laboratorio de Biologia y Bioquimica
Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en el que se
abordo el andlisis molecular de la saliva parotidea de pacientes con PCRI (n = 33),
Morales et al. describio alteraciones en la composicion salival en relacion a sujetos

controles sanos (n = 33). Para la recoleccion de saliva parotidea en forma aislada,
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sin contaminacion con otros fluidos bucales, se disefidé previamente un dispositivo
(snail collector), termoformado, desechable, que permite recolectar saliva
parotidea de alta pureza (46; 47; 48) y que permite utilizarse en un nimero alto de
individuos con un relativo bajo costo. La saliva de los sujetos enfermos presento
alteraciones en la concentracién de proteinas, en los modos de difusiébn de sus
proteinas salivales y en los bandeos polipeptidicos, al contrastarla con la saliva del
grupo control. Ademas se analizd la frecuencia de individuos que presentan
actividad MMP-2 y MMP-9 en su saliva parotidea. Los resultados indican que solo
2 sujetos controles presentaron estas enzimas en su saliva y en contraste, 18
pacientes con PCRI presentaron actividad MMP-9 y 10 pacientes presentaron
actividad MMP-2. Este constituye el primer informe sobre la presencia de
metaloproteasas en saliva de pacientes con PCRI (3). Otro estudio reportado por
los mismos investigadores indica que existe una asociacion entre la presencia de
MMPs 2 y 9 en la saliva de pacientes con PCRI y el grado de compromiso
sialografico de la glandula parétida afectada. En conjunto esta evidencia nos
permite suponer que estas gelatinasas pudiesen estar involucradas en el
mecanismo de dafio de la glandula parétida en la PCRI (49).

Tanto la MMP-2 y la MMP-9 son secretadas por las células como
monomeros y en distintas formas diméricas. Las MMP-9 pueden formar
homodimeros (dos moléculas de MMP-9 unidas entre si) y heterodimeros (unidas
a otras proteinas). Las distintas especies moleculares de MMP-9 tienen
propiedades bioquimicas y enzimaticas diferentes (50). Es asi como se han
descrito el homodimero MMP-9/MMP-9, la unién MMP-9/TIMP (su inhibidor),
heterodimeros MMP-9/MMP1, MMP-9/NGAL (Lipocalina de neutrofilo asociada a
gelatinasa), MMP-9/Haptoglobulina, y la unibn de MMP-9 con variados
proteoglicanos y glicoproteinas. Especial atencion sugiere la union de MMP-
9/NGAL. En neutrofilos humanos se produce este complejo dimérico covalente,
sensible a la reduccion, de aproximadamente 125-130 kDa. El heterodimero
proMMP-9/NGAL puede atar al inhibidor TIMP-1, ademas de mejorar la activaciéon
de la enzima por la calicreina plasmatica y HgCl,, protegiendo a la MMP-9 de la
degradacion, rompiendo asi el equilibrio entre su sintesis y su degradacion (51;
52; 53). En otras palabras, la actividad de MMP-9 se veria estabilizada por la
presencia de NGAL (50). En placas ateroescleréticas la NGAL podria promover
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una actividad proteolitica prolongada y aumentada, provocando una
desestabilizacion de la malla colagena haciendo més susceptibles las placas a la
erosion y ruptura con una subsecuente trombosis e infarto (54). También se ha
visto una relacion entre la actividad de este complejo y la profundidad de la
invasion tumoral (55), y se ha encontrado también en fluido sinovial de pacientes
con osteoartritis. NGAL o lipocalina 2 (25 kDa) es una proteina de union con alta
afinidad a sideroforos bacterianos; constituye un componente del sistema inmune
innato frente a infecciones bacterianas en tejidos expuestos al medio ambiente
externo (tracto respiratorio, gastrointestinal y urinario) y su expresion se eleva
cuando estos tejidos se encuentran infectados o inflamados (56). Un estudio
realizado en glandula submandibular de 10 pacientes con sialadenitis cronica,
indica que NGAL se sobreexpresa en el infiltrado inflamatorio y en las células
ductales de la glandula, en relacion al tejido glandular de individuos controles
(57). Otro estudio realizado en glandula salival labial de individuos con
polineuropatia amiloidea, establece que existe una sobreexpresion de los mMRNA
de NGAL y una sobreexpresion de la forma de 130 kDa de MMP-9, en relaciona a
individuos controles (58). A la fecha, no existen estudios sobre la presencia de
NGAL o complejos MMP-9 con otras moléculas en glandula pardétida o en la saliva
producida por ella en condiciones de normalidad o patoldgica.

En este trabajo se propone identificar los distintos complejos moleculares
de la MMP-9 existentes en saliva de pacientes con PCRI, buscando informacién
adicional para entender el mecanismo fisiopatolégico involucrado en la destruccion

de la glandula parétida.
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HIPOTESIS
La saliva parotidea producida por glandulas clinicamente afectadas en
pacientes con Parotiditis Crénica Recurrente Infantil, presenta con mayor
frecuencia formas de MMP-9 de distinto peso molecular a las formas activa de 92

kDa y latente de 82 kDa que la saliva producida por glandulas no afectadas.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el aumento en la frecuencia de las formas moleculares de MMP-
9 de distinto peso molecular a las formas activas y latentes, en la saliva parotidea
de glandulas clinicamente afectadas de pacientes con Parotiditis Cronica

Recurrente Infantil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar la actividad gelatinasa en pacientes con Parotiditis
Crénica Recurrente Infantil en la saliva producida por glandulas
parétidas afectadas y no afectadas clinicamente por la enfermedad.

b. Identificar en pacientes con Parotiditis Crénica Recurrente Infantil,
formas de MMP-9 de bajo y alto peso molecular en la saliva
producida por glandulas parétidas afectadas y no afectadas
clinicamente por la enfermedad.

c. Determinar en pacientes con Parotiditis Crénica Recurrente Infantil,
la frecuencia de las formas moleculares de MMP-9 en la saliva
producida por glandulas parétidas afectadas y no afectadas

clinicamente por la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Individuos:

Se conformd 1 grupo compuesto por 34 pacientes de entre 4 y 14 afos de
edad, de ambos géneros, con diagnostico de PCRI que se encontraban en
tratamiento en el Servicio Maxilofacial Infantil del Hospital San Juan de Dios. Los
criterios de inclusion fueron: a) historia de al menos dos episodios inflamatorios
agudos parotideos en la misma glandula; b) imagen sialografica parotidea
compatible con diagnostico de PCRI; c) ausencia de enfermedades sistémicas.

Se obtuvo un consentimiento informado de los tutores de todos los

individuos que participaron en el estudio.

Recoleccién de saliva:

En todos los individuos incluidos en el estudio se recolectd 1 ml de saliva
parotidea, derecha e izquierda, segun procedimientos descritos por Morales y
cols. (48) (Figura 5). La recoleccién fue realizada por un unico operador calibrado
para esta maniobra. La saliva se recolectd bajo estimulacion lingual con acido
citrico al 2% (p/v). Las muestras de saliva fueron mantenidas en recipientes
inmersos en hielo y trasladadas al laboratorio para su almacenamiento a —20
grados C, hasta su andlisis. Para cada muestra se registré si esta provenia de

una paroétida sana o comprometida segun diagndéstico clinico-sialografico.

Figura 5: Inspeccion y Recoleccidn de muestra via conducto parotideo (42).
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Concentracion de proteinas:

Se aplic6 el método de Bramhall (59) en forma de micrométodo y con
adaptaciones descritas previamente (60; 61). Brevemente, alicuotas de 40 ul de
saliva y de un estandar de seroalbumina bovina (10-50 ug) se depositaron sobre
filtros de celulosa. Los filtros fueron fijados en &cido tricloroacético 5%, lavados
sucesivamente en etanol 80% y etanol-éter 3:1 (v/v), tefildos con Coomassie Blue
0,25% durante 20 minutos a 60 grados °C y lavados exhaustivamente en acido
acético 7% hasta background claro. Luego se enjuagaron una vez en agua
destilada, secados bajo lampara y el colorante de cada disco fue eluido en
metanol 45%-amoniaco 0,25% y leido espectrofotométricamente a 610 nm para
determinar su absorbancia. Se cre6 una curva de calibracién en base al estandar

para determinar la concentracion de proteina de las muestras.

Zimografia:

Las muestras de saliva fueron mezcladas con buffer 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 (62) con la excepcidon que contenia
gelatina a una concentracion final de 1 mg/ml. Una vez finalizada la separacién
electroforética, cuando el colorante del frente de corrida migré a 4 mm.del borde
inferior del vidrio, el gel fue incubado en buffer de activacion (Tris HCL pH 7,5 10
mM, Triton x100 1,25%, CaCl, 5 mM, ZnCl, 1uM) toda la noche a 372 C.

Luego los geles fueron teflidos con Coomassie blue por 6 horas y
destefiidos en una solucién metanol 10%, acido acético 15%(v/v) hasta evidenciar
las bandas claramente. Los geles fueron calibrados utilizando una mezcla de

proteinas estandares de peso molecular y estandar de MMP-2 y MMP-9.

Confirmacion de la Actividad Metaloproteasa:
La actividad proteasa de un origen distinto al de metaloproteasa fue
descartada incubando las muestras de saliva con los siguientes inhibidores de

proteasas inespecificas: NEM (N-etiimaleimida) 50 mM (inhibidor de tiol-
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proteasa) y PMSF (fenil-metil-sulfunil-fluoruro) 50 mM (inhibidor de serin proteasas
y proteasas en cisteina).

Posteriormente, la actividad metaloproteasa fue confirmada incubando las
muestras de saliva con el inhibidor especifico de metaloproteasa EDTA 5 mM.
Adicionalmente, se contrastd la actividad metaloproteasa contra estandares de
MMP2 y MMP9.

Determinacion de la actividad enzimatica de las Metaloproteasas:

Se obtuvo una imagen digital de cada gel tras la zimografia mediante
fotografia con retroiluminacion. Dicha imagen se trabajo en escala de grises y fue
analizada con el software UNI-SCAN-IT gel® v4.1 (Silk Scientific Corp.) para
determinar el nimero de pixeles en cada banda y realizar una curva de calibracién
con los estandares de metaloproteasa y asi obtener la cantidad de enzima

presente en cada una de ellas.

Inmuno-western-blot:

Las muestras de saliva fueron mezcladas con buffer de muestra en
condiciones no denaturantes y separadas electroforéticamente a un voltaje
constante inicial de 125 V por 10 minutos, y luego 150 V por una 1 hora
aproximadamente, en un gel de poliacrilamida-SDS (10%) de acuerdo al
procedimiento estandarizado de Laemmli (62). Las proteinas asi separadas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (PIERCE, 0,45 um), utilizando un
cassete de transferencia y buffer de transferencia 1x (Tris 248 mM, Glicina 1,92
mM), siguiendo el siguiente protocolo: (10 V por 10 min, 20 V por 10 min, 30 V por
10 min, 40 V por 10 min, 50 V por 50 min). Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas por una hora en amortiguador TBS-T (Tris-HCL 20 mM pH 7,6, NaCl
137 mM y Tween 20 al 0,1%) con leche descremada al 5%, y se realizaron 4
lavados con TBS-T por 15 minutos. Luego se incubaron con un anticuerpo
primario antiMMP-9 (R&D systems) en una concentracion 1:250 en TBS-T toda la
noche. A la mafana siguiente fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo
secundario (GAMPO, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) en una

concentracion de 1:10.000 en TBS-T por 1 hora. A continuacion se realizaron
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nuevamente 4 lavados en TBS-T de 15 minutos cada uno y se identifico la
reaccion positiva utilizando el método de quimioluminiscencia (SuperWest Femto,
Pierce Biotechnology, Rockford, USA). En un cuarto oscuro se expusieron a

peliculas radiograficas (Kodak) y se revelaron utilizando los liquidos respectivos.

Determinacion de la frecuencia de formas moleculares de MMP-9:

En las peliculas radiograficas, se determiné el tamafio molecular de las
bandas radiopacas correspondientes a Metaloproteasa 9, mediante la movilidad
relativa de estas enzimas, contrastandola con la de proteinas estandares de
tamafio molecular. Se determind la frecuencia de estas formas moleculares en la
totalidad de las muestras analizadas, registrando si estas provenian de glandulas

sanas o0 comprometidas.

Analisis estadistico:

En las muestras provenientes tanto de parétidas afectadas clinicamente y
no comprometidas por la enfermedad, se determind la actividad enzimatica
expresada en: a) nanogramos de enzima por microgramos de proteina total en
cada muestra; y b) nanogramos de enzima por microlitros de saliva. Se determiné
la frecuencia de glandulas parétidas que presentaron bandas correspondientes a
MMP-9 salival detectadas por inmuno-western-blot. El andlisis estadistico se
realiz6 aplicando el test de Wilcoxon y el test exacto de Fisher segun
correspondia. La significaciéon estadistica fue fijada en p < 0,05. Para todo esto se

utilizé el programa estadistico STATA® 9.1.
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RESULTADOS

De los 34 pacientes con PCRI (edad promedio: 10,7 aflos +4,42), 16
presentaban un cuadro bilateral y 18 un cuadro unilateral, asi se encontraron 18
glandulas parétidas sanas y 50 glandulas comprometidas segun el diagndstico

clinico-sialogréfico.

Concentracion de Proteinas:

Se determinéd la concentracion de proteinas para la saliva de las glandulas
derecha e izquierda de cada paciente. En el grupo de glandulas afectadas
clinicamente por PCRI, el valor promedio de concentracion de proteinas fue de
806,3 = 377,84 mg/ml, donde el valor menor fue de 249,23 mg/ml y el mayor de
1761,21 mg/ml. En el grupo de glandulas no afectadas clinicamente, la
concentracion de proteinas promedio de las salivas parotideas fue de 665,78 +
372,65 mg/ml, donde el valor menor fue de 180 mg/ml y el mayor de 1471 mg/ml.
(Tabla I)

Al comparar los valores promedio de concentracion de proteinas de la
saliva parotidea entre ambos grupo, se observd que las glandulas clinicamente
afectadas por PCRI presentaron una mayor concentracion de proteinas. Este
resultado no fue significativo estadisticamente (Test de Wilcoxon, Mann-Whitney
p>0,05). (Tabla I)
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TABLA I: Concentracion de proteinas salivales de glandulas clinicamente

afectadas por PCRI y glandulas clinicamente sanas.

Concentracion Rango de
Condicion proteinas en saliva|Concentraciones de
parotidea(mg/ml) proteinas en saliva
Promedio £ D.E. parotidea (mg/ml)
Glandulas 806,3 + 377,84* 249,23 - 1761,21
clinicamente
afectadas por PCRI
n =50
Glandulas 665,78 + 372,65* 180 — 1471
clinicamente sanas
n=18 *p =0,137

Concentracion de proteinas obtenidas por el método de Bramhall (59).
D.E. = Desviacion Estandar
*Test de Wilcoxon, Mann-Whitney

Determinacién de la actividad enziméatica de las Gelatinasas:

La actividad enzimatica fue analizada a partir de las imagenes digitalizadas
de los geles zimograficos y fue expresada en nanogramos de enzima por
microgramos de proteina total y en nanogramos de enzima por microlitros de
saliva. Todas las muestras presentaron al menos una banda con actividad
gelatinasa, es decir, todos los pacientes con PCRI presentaron actividad
metaloproteasa en su saliva proveniente tanto de la glandula parétida clinicamente
comprometida como de la clinicamente sana. Se evidenciaron 4 tipos distintos de

bandas correspondientes a actividad gelatinasa que se expresaban en las



20

muestras de saliva parotidea de los pacientes. Se determiné el peso molecular de
estas bandas mediante la migracién relativa comparada con el estandar de peso
molecular. El peso promedio de los estandares de MMP’s fue de 87,5kDa
(ProMMP-9), 76kDa (MMP-9), 58,2kDa (ProMMP-2) y 53kDa (MMP-2). Las
bandas de las muestras de saliva parotidea, en promedio pesaron 141kDa, 91kDa,
76kDay 61kDa y se les denominé Gelatinasa de 141kDa, 91kDa, 76kDa y 61kDa

respectivamente (Fig6).

Std. PM Saliva pacientes PCRI Std. MMP’s
I | x 2 3 4 5 6 I |

250kDa

150kDa

100kDa

75kDa

50kDa

Figura 6: Ejemplo de zimografia que muestra las distintas bandas
correspondientes a actividad gelatinasa que se encontraron en la saliva
parotidea de glandulas clinicamente sanas y enfermas de pacientes con PCRI.
Carriles 1, 2 y 6: muestras de saliva de glandulas clinicamente afectadas.
Carriles 3, 4 y 5: muestras de saliva de glandulas clinicamente sanas.

No hubo diferencia significativa entre la actividad enzimatica de las
glandulas sanas y las enfermas, a excepcion de la concentracion en nanogramos
de enzima por microlitros de saliva de la Gelatinasa de 141kDa (Tabla Il). A pesar
de esto, se observé una mayor actividad enziméatica en las glandulas enfermas de
la Gelatinasa de 141kDa, 91kDa y 76kDa respecto de las glandulas sanas y solo
la Gelatinasa de 61kDa presentd menor actividad enzimatica en la glandula
enferma (Tabla II).
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Tabla Il: Actividad enzimatica de las distintas gelatinasas en saliva parotidea

de pacientes con PCRi en relacion al compromiso clinico de la glandula.

Gelatinasa
141kDa 91kDa 76kDa 61kDa

sana PCRI sana PCRI sana PCRI sana PCRI

Ne° 14 44 15 44 9 33 2 14
ng Enzimalug 2,00 + 575+ 3,563 + 7,7+ 2,16+ | 3,23+ | 0,95+ | 0,93+
Proteina Total 1,41 7,15 3,11 10,88 1,19 3,34 0,1 0,93
1,75+ 9,20 + 3,03 + 7,4+ 2,05+ | 349+ | 047 + 0,6 +

ng Enzima/ul Saliva | 2,37 23,71* 4,08 12,76 2,03 5,29 0,24 0,57

*Significacidon estadistica, test de Wilcoxon, Mann-Whitney (p= 0,037)

Determinacién de la frecuencia de formas moleculares de MMP-9:

Tras el inmuno-western-blot, se evidenciaron 8 bandas de distintos tamanos

moleculares correspondientes a MMP-9 que se expresaban en las muestras de

saliva parotidea de los pacientes.

Se determind el peso molecular de estas

bandas mediante la migracion relativa comparada con el estandar de peso
de 92kDa
(ProMMP-9) y 82kDa (MMP-9). Las bandas correspondientes a MMP-9 en las

muestras de saliva parotidea de los pacientes con PCRI no mostraron un patrén

molecular. El peso promedio de los estandares de MMP’s fue

uniforme, y en promedio pesaron 169kDa, 139kDa,

60kDa, 44kDa y 29 kDa, y se les denominé por dicho peso promedio. (Fig7).

108kDa, 94kDa, 81kDa,




Std.

MMP-9 Saliva pacientes PCRI Std. PM
I | 4 2 3 a4 1
re s +—*250kDa
‘ ‘ - K +—*150kDa

ke P
ProMMP-9 &—» - . : 100kDa

MMP-9 &—»

. o +—e 75kDa

’ ' «—e 50kDa

- —d -

Figura 7: Ejemplo de Inmuno-western-blot que muestra los distintos patrones
moleculares de MMP-9 que se encontraron en la saliva parotidea de
glandulas clinicamente sanas y enfermas de pacientes con PCRI.

Carriles 1y 2, muestras de saliva de glandulas clinicamente sanas.

Carriles 3 y 4, muestras de saliva de glandulas clinicamente afectadas.
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Hubo diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia de las

formas moleculares de 169kDa y 139kDa presentes en la saliva parotidea de las

glandulas sanas versus las enferma (Test exacto de Fisher, p<0.05). En el resto

de las formas moleculares no se encontro diferencia estadistica (Tabla Il1).
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TABLA Illl: Frecuencia de formas moleculares de MMP-9 en saliva parotidea

de pacientes con PCRI en relacion al compromiso clinico de la glandula.

Forma molecular MMP-9

Glandula 169kDa* 139kDa* 108kDa 94kDa 81kDa 60kDa 44kDa 29kDa
- + - + - + - + - + - + - + - +
Clinicamente

sana 18 0 15 3 15 3 12 6 16 2 7 11 9 9 3 15
PCRI 41 9 29 21 | 37 13 | 26 | 24 | 38 12 14 | 36 19 31 10 | 40
Total 59 9 44 | 24 | 52 16 | 38 | 30 | 54 | 14 | 21 | 47 | 28 | 40 13 55

- ausente en la glandula, + presente en la glandula
formas

*Significacion estadistica encontrada por test exacto de Fisher en
moleculares de 169 y 139kDa (p= 0,049 y p= 0,047 respectivamente).
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DISCUSION

La PCRI es una enfermedad con posibles factores causales como
malformaciones ductales congénitas, factores genéticos, alergias, manifestaciones
locales de enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, infecciones
bacterianas, etc. Sin embargo a ninguno de estos se les ha podido atribuir un rol
causal en la etiopatogenia de esta enfermedad, por lo cual su etiologia sigue
siendo desconocida

El andlisis molecular de la saliva parotidea en pacientes con PCRI cobra
importancia por la dificultad de realizar estudios histopatolégicos. La biopsia de la
glandula parétida se encuentra limitada a casos estrictamente necesarios por la
proximidad de ésta con el nervio facial. Es por eso que en el Ultimo tiempo se han
desarrollado diversos estudios bioquimicos de la saliva de pacientes con PCRI,
permitiendo evaluar de una forma no invasiva la funcion glandular para intentar
comprender mejor el mecanismo de la enfermedad. Por lo mismo, los resultados
a nivel molecular obtenidos en este estudio no pueden ser contrastados con
analisis histoldgicos, y se imposibilita aun mas si se considera que no estaria
indicado tomar biopsia de la glandula asintomatica.

En este estudio se realiz6 un andlisis bioquimico de 68 muestras salivales
parotideas de pacientes con PCRI, correspondientes a 50 glandulas clinicamente
afectadas y 18 glandulas clinicamente sanas. El primer analisis correspondié a
determinar la concentracion de proteinas salivales en cada muestra. En este
analisis, la saliva parotidea de glandulas clinicamente afectadas con PCRI
presentd una mayor concentracion de proteinas salivales en comparacién con la
saliva de glandulas clinicamente sanas (806,3 + 377,84 mg/ml para glandulas
PCRI y 665,78 + 372,65 mg/ml para glandulas clinicamente sanas, p= 0,137).
Aunque  esta diferencia no fue estadisticamente significativa, la mayor
concentracion encontrada en glandulas afectadas pudiese ser un indicador de mal
funcionamiento glandular, relacionandose posiblemente con un aumento en la
cantidad de proteinas secretorias sintetizadas por la glandula (como por ejemplo

inmunoglobulinas); con una mayor extravasacion de proteinas plasmaticas (por
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ruptura del acino glandular) o con una disminucion en el contenido de agua de la
saliva (63; 64).

En segundo lugar se procedio a determinar la actividad enziméatica de las
gelatinasas salivales presentes en PCRI, donde sélo se encontré diferencia
significativa en la Gelatinasa de 141kDa (p=0,037) entre la saliva proveniente de
glandulas clinicamente afectadas y glandulas clinicamente sanas. El tamafio
molecular de esta banda no corresponde a los descritos para las formas activas y
latentes de gelatinasa A (MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9). El estudio zimografico
no permite diferenciar entre ambas gelatinasas, por lo tanto la banda de 141kDa
podria corresponder, por su tamafio molecular, a un homodimero de MMP-2 o a
un heterodimero de MMP-2 o MMP-9. En variados procesos patolégicos como
ateroesclerosis (54), invasion tumoral (55), osteoartritis (56) y polineuropatia
amiloidea (58), se describen heterodimeros de MMP-9/NGAL cercanos a este
peso molecular.

Finalmente se procedi6é a determinar la frecuencia de formas moleculares
de MMP-9 mediante inmuno-western-blot. En estudios previos, mediante
zimografia, se ha determinado una frecuencia significativamente mayor de
metaloproteasas 2 y 9 en saliva parotidea de pacientes con PCRI comparada con
saliva de individuos controles sanos (3). A la fecha, soélo existe un estudio en el
cual se compara la frecuencia de estas metaloproteasas en la saliva de las
glandulas sanas versus enfermas en pacientes con PCRI, también mediante
zimografia (65). Este es el primer estudio en que utilizando inmuno-western-blot
anti-MMP-9 se comprueba la presencia de esta metaloproteasa en saliva
parotidea de pacientes con PCRI. Casi la totalidad de las glandulas analizadas en
este estudio presentaron MMP-9 salival (n=65), independiente de la afeccién
clinica. En este trabajo se encontraron formas moleculares que en promedio
pesaron 169kDa, 139kDa, 108kDa, 94kDa, 81kDa, 60kDa, 44kDa y 29 kDa. En el
caso de las 2 primeras, se encontraron con mayor frecuencia en saliva parotidea
de glandulas clinicamente enfermas (diferencia significativa, p<0,05). La MMP-9
no ha sido descrita en saliva parotidea de individuos sanos, por lo tanto su
presencia en saliva proveniente de glandulas afectadas por PCRI, en cualquiera
de sus formas moleculares, sugeriria una relacion con la enfermedad. El hecho de

que la forma molecular de 139kDa se encuentre con mayor frecuencia en
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glandulas clinicamente afectadas, sugiere un posible rol en la afeccion clinica. En
algunas patologias inflamatorias y degenerativas como ateroesclerosis (54),
osteoartritis (56) y polineuropatia amiloidea (58) se ha descrito la presencia de
formas acomplejadas de MMP-9. Las 2 formas de alto peso molecular observadas
en este estudio podrian corresponder a formas acomplejadas de MMP-9 con
distintas macromoléculas, siendo probable que la forma de 139kDa pudiese
corresponder a la union MMP-9/NGAL, ya que se encuentra cercana al rango de
125-130kDa con la cual se ha descrito en diversos estudios (51; 52; 53). Aun asi
son necesarios mayores estudios para comprobar si esta forma molecular
corresponderia a este complejo, y para descubrir si en verdad son formas con
actividad enzimatica in vivo.

El resto de las formas moleculares pueden corresponder a formas
truncadas de MMP-9. El que no tengan actividad en las zimografias puede
deberse a que hayan perdido el dominio catalitico, o perdido la capacidad de
degradar la gelatina, pero que aun conserven el antigeno reconocido por el
anticuerpo anti-MMP-9. Un estudio con anticuerpo especifico para la identificacion
de formas activas de MMP-9 permitiria verificar si estas moléculas se encuentran
activas in vivo en la saliva de estos pacientes.

La presencia de MMP-9 salivales fragmentadas en casos de PCRI, indicaria
gue la saliva presenta actividad proteolitica (actividad proteasa activa en la saliva
de los pacientes), o que al interior de la glandula estas moléculas pudiesen ser
fragmentadas y secretadas de tal forma, situacion que no puede ser dilucidada
mediante este estudio.

Las formas activas y latentes de MMP-9 no han sido descritas en saliva
proveniente de glandulas parétidas de individuos sanos. En nuestro estudio
pudimos detectar MMP-9 tanto en saliva proveniente de glandulas clinicamente
sanas como enfermas de pacientes con PCRI. Nuestros resultados concuerdan
con los estudios previos donde se ve actividad gelatinasa en glandulas sanas y
enfermas. Esto podria sugerir que en esta patologia ambas glandulas se
encuentran comprometidas en el proceso patologico aunque no estén afectadas
clinicamente. Esta alteracion evidenciada a nivel molecular en la saliva de las
glandulas asintomaticas, es concordante con lo descrito por muchos autores a

nivel sialogréfico (1; 6; 17; 19) y ultrasonogréfico (1; 17; 21). Por lo tanto podria
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tratarse siempre de un cuadro bilateral, y las razones del por qué se inflama una
sola glandula en algunas ocasiones aun son desconocidas, y es probable que la
glandula no comprometida clinicamente esté manifestando una modalidad
subclinica de la enfermedad. Por otro lado, las formas de alto peso molecular
podrian estar relacionadas con las recurrencias clinicas de la enfermedad. Un
estudio longitudinal de la presencia de estas formas moleculares salivales en los
periodos de actividad e inactividad de la enfermedad permitiria esclarecer esta
situacion.

Varias investigaciones han atribuido a la MMP-2 y MMP-9 un rol en el
desarrollo y resolucién de inflamacién como parte de la regulacion de la inmunidad
innata (66). Ademas, estudios in vitro han demostrado que metaloproteasas 2y 9
fragmentan mediadores inflamatorios como citoquinas y quimioquinas, alterando la
funcion de estas proteinas al generar fragmentos mas activos o inactivos de estas.
Al modificar quimioquinas, se generaria una gradiente que resultaria en sefales
guimiotacticas para lineas linfocitarias de la respuesta inmune adaptativa. Esto
sugeriria que, in vivo, estarian produciendo una regulacion en la respuesta
inflamatoria (67; 68), y la presencia y actividad de MMP-9 en las glandulas de los
pacientes con PCRI descrita en nuestro estudio, podria estar asociada a este rol
regulador de inflamacion.

El manejo de los pacientes con PCRI en Chile incluye variadas maniobras
terapéuticas entre las cuales se encuentran: terapia antibiética en unién con
AINES, medidas fisicas, bromhexina, lavados glandulares periédicos con solucion
yodada etc.(4; 7; 9; 22). Los pacientes incluidos en este estudio recibieron este
altimo esquema de tratamiento. Los pacientes asistieron a controles periédicos en
los que se les realizé lavados intraglandulares bilaterales via conducto de Stenon
con una solucion yodada (RELIEV 76®) durante los periodos de remision. La
glandula parétida afectada clinicamente es evaluada sialograficamente una vez al
afio. Desconocemos si el conjunto de maniobras terapéuticas y de seguimiento
pudiesen estar relacionadas de alguna manera con los resultados de nuestro
estudio (69; 70).

El analisis bioquimico de la saliva de pacientes con PCRI estaria
permitiendo observar aspectos que no son evidenciables en la clinica ni mediante

examenes complementarios. Por la poca invasividad y la relativa simplicidad del
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analisis, este tipo de estudio podria ser util para comparar la composicion
molecular de la saliva parotidea de glandulas afectadas y no afectadas
clinicamente al inicio del tratamiento y durante la mantencidn terapéutica.
Adicionalmente permitiria comparar la saliva de glandulas afectadas y no
afectadas clinicamente de pacientes sometidos a distintos esquemas terapéuticos,
para asi determinar la efectividad del tratamiento.

En este estudio logramos corroborar que las glandulas clinicamente
afectadas con PCRI presentaron una mayor frecuencia de algunas formas de alto
peso molecular de MMP-9 que las glandulas clinicamente sanas, lo que sugiere
que dichas formas de MMP-9 podrian estar relacionadas con las recurrencias

clinicas de la enfermedad.



29

CONCLUSIONES

La saliva parotidea de pacientes con PCRI presenta actividad gelatinasa en
ambas glandulas, independiente de si estan o no afectadas clinicamente, es decir,
tanto en modalidad uniateral y bilateral.

La saliva parotidea de glandulas afectadas clinicamente por PCRI
presentan una mayor actividad de la gelatinasa de 141kDa que las glandulas no
comprometidas clinicamente.

La saliva de individuos con PCRI, proveniente tanto de glandulas afectadas
y sanas clinicamente, no presento un patron uniforme de formas moleculares de
MMP-9.

La saliva parotidea proveniente de glandulas afectadas clinicamente por
PCRI presenta una mayor frecuencia de las formas moleculares de MMP-9 de

169kDa y 139kDa que las glandulas clinicamente sanas.
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SUGERENCIAS

Seria interesante realizar un estudio longitudinal de la composicion salival
de una misma glandula parétida de un individuo con PCRI durante estados activos
e inactivos de la enfermedad, para determinar si existen cambios moleculares
segun la condicidn clinica.

Realizar un analisis molecular de la saliva parotidea en pacientes con PCRI
al momento del ingreso al Servicio Hospitalario y repetirlo durante los controles
terapéuticos, permitiria determinar si existe algin cambio de la composicién
molecular de la saliva relacionada al tipo de tratamiento recibido.

Para establecer si las maniobras de seguimiento del cuadro clinico
pudiesen estar influyendo en la presencia de las moléculas salivales detectadas
en nuestro estudio, seria interesante comparar la composicibn molecular de la
saliva parotidea de pacientes con PCRI que son evaluados mediante sialografia
versus pacientes evaluados por ultrasonografia.

Aun falta realizar un estudio con anticuerpo antiMMP-2 y observar si existen
formas moleculares de metaloproteasa 2 en saliva parotidea de pacientes con
PCRI, para asi comprobar si la actividad gelatinasa observada en las zimografias
corresponde a MMP-2 y 9 o0 sélo a MMP-9.

Por otro lado, también seria interesante realizar un estudio con un
anticuerpo especifico para identificacion de formas activas de MMP-9, para
verificar qué moléculas de las detectadas en este estudio presentan actividad

enzimatica y cuales se encuentran inactivas.
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