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Resumen

Introduccion: El objetivo del presente trabajo es evaluar los cam-
bios en flujo y composicion organica en saliva, asi como la presen-
cia de anticuerpos anti Ro/SSA y La/SSB séricos y salivales y su
implicancia en el diagndstico no invasivo del SS.

Diseiio del estudio: Estudio de corte transversal, de 73 pacientes
distribuidos en los siguientes grupos experimentales: Sindrome de
Sjogren primario (SSp) (n = 15), SS secundario (SSs) (n = 17), boca
seca y 0jo seco sin Sindrome de Sjogren (BO) (n = 20), y controles
sanos (C) (n = 21). Se realiz6 una determinacion del flujo salival ba-
sal y una toma de muestras de saliva para la medicion de proteinas
totales, IgA, urea y anticuerpos. Se determinaron anticuerpos anti
Ro/SSA y La/SSB en muestras de suero y saliva.

Resultados: El flujo salival en SSp, SSs, BO fue significativamente
menor (p <0,001) comparado con C. La composicion salival de SS
mostré modificaciones de componentes estudiados. Los anticuer-
pos anti Ro/SSA y anti La/SSB aparecieron con mayor frecuencia
en suero y saliva en pacientes con SS en comparacion con BO y C,
siendo la frecuencia de positividad superior en suero en compara-
cion con saliva.

Conclusion: La determinacion de anticuerpos Ro/SSA en saliva po-
drian ayudar a diagnosticar a pacientes con xerostomia como el
Sindrome de Sjogren.

Palabras clave: Sindrome de Sjogren, anticuerpos Ro y La, xeros-
tomia.
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Summary

Introduction: The aim of this study was to evaluate changes in flow and
organic composition in saliva, the presence of anti Ro/SSA and La/SSB
antibodies in serum and saliva and its implication in the noninvasive
diagnosis of SS.

Study Design: Cross sectional study, 73 patients divided into four exper-
imental groups: Primary Sjogren's syndrome (pSS) (n = 15), secondary
SS (sSS) (n = 17), dry eye and dry mouth syndrome without Sjogren's
(DEMS) (n = 20) and healthy controls (C) (n = 21). We performed a deter-
mination of basal salivary flow and saliva sampling for measurement of
total protein, IgA, urea and antibodies. We determined anti Ro/SSA and
La/SSB in serum and saliva.

Results: The salivary flow in pSS, sSS, DEMS patients was significantly
lower (p <0.001) compared with C. The composition of SS salivary com-
ponents studied showed changes. The anti Ro/SSA and anti La/SSB oc-
curred more frequently in serum and saliva in SS patients compared
with DEMS and C, the frecuency of positivity was higher in serum than
in saliva.

Conclusion: The determination in saliva of antibodies Ro/SSA may help
diagnose patients with xerostomy as Sjogren's Syndrome.

Key words: Sjogren's Syndrome, anti Ro and La, xerostomy.
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Introduccion

La saliva es un liquido de vital importancia para el man-
tenimiento de la salud oral, por lo que la disminucién de
su secrecién constituye un problema importante de salud
de los tejidos bucales por sus implicancias!. Gracias a su
funcién inmunoldgica, se ha demostrado que la saliva es
capaz de controlar infecciones como el herpes oral?, inter-
viniendo ademds en una adecuada deglucion, masticacién,
fonacién, percepcién del gusto, etc.?

La xerostomia es uno de los sintomas estomatolégicos
mis frecuentes* y entre sus consecuencias estan la produc-
cién de insomnio, irritabilidad, depresion y afectacién de
la calidad de vida del paciente. La sequedad bucal puede
ser de origen unifactorial o multifactorial interviniendo en
su aparicién alteraciones hormonales, enfermedades au-
toinmunes, ingesta de firmacos, carencias nutricionales,
procesos inflamatorios, edad avanzada, etc.’

Una de las causas mds relevantes de xerostomia es el
Sindrome de Sjogren (SS), caracterizado por un trastorno
crénico que causa sequedad de las mucosas, principalmente
bucal y ocular, debido a un desorden en el tejido conectivo
con disminucién o ausencia de secreciones glandulares®”.

En la actualidad, uno de los criterios que conducen al
diagnéstico certero de la enfermedad, se obtiene a través
de biopsia de gldndulas salivales menores lo que constituye
una técnica invasiva’.

El objetivo del presente trabajo fue analizar y determi-
nar flujo salival y tasas de componentes orgénicos salivales.
Se estudié la frecuencia de positividad de anticuerpos anti
Ro/SSA y La/SSB en pacientes con xerostomia de diferente
etiologia, y evaluamos la misma como método de diagnds-
tico de Sindrome de Sjogren.

Material y métodos

Pacientes

Se analizaron un total de 73 pacientes, apareados por sexo
y edad, 32 con SS (15 presentaron SS primario —SSp-) y 17
SS secundario (SSs), 20 pacientes con boca y o0jo seco, con
colagenopatia sin criterios de SS (sicca) y 21 controles sanos
(C). Todos fueron atendidos en la Unidad de Reumatologia
del Sanatorio Allende y Hospital Cérdoba entre enero del
2005 y enero del 2007. Para el diagnéstico del SS primario
y secundario, se emplearon los criterios de consenso del
grupo Europeo Americano de Reumatologia®. Se estable-
cieron como criterios de exclusién pacientes que estuvieran
sometidos a quimioterapia o radioterapia en la regién cra-
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neofacial, con tumores en regién de cabeza y cuello, con
desérdenes psiquidtricos, con alteraciones metabdlicas o
ingesta de firmacos, o con Hepatitis C. Se les realiz6 his-
torias clinica completa y una exploracién de la cavidad
oral. En todos los casos se obtuvo el consentimiento in-
formado. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Sanatorio Allende (CIEIS), siguiendo los lineamientos
de la Asociacién Médica Internacional. En todo el estudio
se respetaron las normas de ética para las investigaciones
en humanos delineadas por la Declaracién de Niiremberg,
Helsinki, Tokio y de la Asociacién Médica Mundial.

Métodos

En todos los pacientes, previo enjuague con agua destilada,
se recogieron por la mafiana en ayunas, muestras de saliva
basal, durante 10 minutos, que fueron pesadas en balanza
de precision (Metler), determindndose un valor de flujo
mediante la férmula miligramo equivalente a mililitro por
minuto, dividiéndose este valor por 10 y obteniéndose asi el
flujo en ml por minuto. Las muestras se conservaron a 4°C.
Se realizé el andlisis bioquimico de los compuestos orgdni-
cos: proteinas totales por determinacién colorimétrica de
Folin Ciocalteu, IgA secretoria por inmunodifusién radial
en agar y urea por cuantificacion espectrofotométrica’.

Se practic una extracciéon de sangre venosa para la
determinacién de anticuerpos anti-Ro/SSA y La/SSB, tam-
bién evaluados en saliva. La deteccién de estos anticuerpos
se realiz6 por enzimo-inmunoensayo de origen comercial
(Orgentec de procedencia Alemania). Se utilizaron placas
previamente inmunizadas con los antigenos SS-A y SS-B.
Las muestras fueron diluidas 1:100 en buffer Tris, NalN?
(0,1% (w/w) e incubadas con el antigeno. Posteriormen-
te, los componentes séricos inespecificos se eliminaron
mediante lavado (PBS, NaN*:0,1% w/w). Se utilizaron an-
ticuerpos anti IgG Ro y anti IgA La humanos conjugados
con peroxidasa; la medicién se realiz6 en un lector de ELI-
SA. Las muestras de los pacientes con valores de densidad
Optica mayor a la de los estindares fueron consideradas
positivas (el promedio de las densidades épticas de las sa-
livas normales + 2 desviaciones estdndar establece el valor
tope por arriba del cual una saliva problema se considera
positiva).

Del total de pacientes con xerostomia, se les practicé
biopsias a 31 pacientes de los cuales 10 fueron negativas.

Analisis estadisticos

El anilisis estadistico se realizé mediante Test “T” de Stu-
dent para datos independientes, estableciéndose un valor
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de p <0,05 para la consideracién de una comparacién como
estadisticamente significativa. Para valorar concordancia
entre grados de biopsia y anticuerpos en saliva y suero se
utiliz6 el estadistico Tau-b de Kendall (por ser las variables
cualitativas ordinales).

Resultados

Del total de pacientes, 86% fueron mujeres, la edad prome-
dio fue de 53 afos y la evolucién media de la enfermedad
de 9 afios. Al comparar los grupos estudiados, los valores
del flyjo salival fueron de 0,36 + 0,05 ml/min en el grupo
sicca, 0,22 + 0,003 en SSp, 0,32 + 0,05 en SSs y 1,04 £ 0,1 en
el grupo C (Tabla 1). Se observa una significativa disminu-
cién (p <0,001) del flujo basal de los pacientes con sicca, SSp
y SSs en relacién al grupo C (Figura 1). El anilisis de los
compuestos organicos revelé un aumento en las proteinas
totales en sicca, SSp y SSs (p <0,001) en relacién a C. Los
niveles de urea se comportaron diferentes, observindose
una disminucion en SSs en relacidn a los demds grupos de
estudio. La IgA secretoria mostrd un incremento significa-
tivo sélo en SSs (Tabla 2).

En la Tabla 3 se recoge el porcentaje de casos positivos

para anticuerpos anti Ro/SSA y La/SSB en suero y saliva en
los diferentes grupos de estudio.
Por otra parte, al realizar las comparaciones estadisticas en-
tre los diferentes grupos, en funcién de la positividad para
los anticuerpos anti Ro/SSA y La/SSB, medidos en suero
y saliva, se observaron diferencias altamente significativas
para el anticuerpo Ro, entre los pacientes con SS en relacién
a controles (p <0,0001). Igualmente estas diferencias se ob-
servaron para el anticuerpo La (p <0,0001) (Tabla 3).

Serealizaron las pruebas de especificidad y sensibilidad,
tomando la biopsia como pardmetro de referencia. Encon-
tramos que al evaluar la sensibilidad y especificidad del
anticuerpo Ro en suero en relacién con biopsia (Gold Stan-
dard), existe una alta especificidad (1) y una sensibilidad
aceptable (0,71). Al evaluar la sensibilidad y especificidad
del anticuerpo Ro en saliva en relacién a biopsia, se observa
que la misma no es especifica (0) y presenta una sensibili-

Grupo Flujo basal (ml/min) media = ES
Control 1,02 +0,1

BO 0,30 + 0,05

SSp 0,20 + 0,003

SSs 0,20 + 0,005

Tabla 1. Flujo basal en los distintos grupos de estudio.
Valores medios de flujo salival. Test no paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 1. Valores de flujo basal en diferentes grupos de estudio.
Flujo basal en los diferentes grupos de estudio. C: control; BO: boca
y 0jo seco; SSp: Sindrome de Sjdgren primario; SSs: Sindrome de
Sjdgren secundario. p <0,05: BO vs. C; p <0,01: SSp y SSs vs. C.

Flujo basal (ml/min)

Grupo Proteinas Urea IgA
(mOsm/ml) (mOsm/ml) (mOsm/dl)
Control 91+19 52+29 18+6
BO 143 = 45 3918 20 =11
SSp 163+ 35 36 +19 24 +12
SSs 177 = 43 17+3 38 +43

Tabla 2. Valores medios (error estandar) de cada compuesto
organico estudiado.

Valores medios en los distintos grupos de estudio. C: control; BO:
boca y ojo seco; SSp: Sindrome de Sjégren primario; SSs: Sindrome

de Sjogren secundario.
Origen Suero Saliva
Grupo
Ro/SSB % La/SSB % Ro/SSA % La/SSB %
SSp (n=17) 78 70 55 46
$Ss (n=15) 70 65 48 40
BO (n=21) 10 5 0 0
C (1=20) 0 0 0 0

Tabla 3. Porcentaje de muestras que presento positividad para los
anticuerpos Ro y La en suero y saliva.

SSp: Sindrome de Sjogren primario; SSs: Sindrome de Sjogren
secundario, BO: boca y ojo seco; C: control.

dad baja (0,59). El anticuerpo Ro en saliva en relacién a Ro
suero obtiene una especificad (0,90) y sensibilidad (0,87).
Discusion

Es razonable creer que los cambios en la secrecién salival asi
como las modificaciones en su composicién proteica pro-
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mueven el crecimiento de los microorganismos asociados a
las condiciones mas frecuentes encontradas en cavidad bucal
(caries, gingivitis, infecciones de mucosas)!®'2. Es sabido que
los electrolitos son secretados dentro de la boca por las glin-
dulas salivales, aunque la exudacién de suero desde la mucosa
oral injuriada también contribuye a las concentraciones de
componentes organicos encontradas en la saliva. En los pa-
cientes con SS se ha documentado un incremento en la tasa
de albtimina salival debido a la inflamacién de las glindulas
salivales y al escape de suero a través de las membranas de
mucosas ficilmente lesionadas por las agresiones mecénicas;
éste podria constituir de igual forma el mecanismo que favo-
rece las alteraciones electroliticas salivares en el SS'>*.

En nuestro grupo control, la concentracién de los com-
ponentes estudiados estuvo dentro de los limites normales.
Por el contrario, en los otros grupos de pacientes se ob-
servaron modificaciones notables. Estudios previos"® han
documentado un incremento de las concentraciones organi-
cas en saliva, nosotros detectamos aumentos significativos
de proteinas totales analizadas de pacientes con xerostomia.
Este aumento proteico se correlaciona con la disminucién
de urea encontrada sobre todo en SSs. Si bien en este estudio
no se realizé electroforesis de saliva que permitiera evaluar
cuiles proteinas estaban elevadas, es factible que ocurra una
situacién similar a la hipergammaglobulinemia policlonal
encontrada en suero, reflejo directo de la hiperactividad lin-
focitaria caracteristica de la enfermedad'®!”1s.

La inmunoglobulina A secretoria mostré un aumen-
to significativo en SSs. Algunos estudios en pacientes con
SS demuestran aumentos en saliva de IgA, lisozima, lac-
toferrina que actuarian como marcadores de inflamacién
glandular'®. Se ha demostrado que la IgA tiene un papel im-
portante en la etiopatogenia del SS”. En el caso de SS podria
interpretarse que, a pesar del dafio glandular a nivel de con-
ductos, los acinos permanecerian intactos para su funcién
de secrecién de proteinas en la saliva primaria.

En general, nuestros hallazgos en la concentracién
salival de componentes orgénicos analizados ponen en ma-

nifiesto que los trastornos son mds acentuados en SSp, y

Anticuerpo | Muestra Gold Standard Especificidad Sensibilidad

Suero Biopsia 1,00 0,71

RO Biopsia 0,00 0,59
Saliva

Ro suero 0,90 0,87

Suero Biopsia 0,00 0,57

LA Biopsia 0,00 0,61
Saliva

La suero 0,71 0,65

Tabla 4. Pruebas de sensibilidad y especificidad.
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SSs en comparacién con los controles y con el grupo BO.
Esto podria conferir un valor a la determinacién sialoqui-
mica en saliva como marcadores de SS.

En relacién al estudio del perfil de anticuerpos anti Ro/
SSA y La/SSB, hemos observado un notable incremento de
la positividad para anticuerpos tanto en suero como en sa-
liva en SSp y en SSs en comparacién con controles y con el
grupo de pacientes con hiposalivacién no relacionado con
SS. El diagnéstico definitivo del SS se realiza por una biop-
sia de glandula salival menor en el labio'?°.

Al comparar la medicién del anticuerpo Ro en saliva
en relacién a Ro suero se obtiene una especificidad (0,90)
y sensibilidad (0,87) aceptable para determinar que el Ro
en saliva podria ser una prueba diagndstica, por lo tanto
nuestros resultados apuntarfan hacia nuevas herramientas,
como la determinacién de anticuerpos Ro/SSA en saliva,
que podrian ayudar a diagnosticar a pacientes con xeros-
tomia como el Sindrome de Sjogren evitando las técnicas
invasivas como las biopsias. Se necesitarian realizar mayor
cantidad de determinaciones salivales de anticuerpos para
confirmar nuestros estudios.
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