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INTRODUCCION

La Parotiditis Cronica Recurrente Infantil (PCRI) es una enfermedad de etiologia
desconocida, que se caracteriza por la inflamacion 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 inflamacién de
la glandula se manifiesta como un aumento de volumen doloroso que puede durar dias,
semanas o meses. Las recurrencias se presentan en forma imprevista y sin una
frecuencia determinada, comprometiendo la calidad de vida del paciente.

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 y que sélo logran atenuar los signos y sintomas de la
enfermedad. En nuestro pais, los Centros de Referencia para esta patologia se han
desarrollado espontdneamente en hospitales publicos. De esta forma, los pacientes no
s6lo no encuentran solucién a su problema de salud, sino que deben acudir
recurrentemente a lugares de atencion distantes a su domicilio y que se encuentran
altamente solicitados.

Por otra parte, los centros de atencidn se ven en la necesidad de gastar recursos



materiales y humanos en maniobras poco eficaces. El diagnéstico de esta enfermedad
incluye examenes complementarios como la sialografia o ecografia de la glandula
parétida y exdmenes sanguineos de laboratorio que permiten descartar otras patologias
asociadas.

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 dafio existente, mas
eficaces, con menor tiempo de duracién y menor costo que las actuales.

El presente trabajo, tiene como objetivo aportar mayor conocimiento sobre las
moléculas asociadas al mecanismo fisiopatoldgico de esta patologia mediante el analisis
de frecuencia y actividad enzimatica de las metaloproteinasas presente en la saliva

parotidea de los pacientes con PCRI



MARCO TEORICO

La PCRI es una inflamacidon parotidea, generalmente asociada a sialectasia no
obstructiva glandular. Se caracteriza por episodios recurrentes de aumento de volumen
inflamatorio de la glandula parétida, acompanados ocasionalmente de fiebre y malestar
general. Los episodios se alternan con intervalos de remisién de semanas o meses, en

los que la glandula se observa clinicamente asintomatica 12

. El primer episodio se
presenta en la etapa preescolar y desde este momento hasta la adolescencia, las
recurrencias tienen un comportamiento impredecible en cada sujeto. El cuadro clinico
se acompaiia de un compromiso del estado general en grado variable, con predominio
de sindrome febril moderado. Aunque en algunos casos, el compromiso del estado
general puede llegar a ser de tal magnitud, que obliga a la hospitalizacién del paciente

(3

con tiempo de estadia de alrededor de una semana ©). Los episodios de aumento de

volumen se asocian a patologia respiratoria como resfrio, amigdalitis, neumonitis y

(-4 Afecta a individuos de ambos géneros en una proporcion similar y se

bronquitis
manifiesta preferentemente en forma unilateral. Cuando se presenta en ambas
glandulas parétidas, afecta en forma predominante a una de ellas. La parotidomegalia

es marcadamente dolorosa y la piel de la zona puede presentarse eritematosa. En la

glandula afectada, se produce una evidente disminucién del flujo salival y la secrecidn se



observa viscosa y con acumulo de material de aspecto particulado y de color
blanquecino (2.3 "E| aumento de volumen puede durar desde horas a meses, luego de
este periodo con un aparente retorno a la normalidad, la gldndula permanece en estado
quiescente hasta un nuevo episodio. Después de la pubertad los sintomas se atenuan
pudiendo desaparecer completamente sin causa aparente, aunque en algunos casos la
enfermedad puede persistir en el individuo adulto 2],

Entre los posibles factores causales de PCRI, se describen: malformaciones ductales
congénitas, factores microbianos, genéticos, alergias, manifestaciones locales de
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, etc. (1.2345678) gjn embargo, ninguna
de estas hipdtesis ha podido ser demostrada y hasta la fecha la etiopatogenia de esta
enfermedad sigue siendo un enigma.

Estudios sobre el andlisis microscépico del tejido glandular son escasos. La biopsia
parotidea es un examen de alto riesgo dada la proximidad del nervio facial y por lo
tanto se indica sélo en casos en que la relacidén costo/beneficio lo amerite. Estudios
realizados sobre tejido glandular extirpado a pacientes con PCRI, ha permitido describir
un infiltrado linfocitario con tendencia a formar foliculos linfoides alrededor de ductos
interlobulares dilatados (sialectasia). (1,5,10,11)

El diagndstico de PCRI se basa en la historia clinica y se confirma con sialografia,

(1,10)

examen que permitiria seguir la evolucién del estado glandular Cuando la



enfermedad se atenua, los cambios sialograficos tenderian a disminuir pudiendo llegar
a desaparecer cuando la enfermedad se hace inactiva @,

Se ha utilizado la ultrasonografia (US) como apoyo al diagnéstico, el que seria de
utilidad por ser un método no invasivo. Estas imdgenes muestran un aumento de
volumen parotideo difuso, con disminucién en la ecogenicidad de la glandula vy
multiples imdgenes nodulares hipoecogénicas en el parénquima, que representarian

(1,12,15,63)

sialectasias e infiltracidn linfocitaria Los estudios clinicos establecen una

correlacién entre ambos exdmenes complementarios (10,13,14,15)

pero aun se depende
de la sialografia para corroborar el diagndstico. 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. (6), en otros, se indican antiinflamatorios no esteroidales ®, 16),
en otros combinaciones de antihistaminicos, lisozima y antibidticos 17 systentados
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 (16) Basados en
la observacién de que en un numero importante de pacientes se produce la

(1,17)

desaparicion de los sintomas de la fase aguda con la sialografia y con la hipodtesis

de que el medio de contraste tendria un efecto antiséptico, en el Servicio Maxilo Facial
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Infantil del Hospital San Juan de Dios se propone un esquema terapéutico consistente

3

en lavados intraglandulares periédicos con un antiséptico yodado ®) Otro estudio

propugna el tratamiento por medio de la inyeccidn de hidrocortisona intraglandular

(18 Un estudio reciente propone la intervencién glandular a

bajo anestesia general.
través de un sialendoscopio por el cual se realiza un lavado, la dilatacién ductal e
inyeccion de hidrocortisona ©) En casos con dafio glandular severo e irreversible como
resultado de episodios agudos de larga duracidn, se postula la ligazén del conducto
excretor para lograr la atrofia glandular @ Como ultimo recurso y sélo en casos
severos, en los que las demas medidas terapéuticas son inutiles, se realiza la
parotidectomia parcial o total (2:19) Eg posible encontrar en la literatura casos extremos
en los que se ha realizado la parotidectomia bilateral en nifios de 11 afios de edad 9.

A pesar de que el proceso patolégico en la PCRI es de cardcter eminentemente
inflamatorio, en la mayoria de los reportes se indica que los esquemas terapéuticos se

1 12,17,1 . . .
(13,9,12,17.18) -5 el riesgo de generar resistencia

combinan con antibioterapia sistémica
microbiana, por el uso recurrente de estos farmacos para tratar una enfermedad en la
gue no se tienen evidencias acerca de su origen bacteriano.

Aunque la mayoria de los estudios reporta un porcentaje de éxito variable, con

ninguno de los tratamientos propuestos ha sido posible evitar o prevenir totalmente las

recurrencias. La tendencia general es propender a que el tratamiento se enfoque al
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alivio de los sintomas, la disminucién del periodo de actividad y prolongacién 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

inflamacidn recurrente.

La contraindicacién de biopsia glandular en esta enfermedad, ha dificultado la
obtencién de informacién acerca del estado del tejido afectado por PCRI. Desde esta
perspectiva, el analisis molecular del producto de secrecién glandular ha llegado a
establecerse como mecanismo no invasivo, alternativo al estudio histolégico 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 (1.23,12)

, sin embargo los estudios que
analizan su composicién 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 relaciéon a sujetos

controles 2%2Y),
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En una serie de patologias locales y sistémicas que afectan a las glandulas salivales, se
ha podido detectar en saliva, la presencia de macromoléculas involucradas en la
remodelacién de la matriz extracelular, lo que ha permitido obtener informacién en

relacion al proceso patolégico de la glandula afectada (22,23,24)

. Algunas de estas
moléculas descritas corresponden a las metaloproteasas (MMPs) e inhibidores
tisulares de metaloproteasas (TIMPs).

Las MMPs conforman una familia de 26 endopeptidasas dependientes de calcio y zinc
encargadas de la remodelacion de la matriz extracelular en condiciones normales y

@3 sy expresion es regulada por factores de crecimiento, citoquinas,

patoldgicas
hormonas y componentes de la matriz extracelular ?®. Estas enzimas son sintetizadas
inicialmente como zimdgenos (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) *”). En la matriz extracelular, la actividad MMP es controlada
por pequeiios cambios en el delicado balance entre la expresién y sintesis de MMPs y
de sus principales inhibidores endégenos, los TIMPs 28 Estos inhibidores, de los que se
han descrito 4 miembros, se unen de un modo reversible y en una proporcion 1:1, al
sitio catalitico de las formas activadas de las MMPs, provocando su inhibiciéon 29) Esta

unidon es de baja especificidad pues son capaces de unirse a distintas MMPs, sin

embargo se describe que MMP-9 y MMP-2 serian Inhibidas con mayor afinidad por
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(30)

TIMP 1 y 2 respectivamente . El desbalance entre las MMPs y los TIMPs ha sido

implicado en la remodelacion y degradacidn tisular patolégica de una amplia variedad

(31, 32, 33) Las

de enfermedades de origen neoplasico, autoinmune, inflamatorias, etc.
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 han sido involucradas en una amplia variedad de
condiciones patoldgicas del adulto como el Sindrome de Sjogren, diabetes mellitus,
periodontitis, entre otras (24, 33, 34) Adicionalmente, también han sido estudiadas en
patologias inflamatorias propias de la infancia como en la otitis cronica media con
efusidn y en nifios con enfermedades crdénicas del pulmon (3539 Ambas gelatinasas han
sido detectadas en una amplia variedad de fluidos como liquido cefalorraquideo,

., . , . . .. . 22
secrecion traqueal, secrecion del oido medio, fluido gingival, plasma y saliva (22,33,35,36,

37,38,39).

Estudios realizados en pacientes que han sido sometidos a irradiacion terapéutica del
territorio maxilofacial, en los que se produce un estado inflamatorio crénico de las
glandulas salivales, establecen que la saliva de estos pacientes presenta MMP-2 y
MMP-9 en sus formas activas y latentes y que se produciria un aumento de la actividad
MMP-9 salival post-irradiacion 40 pyesto gue la activacién de estas metaloproteinasas
se produce por la hidrdlisis del propéptido, las formas activas presentan un menor

tamafio molecular que las formas latentes. (MMP-2 latente y activada: 72 y 66 kDa
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respectivamente. MMP-9 latente y activada: 92 y 82 kDa respectivamente). Esta
condicidn permite identificarlas en la zimografia en condiciones experimentales.

En pacientes con Sindrome de Sjogren, patologia inflamatoria autoinmune que afecta
las glandulas exocrinas, se describe un aumento de la actividad MMP-9 salival y una
alteracion en la proporcién de las concentraciones salivales de MMP-9 / TIMP-1, en

(24)

relacién a sujetos controles sanos . Estudios realizados por otros autores, en biopsias

de glandula salival menor de pacientes afectados por esta enfermedad, describen
alteraciones tisulares coincidentes con las descritas en saliva ®2.

Sin embargo, el andlisis de la presencia de estas enzimas en saliva se ha efectuado
también en patologias que afectan a otros érganos o sistemas distintos a las glandulas
salivales. En trastornos de la cavidad bucal como en la periodontitis del adulto, se
reporta mayores niveles salivales de MMP-9 y TIMP-1 que en individuos controles (1)
En pacientes con desdrdenes del gusto, se analiza la presencia de MMP-9 salival y
aunque no se describen diferencias entre los sujetos enfermos y los controles, se
reporta a esta enzima en la saliva de individuos clinicamente sanos 42) | 0 mismo ocurre
en el estudio de Raitio et al, en que se informa que individuos controles no fumadores
presentaron MMP-9 salival en sus formas latente y activa y que los individuos
(43)

fumadores presentaron mayor concentracién salival de MMP-9 latente

También se analizan estas moléculas en condiciones sistémicas, en que por ejemplo, se
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describe que la saliva de individuos controles sanos contenia niveles menores de las
formas activadas y latentes de MMP-2 y MMP-9 y TIMP-1y 2 que la saliva de portadores
del virus VIH ¥ Otro estudio describe que la saliva de mujeres controles no
embarazadas presentaba MMP-9 en concentraciones inferiores a la saliva de mujeres

embarazadas con ruptura prematura de membranas 43),

(22) (46)

Con la excepcidn de los estudios de Wu ' y Makela "™, casi la totalidad de los estudios
determinan los niveles de estas moléculas en saliva total. Se debe considerar que la
saliva total es una mezcla compleja de fluidos a la que también confluye el fluido
crevicular gingival. 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 53 De
esta forma, se desconoce cual es el origen de estas moléculas presentes en saliva. En un

intento por dilucidar este problema, Makela (48]

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

(34) reporta que la actividad MMP-9 en saliva total de

las salivas glandulares. Collin
individuos desdentados, es decir sin fluido crevicular gingival, era significativamente

menor que la de sujetos dentados. Ambos resultados sugieren que MMP-9 salival seria

principalmente aportada por el periodonto.
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Estudios realizados sobre cortes de tejido sano de glandula pardtida y submandibular
indican que MMP-2, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 se encontrarian principalmente en el

(47, 48, 49)

sistema ductal y ausente del sistema acinar . Estudios similares en glandula

salival labial, describen la presencia de MMP2, MMP-9 y TIMP-1 en las células ductales y

(3230 "Estos resultados sugeririan que estas

en la regién basal de las células acinares.
moléculas no serian liberadas desde la glandula a la cavidad bucal en condiciones de
normalidad.

Teniendo en cuenta toda la evidencia analizada en relacién al posible origen de las
MMPs y TIMPs salivales, se deduce que para la identificacidn en saliva de las probables
moléculas provenientes de la glandula parétida, se debe analizar la secrecidn parotidea
y que se deben extremar los cuidados para recolectar este material libre de
contaminacién con otro fluido bucal. Con este propdsito Morales et al. disefid un
dispositivo (snail collector), termoformado, desechable, que permite recolectar saliva

(51,52)

parotidea de alta pureza y que permite utilizarse en un ndmero alto de individuos

con un relativo bajo costo (54,

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 abordd el andlisis

molecular de la saliva parotidea de pacientes con PCRI (n = 33), Morales et al. describié
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alteraciones en la composicion salival en relacion a sujetos controles sanos (n = 33). La
saliva de los sujetos enfermos presentd alteraciones en la concentracion de proteinas,
en los modos de difusion de sus proteinas salivales y en los bandeos polipeptidicos, al
contrastarla con la saliva del grupo control. Adicionalmente, se analizé la frecuencia de
individuos que presentan actividad MMP-2 y 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),

Otro estudio reportado por el
mismo grupo de investigadores, indica que existe una asociacién entre la presencia de
metaloproteasas 2 y 9 en la saliva de pacientes con PCRI y el grado de compromiso
sialografico de la glandula pardtida 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 (59)

Pese a esta evidencia, un problema todavia no abordado en esta patologia es
determinar si estas metaloproteasas presentes en la saliva de estos pacientes, se

encuentran en sus formas latentes o activadas, lo que pudiese entregar informacion

adicional para comprender el mecanismo fisiopatolégico involucrado en la destruccién
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glandular, tal como ha sido determinado en otros procesos patoldgicos inflamatorios

de la glandula % 0

En este trabajo se propone realizar un andlisis sobre la relacion entre las formas

activadas y latentes de metaloproteinasas 2 y 9 en la saliva parotidea de pacientes con

PCRI.
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HIPOTESIS

Los pacientes con Parotiditis Cronica Recurrente Infantil presentan en la saliva parotidea
secretada por glandulas clinicamente comprometidas, una mayor frecuencia y mayor
actividad enzimatica de las formas activadas y latentes de MMP-2 y MMP-9 en relacién

a saliva secretada por glandulas no comprometidas clinicamente.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y actividad enzimatica de las formas activadas y latentes de

MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea de glandulas comprometidas y no

comprometidas clinicamente depacientes con Parotiditis Crénica Recurrente Infantil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar la frecuencia y actividad enzimatica de las formas activadas y

latentes de MMP-2 en la saliva parotidea bilateral de pacientes con PCRI.
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b. Determinar la frecuencia y actividad enzimatica de las formas activadas y
latentes de MMP-9 en la saliva parotidea bilateral de pacientes con PCRI.

c. Analizar comparativamente la frecuencia y actividad enzimatica de las
formas activadas y latentes de MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea de glandulas

comprometidas y no comprometidas clinicamente de pacientes con PCRI.
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MATERIALES Y METODOS

Individuos.

Se conformd un grupo compuesto por 32 pacientes de entre 4 y 14 afos de edad,
de ambos géneros, con diagndstico de PCRI que se encuentran en tratamiento en el
Servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital San Juan de Dios. Los criterios de inclusién
fueron: a) ausencia de enfermedades sistémicas; b) historia de al menos dos episodios
inflamatorios agudos parotideos en la misma glandula; c) imagen sialogréfica parotidea
compatible con diagnostico de PCRI.

Se obtuvo un consentimiento informado de los tutores de todos los individuos

gue participaron en el estudio.

Recoleccidn de saliva.

En todos los individuos incluidos en el estudio, se recolecté 1 ml de saliva
parotidea, derecha e izquierda, segun procedimientos descritos por Morales y cols. (54).
La recoleccion fue realizada por un Unico operador calibrado para esta maniobra. La
saliva se recolecté 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 2C, hasta su analisis. Para cada muestra se registré si
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esta provenia de una pardtida sana o comprometida segun diagnéstico sialografico.

Concentracidn de proteinas.

®5 en forma de micrométodo y con

Se aplic6 el método de Bramhall
adaptaciones descritas previamente (5657) " Alicuotas de 40 ul de saliva y de un estandar
de seroalbumina bovina (10-50 pg) fueron depositados sobre filtros de celulosa.
Posteriormente, los filtros fueron fijados en 4cido tricloroacético 5%, lavados
sucesivamente en etanol 80% y etanol-éter 3:1 (v/v), tefiidos con Coomassie Blue 0,25%
durante 20 minutos a 602C y lavados exhaustivamente en 4acido acético 7% hasta
background claro. Luego se enjuagaron una vez en agua destilada y secados bajo
[dampara. El colorante de cada disco fue eluido en metanol 45%-amoniaco 0.25% y leido
espectrofotométricamente a 610 nm para determinar su absorbancia. Con este dato, se

cred una curva de calibracidn para determinar en base a los estandares la concentracion

de proteina de las muestras.

Zimografia:
Las muestras de saliva, fueron mezcladas con buffer de muestra en condiciones
no denaturante y separadas electroforéticamente a un voltaje constante de 125 V, en

un gel de poliacrilamida-SDS (10%) de acuerdo al procedimiento estandarizado de
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Laemmli (Laemmli, 1970) con la excepcién que contenia gelatina a una concentraciéon
final de 1 mg/ml. Una vez finalizada la separacién electroforética, tras 150 minutos, el
gel fue incubado en buffer de activacién (Tris HCL pH 7,5 10 mM, Triton x100 1,25%,
CaCl2 5 Mm, ZnCl2 1uM) por 18 hrs a 372C.

Posteriormente, los geles fueron tefidos con Coomassie blue por 6 horas y desteiiidos
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 Metaloproteasas 2 y 9.

Confirmacidn de la Actividad Metaloproteinasa:

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-etilmaleimida) 50 mM (inhibidor de tiol- proteasa) y PMSF (fenil-
metil-sulfunil-fluoruro) 50 mM (inhibidor de serin proteasas y proteasas en cisteina).

La actividad metaloproteinasa se confirmd incubando las muestras de saliva con el
inhibidor especifico de metaloproteasa EDTA 5 mM. Adicionalmente, se contrasté la

actividad metaloproteinasa contra estdndares de MMP2 y MMP9.
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Determinacion de la frecuencia de MMP 2 y 9 activas y latentes.

Se determind el tamafio molecular de las bandas claras correspondientes a
actividad metaloproteinasa, mediante la movilidad relativa de estas enzimas,
contrastandola con la de proteinas estandares de tamafio molecular. Se determind la
frecuencia de estas moléculas en la totalidad de las muestras analizadas, registrando si

estas provenian de glandulas sanas o comprometidas.

Determinacion de la actividad enzimatica de las Metaloproteinasas.

Se obtuvo una imagen digital de cada gel tras la zimografia mediante fotografia
con retroiluminacidn. Dicha imagen se trabajé en escala de grises y fue analizada con el
software UNI-SCAN-IT gel® v4.1 (Silk Scientific Corp.) para determinar el numero 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.

Analisis estadistico.

En las muestras provenientes tanto de pardtidas sanas como de enfermas, se
determiné la frecuencia de bandas zimograficas y 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 . El andlisis estadistico se realizd aplicando el test
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exacto de Fisher y el test de Wilcoxon segln correspondia. La significacién estadistica

fue fijada en p < 0,05. Para todo esto, se utilizd el programa estadistico STATA® 9.1.
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RESULTADOS

Entre los 32 pacientes con PCRI (edad promedio: 10,7 afios 14,42), 16
presentaban un cuadro bilateral y 16 un cuadro unilateral, asi se encontraron 16
glandulas pardtidas clinicamente sanas y 48 glandulas clinicamente comprometidas
segln el diagndstico clinico-sialografico.

Tras la zimografia, se evidenciaron 4 tipos distintos de bandas correspondientes
a actividad gelatinasa que se expresaban en las distintas 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 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 141.7kDa, 90.5kDa, 75kDa y 61.2kDa por lo que se determiné que dichas
bandas son atribuibles a: la forma polimérica de las Metaloproteasas, MMP-9 latente,
MMP-9 activa y MMP-2 latente respectivamente. No se detecté actividad atribuible a la

MMP-2 activa (Figl).

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 sana como de la clinicamente
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comprometida.

Std MMP Saliva pacientes PCRI Std PM
| | | | | |
<4+ 150
kDa
100
<+ D3
ProlMIIP-9 —¥ 7c
IP- <«
MMP-9 = KDa
ProlWIVIP-2
WMNP-2
S0
<4 kDa

Fig.1 Zimografia representativa para los 4 tipos de bandas con actividad gelatinasa que
presentaron las muestras. a, MMP Polimérica (142 kDa). b, ProMMP-9 (92 kDa). ¢, MMP-9 (72
Kda). d, ProMMP-2 (66kDa)

No hubo diferencia estadistica entre la frecuencia de las metaloproteasas presentes en
la saliva parotidea de las glandulas sanas versus las enferma (Test exacto de Fisher,
p>0.05). Sin embargo, como se puede desprender de la tabla |, las glandulas con PCRI
presentan una mayor frecuencia de todas las formas de metaloproteasas analizadas

respecto de las glandulas sanas.
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Tabla I. Frecuencia de ProMMP-9, MMP-9, ProMMP-2 en saliva parotidea de pacientes con PCRI en
relacion al compromiso clinico de la gldndula.

MMP Polim. ProMMP-9 MMP-9 ProMMP-2
Glandula Aus. Pte. Aus. Pte. Aus. Pte. Aus. Pte.
Sana 1 15 1 15 7 9 14 2
PCRI 2 46 2 46 12 36 34 14
Total 3 61 3 61 19 45 48 16

= Test exacto de Fisher no mostro diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

La actividad enzimatica analizada a partir de las imagenes digitalizadas de los geles y fue
expresada en nanogramos de enzima por microgramos de proteina total en cada
muestra y en nanogramos de enzima por microlitros de saliva. No hubo diferencia
significativa entre la actividad enzimatica de las glandulas sanas y las enfermas, a
excepcion de la concentracién de la forma polimérica de las metaloproteasas (Tabla Il).
A pesar de esto, se observd una mayor actividad enzimatica en las glandulas enfermas
de la forma polimérica, la ProMMP-9 y MMP-9 respecto de las glandulas sanas y sdlo la

ProMMP-2 presenté menor actividad enzimatica en la glandula enferma (Tabla II).

Tabla Il. Actividad enzimdtica de las distintas proteasas,en saliva parotidea de pacientes con PCRI en
relacion al compromiso clinico de la glandula.

MMP Polim. ProMMP-9 MMP-9 ProMMP-2
Sana PCRI Sana PCRI Sana PCRI Sana PCRI
ne 15 46 14 45 9 36 2 14
ng enzima / ug 2.0+1.41 6.1947.92 3.53#3.11 9.81+£18.6 2.16£1.93  3.35+3.45 0.9940.0 0.94%0.3
Proteina total
ngenzima/ pl 1.75+2.37  9.06+23.22 * 3.03#4.08 8.03#13.6 2.0542.02  3.4245.15 0.4740.24 0.640.57

Saliva

e  Significacion estadistica, test de Wilcoxon (p=0.418)
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DISCUSION

Se ha descrito que la frecuencia de metaloproteinasas 2 y 9 en la saliva parotidea
de pacientes con PCRI es significativamente mayor que en pacientes sanos ©3) En este
estudio, se pudo ver que todos los pacientes con PCRI presentaron actividad
metaloproteinasa 2 y/o 9 en ambas glandulas pardtidas, independientemente al
compromiso clinico-sialografico de estas. Estudios previos también habian relacionado
estas metaloproteinasas con el grado de dafio glandular evaluable en sialografias 59 En
este trabajo determinamos que pese a no haber diferencia significativa entre la
frecuencia y actividad enzimatica de estas metaloproteinasas en la saliva de glandulas
comprometidas y asintomdticas de pacientes con PCRI, existe una tendencia a una
mayor frecuencia de estas gelatinasas en glandulas comprometidas clinicamente. Estos
resultados sugieren que los pacientes con PCRI unilateral, estarian presentando dano
glandular en ambas pardtidas y que la glandula no comprometida clinicamente estaria
manifestando una modalidad subclinica de la enfermedad. Esta alteracién evidenciada
por nosotros a nivel molecular en la saliva de las glandulas asintomaticas, es

concordante con lo descrito por muchos autores a nivel sialografico (1,8, 60, 61, 62)

ultrasonografico (1,62, 63)

Los resultados a nivel molecular obtenidos en este estudio no pueden ser contrastados

con analisis a nivel histolégico, debido a la falta de evidencia producto de la dificultad
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gue implica tomar biopsias de la parétida por su relacién con el nervio facial. Esto se
imposibilita aun mas si se considera que no estaria indicado tomar biopsia de la glandula

asintomatica.

El manejo de los pacientes en Chile incluye terapia antibidtica (amoxicilina,

(12)

cefalosporinas de primera generaciéon y flucloxacilina) con antiinflamatorios no

(3:12,64) Ademas, debido al desconocimiento en torno a

esteroidales y medidas fisicas
esta patologia, los distintos servicios de salud plantean distintas alternativas terapéutica
basados en sus propias experiencias clinicas. Asi es el caso del Servicio de Cirugia del
Hospital Roberto del Rio, donde, basados en los antecedentes que existen sobre los
buenos resultados que se han obtenido con el uso de mucoliticos en patologias como S.
Sjogren y Xeroftalmia, se utiliza bromhexidina en pacientes con PCRI durante los
periodos agudos de la enfermedad, reportando resultados favorables 5 En el Servicio
de Otorrinolaringologia del Hospital Barros Luco, se ha planteado el uso de inyeccion
intraductal de violeta genciana en aquellos casos en que los cuadros agudos no remiten
con el esquema regular 68) por otro lado, se ha reportado un posible efecto terapéutico
de la sialografia (67) cuyo mecanismo de accién aun no ha sido dilucidado y basado en
este principio, algunos autores han planteado como terapia, la realizacidon de lavados

(64)

glandulares periddicos con solucidon yodada con buenos resultados ™. Los pacientes
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incluidos en este estudio, recibian este esquema de tratamiento. Los pacientes
afectados por PCRI unilateral o bilateral, asisten a controles periddicos en los que se les
realiza lavados intraglandulares via conducto de Stenon con una solucién yodada
(RELIEV 76°®) en los periodos de remisidn, en ambas glandulas parétidas y la glandula
parétida afectada clinicamente es evaluada sialograficamente una vez al afo.
Desconocemos si el conjunto de maniobras terapéuticas y de seguimiento pudiesen
estar determinando algun estimulo que perpetle la frecuencia y actividad enzimatica
de las Metaloproteinasas estudiadas, como también en la ausencia de diferencias en
estos pardmetros entre glandulas sanas y clinicamente comprometidas observadas en
nuestro estudio %9

Varias investigaciones han atribuido a las metaloproteinasas 2 y 9 un rol en el desarrollo

(70) . Por

y resolucion de inflamacién como parte de la regulacion en la inmunidad innata
otro lado, estudios in vitro han demostrado que mmp2 y mmp9 fragmentan
mediadores inflamatorios como citoquinas y quimioquinas, alterando la funcién de estas
proteinas al generar fragmentos mas activos o inactivos de esas. Por lo que
hipotéticamente, in vivo, estarian produciendo una regulacion en la respuesta
inflamatoria "%

Ademads, se ha visto que MMP2 y MMP9 modifican moléculas como las quimioquinas,

lo que genera una gradiente de estas, resultando en sefales quimiotdcticas para lineas
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(72) Basandonos en lo anterior, la

linfocitarias de la respuesta inmune adaptativa
presencia y actividad de metaloproteinasas en las gldndulas de los pacientes PCRI
descrita en nuestro estudio, podria estar asociada a este rol regulador de inflamacién de
las metaloproteasas 2 y 9.

Desde nuestra perspectiva el andlisis molecular de la saliva de pacientes con PCRI,
estaria permitiendo observar aspectos que no son posibles de evidenciar mediante la
observacion clinica y los exdmenes complementarios. Dada la poca invasividad en la
maniobra de la toma de muestra de este fluido y la relativa simplicidad en su analisis
molecular, este tipo de estudio pudiese ser util en: a) Comparar la composicion
molecular de la saliva parotidea de glandulas sintomaticas y asintomaticas al inicio del
tratamiento y durante la mantenciéon terapéutica; y b) Comparar la composicidén

molecular de la saliva parotidea de glandulas sintomaticas y asintomaticas de pacientes

sometidos a distintos esquemas terapéuticos.
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CONCLUSIONES

La saliva parotidea de pacientes con parotiditis crénica recurrente infantil presenta
actividad de las metaloproteinasas 2 y 9 en ambas glandulas, independientemente de si

la modalidad clinica de la patologia que presentan es unilateral o bilateral.

La frecuencia de las formas activas y latentes de las metaloproteinasas 2 y 9 analizadas
en saliva parotidea de pacientes PCRI, no presentd diferencias estadisticamente
significativas entre aquellas muestras tomadas de glandulas asintomaticas y de
glandulas  comprometidas  clinicamente. Asimismo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre la actividad enzimatica de las metaloproteinasas
estudiadas en saliva proveniente de pardtidas comprometidas clinicamente y parétidas

asintomaticas.

Pese a lo anterior, se observd una tendencia a una mayor frecuencia y actividad
enzimatica en la saliva de glandulas comprometidas respecto a la saliva de glandulas

asintomaticas.
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SUGERENCIAS

En base a nuestros resultados, seria interesante determinar si un aumento del universo
de pacientes con PCRI unilateral y bilateral pudiese mostrar una diferencia mds clara en
la frecuencia y actividad enzimatica metaloproteasa en la saliva proveniente de
glandulas comprometidas versus glandulas clinicamente sanas.

Por otra parte, realizar un analisis molecular de la saliva parotidea en pacientes con PCRI
al momento del ingreso al Servicio Hospitalario y repetirlo durante los controles de
mantencion terapéutica, permitiria determinar si existe alguna evolucion de Ia
composicion molecular de la saliva relacionada al tratamiento recibido.

Un estudio comparativo de la composicion molecular de la saliva parotidea de pacientes
con PCRI que son evaluados mediante sialografia versus pacientes evaluados mediante
ultrasonografia, permitiria establecer si las maniobras de seguimiento del cuadro clinico
pudiesen estar influyendo en la presencia de las moléculas salivales detectadas en
nuestro estudio.

De la misma manera, la realizacion de un estudio comparativo de la composicién
molecular de la saliva de pacientes con PCRI que estan recibiendo diferentes esquemas
terapéuticos, permitiria establecer si las maniobras de mantencion se relacionan con la

presencia de las moléculas salivales detectadas en nuestro estudio.
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RESUMEN

La Parotiditis Crénica Recurrente Infantil (PCRI) es una inflamacidn recurrente y
dolorosa, de etiologia aun no dilucidada de la gldndula pardtida asociada a sialectasia
no obstructiva. Generalmente, se inicia alrededor de los 2 afos de edad y se mantiene
hasta la adolescencia. Estudios anteriores han demostrado la presencia de
metaloproteinasas 2 y 9 en la saliva parotidea de pacientes con PCRI. En este estudio,
trabajo se propuso analizar la frecuencia y actividad enzimatica de las formas activas y

latentes de dichas metaloproteinasas.

En 32 pacientes con PCRI de 4 a 13 afios, se recolectd saliva parotidea y se
analizdé mediante cuantificaciéon de proteinas por el método de Bramhall para
posteriormente determinar la actividad metaloproteinasa 2 y 9 mediante zimografia en
presencia de gelatina. Se registré el compromiso clinico y sialografico de ambas
glandulas pardtidas y se les correlaciond con la frecuencia y actividad enzimatica de las

formas activas y latentes de las metaloproteinasas en cuestion.

La saliva parotidea de los pacientes con PCRI, presentd una tendencia a
una mayor frecuencia y actividad enzimatica de las metaloproteinasas 2 y 9 de la saliva

proveniente de glandulas comprometidas clinica y sialograficamente respecto de la
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saliva proveniente de glandulas asintomaticas. Sin embargo, no hubo diferencia

estadistica entre estos dos tipos de saliva para ninguno de los pardmetros medidos.

La presencia de las formas activas y latentes de las metaloproteinasas 2 y
9 en saliva proveniente de glandulas asintomaticas de los pacientes PCRI unilateral,
sugiere que existe una modalidad subclinica de esta patologia afectando a dichas

parétidas.

Estudios posteriores con un nimero mayor de muestras, realizados en pacientes
con distintos esquemas terapéuticos, al inicio y durante el tratamiento, serian
interesantes para poder determinar de manera mas clara la diferencia entre la
frecuencia y actividad enzimatica metaloproteasa en la saliva proveniente de glandulas

comprometidas versus glandulas clinicamente sanas.
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