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RESUMEN

La Parotiditis Cronica Recurrente Infantii (PCRI) es una inflamacion
recurrente y dolorosa, de etiologia desconocida. Generalmente, se inicia alrededor
de los 3 anos de edad y se mantiene hasta la adolescencia. Estudios anteriores
han demostrado, mediante zimografia, la presencia de metaloproteasas de matriz
(MMPs) 2 y 9 en la saliva parotidea de pacientes con PCRI. Mediante la técnica de
western-blot, se ha detectado con mayor frecuencia la presencia de formas
moleculares de MMP-9 de 169 kDa y 139 kDa. Asi mismo, mediante zimografia se
detecté una metaloproteasa de 141 kDa. En ambos casos las bandas fueron mas
frecuentes en saliva proveniente de glandulas comprometidas clinicamente en
relacion a las no afectadas de pacientes con PCRI. En estudios posteriores se
observd que en la saliva parotidea proveniente de glandulas afectadas
clinicamente por PCRI, en relacion a saliva proveniente de glandulas no afectadas
clinicamente de los mismos pacientes, se presentd mayoritariamente el complejo
molecular de MMP-9 de 141 kDa. Tanto la banda de 141 kDa como la de 139 kDa
podrian corresponder a la union MMP-9/NGAL (Lipocalina de Neutréfilo asociada
a Gelatinasa B) ya que se encuentran cercanas al rango de 125-130 kDa con el

que se ha descrito a ese complejo en diversos estudios.

En este estudio se propuso analizar, la presencia de bandas de NGAL en la

saliva parotidea bilateral de pacientes con PCRI.

En 33 pacientes con PCRI unilateral o bilateral, de entre 6 a 14 afos de
edad, se recolecto6 saliva parotidea bilateral y se determiné la presencia de NGAL
mediante la técnica de western-blot. Se registré el compromiso clinico de ambas
glandulas parétidas como: glandulas clinicamente afectadas y no afectadas. Se
determiné la frecuencia de NGAL salival, en relacion al compromiso clinico de la

glandula.

La saliva parotidea de pacientes con PCRI, analizada en condiciones no
reductoras presentd 7 bandas correspondientes a NGAL, en tanto que, en

condiciones reductoras se encontraron 5 bandas correspondientes a NGAL.



La saliva parotidea proveniente de glandulas clinicamente comprometidas y
de glandulas sin compromiso clinico de pacientes con PCRI, analizada en
condiciones no reductoras, no presento diferencias en la frecuencia de las bandas

encontradas en estas condiciones.

La saliva parotidea proveniente de glandulas clinicamente comprometidas
de pacientes con PCRI, analizada en condiciones reductoras, presenté con mayor
frecuencia las bandas correspondientes a NGAL de los tamafios moleculares: 75,
37 y 25 kDa, al compararla con la saliva parotidea proveniente de glandulas no

comprometidas clinicamente.

Los resultados de este estudio, sugieren que NGAL podria estar
involucrada en la etiopatogénesis de PCRI y pueden contribuir al esclarecimiento
de este proceso patologico. Asi mismo, la presencia de NGAL en la saliva
parotidea de glandulas sin compromiso clinico de aumento de volumen, sugiere un

cuadro glandular subclinico de la enfermedad.



INTRODUCCION

La Parotiditis Cronica Recurrente Infantil (PCRI) es una enfermedad cuya
etiologia es un enigma y se caracteriza por la inflamacién recurrente de una o
ambas glandulas parétidas, asociada generalmente a una sialectasia (ductos
interlobulares dilatados) no obstructiva de la glandula. Esta enfermedad afecta por
lo general a nifios desde la infancia temprana hasta la adolescencia, donde sin
causa aparente tiende a remitir. La recurrencia, puede presentarse de forma
imprevista sin una frecuencia determinada, como un aumento de volumen
doloroso de la glandula parétida que puede permanecer dias, semanas o meses,
usualmente acompanado de fiebre leve y malestar general, lo que compromete la

calidad de vida del paciente.

El desconocimiento de los factores causales y de la fisiopatologia de la
PCRI, determina que su manejo terapéutico sea controversial y confuso, no
existiendo un consenso para su tratamiento. Diversos especialistas son los
encargados de tratar a estos pacientes durante toda su infancia y adolescencia,
logrando disminuir la sintomatologia, sin lograr sanarlos de la enfermedad. Los
Hospitales Publicos se han transformado en los Centros de Referencia para los
pacientes con PCRI, los que tienen que acudir sistematicamente a lugares
altamente solicitados y distantes de su hogar, para ser atendidos. A la vez, los
centros de atencidn deben gastar recursos humanos y monetarios en maniobras

que resultan poco eficaces.

El diagnéstico de PCRI se realiza mediante un examen clinico y es
corroborado con una sialografia de la glandula parétida. La sialografia como
examen complementario, a pesar de su caracter invasivo, es el método utilizado
con mayor frecuencia. Este examen consiste en la inyeccion de un medio de
contraste iodado a través del conducto de Stenon. Este procedimiento permite
opacificar los conductos de la glandula y evidenciar las dilataciones ductales como
una imagen radiografica tipica de “ciruelo en flor”. De acuerdo a las imagenes de
llenado glandular, la sialectasia puede presentarse como punteada, globular,

cavitaria, destructiva o combinaciones de ellas. Estas imagenes serian el reflejo
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del estado inflamatorio en el que se encuentra el tejido glandular. La biopsia
parotidea se encuentra restringida a casos extremos, dada la proximidad
anatomica de la glandula con el nervio facial. La gran fibrosis perineural
secundaria a la cirugia, con las consecuentes secuelas neurologicas que pudiese
ocasionar, determina que no sea posible analizar directamente el tejido glandular.
Ademas, existen otros métodos imagenoldgicos, como es el caso de la
ultrasonografia, que aportan al diagnéstico y seguimiento, pero no se utiliza como

un método de rutina debido a su alto costo.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el analisis molecular de la saliva
parotidea adquiere relevancia, por la poca invasividad del método de obtencion de
las muestras. El uso de la saliva, como fluido diagnéstico de enfermedades
bucales o sistémicas, es investigado activamente, ya que, la composicion
molecular salival de una determinada glandula, es un reflejo del estado de
funcionamiento de esta misma. El estudio de las moléculas salivales asociadas a
la evolucion de la PCRI y la relacién con el tipo de dafio existente, permitiria
dilucidar el mecanismo fisiopatolégico de esta enfermedad, como también,
postular estrategias terapéuticas alternativas mas eficaces y eficientes que las

actuales.

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se abordo el analisis
molecular de la saliva parotidea de pacientes con PCRI. En este estudio se
describié que la composicién salival de estos pacientes se encontraba alterada en
relacion a sujetos controles sanos. Mediante zimografia, se analiz6 la frecuencia
de individuos que presentaron actividad MMP-2 y MMP-9 en saliva parotidea. Los
resultados sefialaron que ambas enzimas se encontraban activadas con mayor

frecuencia en la saliva proveniente de individuos con PCRI.

En un estudio posterior, se analizaron muestras de saliva parotidea de
pacientes con PCRI, mediante la técnica de western-blot, en condiciones
desnaturalizantes no reductoras, y utilizando anticuerpo anti MMP-9, se detectaron
dos bandas de MMP-9 cuyos tamafios moleculares fueron de 169 kDa y 139 kDa.
Asi mismo, mediante zimografia, y en condiciones no desnaturalizantes, se

detectdé una banda con actividad gelatinasa de 141 kDa. Estas bandas se
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observaron con mayor frecuencia en la saliva parotidea proveniente de glandulas
afectadas clinicamente que en la de glandulas no afectadas de los mismos
pacientes. En un ensayo mas reciente, mediante la técnica de western-blot,
utilizando anticuerpo anti MMP-9, se identific6 una banda de 141 kDa susceptible
de ser disociada en condiciones desnaturalizantes/reductoras que corresponderia
a un complejo molecular de MMP-9, el que se observd con mayor frecuencia en la
saliva parotidea proveniente de glandulas afectadas clinicamente que en la de
glandulas no afectadas clinicamente de pacientes con PCRI. Tanto la banda de
141 kDa como la de 139 kDa podrian corresponder a la union MMP-9/NGAL
(Lipocalina de Neutrofilo asociada a Gelatinasa B) ya que se encuentran cercanas
al rango de 125-130 kDa con el que se ha descrito a ese complejo en diversos
estudios. Una aproximacién experimental para determinar si estas bandas
corresponden a complejos moleculares de MMP-9 con lipocalina o a isoformas de
MMP-9, seria analizar la saliva de estos pacientes en condiciones
desnaturalizantes y desnaturalizantes/reductoras, enfoque que se propone realizar

en este estudio.

NGAL es una proteina que une y transporta moléculas de bajo peso
molecular. En humanos NGAL es una cadena de 178 aminoacidos que pesa 25
kDa, la cual predomina en su forma monomérica. Esta es expresada por
neutrofilos y otras células epiteliales. Aparentemente tiene una funcion uniendo
sideréforos (pequefias moléculas transportadoras de hierro) mostrando una alta
afinidad por los de origen bacteriano. NGAL 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. Cuando NGAL
se encuentra formando un complejo con MMP-9, tiende a estabilizar a ésta ultima
impidiendo su degradacion.

El presente trabajo propone identificar mediante la técnica de western-blot la
presencia de NGAL en la saliva parotidea de pacientes con PCRI, con la finalidad

de aportar al conocimiento sobre el mecanismo fisiopatolégico de esta patologia.



MARCO TEORICO

Parotiditis Cronica Recurrente Infantil (PCRI)

PCRI es una enfermedad de etiologia desconocida, definida como una
inflamacioén parotidea asociada a sialectasia o dilataciones no obstructivas de los
conductos glandulares. La PCRI se caracteriza por presentar episodios
recurrentes de parotidomegalia inflamatoria dolorosa, que duran dias, semanas o
meses, acompafados usualmente por compromiso del estado general del
paciente. Se alterna con intervalos de remision, en los que la glandula se observa
clinicamente asintomatica " 2. El numero de recurrencias es variable e
impredecible en cada individuo, se inicia entre los 3 y 6 afios 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. La distribucion por sexo de esta patologia es
similar para ambos, y su manifestacion es preferentemente unilateral. Si se
manifiesta bilateralmente, afectara 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 atenuan pudiendo desaparecer por completo sin causa aparente,
aunque en algunos casos ésta persiste hasta la edad adulta ("%,

La mayoria de los estudios sobre PCRI describen una disminucion del flujo
salival parotideo acompafado de cambios en el aspecto macroscopico de la
saliva, como aumento de la viscosidad salival o la presencia de un material
particulado blanquecino en la secrecién @ Otros autores diferencian entre saliva
mucosa, purulenta y globosa, sefialando como mas frecuente al primero de estos
tipos ¥ (Figura N° 1). También la han descrito como una secrecién turbia o
purulenta ® Enla mayoria de estos estudios se describe que a pesar de la fiebre
y malestar general, la presencia de pus emanada por el conducto excretor
parotideo es poco frecuente, produciéndose por poco tiempo y en baja cantidad "'

2;6;7)



Figura N° 1: Tap6n mucoso en salida del
conducto excretor parotideo en un paciente
con PCRI .

Etiologia de la PCRI

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 ("
23489101 sin embargo, ninguna de estas hipétesis ha podido ser demostrada.

Se han realizado diversos estudios intentando determinar la causa de la
PCRI, como por ejemplo, estudios microscopicos de tejido glandular, pero éstos
son escasos ya que la biopsia de la glandula sélo se indica en casos en que el
beneficio sea mayor que el costo, por la proximidad del nervio facial y el riesgo de
dafarlo. Los estudios histopatologicos existentes indican que existe un infiltrado
linfocitario que tiende a formar foliculos linfoides alrededor de ductos interlobulares
dilatados.

También se han realizado estudios microbioldgicos 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 ®). Estudios Bacteriologicos reportan la presencia de una flora mixta de
cocos Gram positivos, asi como otros en tanto, revelan el hallazgo de
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus viridans ylo

s "12_Sin embargo, a la

Moraxella catarrhalis en el 80% de los casos estudiado
fecha no ha sido posible confirmar el origen infeccioso de esta enfermedad e
incluso se reporta un numero de casos en los que cultivos bacterianos arrojan

resultados negativos.



Diagnéstico de PCRI

El diagnostico de PCRI se basa en la historia clinica y se confirma con
sialografia, examen que permitiria seguir la evolucion del estado glandular (' 1.
La sialografia es considerada en la actualidad como el método mas importante y
confiable para el diagnéstico de PCRI '¥). Este examen consiste en la inyeccion de
un medio de contraste iodado a través del conducto de Stenon, lo que permite
opacificar los conductos de la glandula y evidenciar las dilataciones ductales como

':16) Estas imagenes serian el

una imagen radiografica tipica de “ciruelo en flor” {
reflejo del estado inflamatorio en el que se encuentra el tejido glandular (Figuras
N° 2 y N° 3). Cuando la enfermedad se atenua, los cambios sialograficos tenderian
a disminuir pudiendo llegar a desaparecer cuando la enfermedad se hace inactiva
(M, Existiria una relacién entre el tipo de sialectasia observada en el sialograma y

15 16:17)  Después de multiples recurrencias, se

el compromiso glandular (" Z
produciria un efecto destructivo permanente de la glandula 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 . También se ha descrito que la sialografia tiene efectos benéficos,

en términos de mejorar los sintomas y reducir la frecuencia de las recurrencias (®:
14)

Figura N° 2: Sialografia de una glandula Figura N° 3: Sialografia de una glandula
parotida sana, se observan ductos principales y parétida con PCRI. Se observa sialectasia
secundarios, lo que se conoce como “arbol punteada, lo que se conoce como “ciruelo en

seco sin hojas” ®®. flor” @8



Tratamiento de la PCRI

Actualmente, no existe consenso sobre el manejo terapéutico de PCRI.
Distintos especialistas indican variadas terapias para una misma entidad
patolégica. En algunos casos se han usado maniobras fisicas como calor local,
masajes glandulares, © etc. En otros, se indican antiinflamatorios no esteroidales,
®:18) mientras que en otros se utilizan combinaciones de antihistaminicos, lisozima
y antibidticos (12 Sustentados en los resultados obtenidos con el uso de
mucoliticos en patologias como el Sindrome de Sjoégren y Xeroftalmia, en el
Servicio de Cirugia del Hospital Roberto del Rio se plantea el uso de bromhexina
en dosis de 4 mg cada 8 horas para tratar las recurrencias de esta enfermedad (18),
Basados en la observacion de que en un numero importante de pacientes se
produce la desaparicién de los sintomas de la fase aguda con la sialografia (' 12y
con la hipétesis de que el medio de contraste tendria un efecto antiséptico, el
Servicio Maxilo-Facial Infantil del Hospital San Juan de Dios propone un esquema
terapéutico consistente en lavados intraglandulares periddicos con un antiséptico
yodado ). (Figura N° 4). En casos con dafio glandular severo e irreversible como
resultado de episodios agudos de larga duracion, se busca la atrofia glandular

mediante la ligazén del conducto excretor @),

Figura N° 4: Lavado intraglandular via
conducto de Stenon con antiséptico
yodado ©®.

Como ultimo recurso y sélo en casos severos, en los que las demas
medidas terapéuticas son indtiles, se realiza la parotidectomia parcial o total ¥ ).
A pesar de la ausencia de evidencia del origen infeccioso de PCRI, en la mayoria

de los reportes se indica que los esquemas terapéuticos se combinan con
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antibioterapia sistémica, (' % % & 12 20)

con el subsecuente riesgo de generar
resistencia microbiana, por el uso recurrente de estos farmacos para tratar una
enfermedad en la que no se tienen evidencias claras acerca de su origen
bacteriano. La mayoria de los estudios reporta un porcentaje de éxito terapéutico
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 disminucion 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 inflamacion recurrente (2 % 6:18),

Evidencia de alteracion en la composicion salival en pacientes con PCRI

La contraindicacion 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 secrecion glandular ha
llegado a establecerse como mecanismo no invasivo, alternativo al estudio
histologico 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 (' %%,
sin embargo, los estudios que analizan su composicidbn quimica son escasos,
consideran un numero 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 ' 22,

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 de la matriz (MMPs) y los inhibidores
tisulares de metaloproteasas (TIMPs), permitiendo obtener informacion en relaciéon
al proceso patologico de la glandula afectada %% 24 2°).

Las metaloproteasas de la matriz o MMPs conforman una familia de 26

endopeptidasas dependientes de calcio y zinc encargadas de la remodelacién de
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la matriz extracelular en condiciones normales y patologicas (26) Su expresion es
regulada por factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y componentes de la

@7 Estas enzimas son sintetizadas inicialmente como

matriz extracelular
zimogenos (proMMP o forma latente) y requieren de la hidrélisis proteolitica de un
propéptido en el espacio extracelular, para exponer su sitio catalitico (MMP o
forma activada) ®®. Las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 han sido involucradas en
una amplia variedad de condiciones patolégicas del adulto como el Sindrome de
Sjogren, diabetes mellitus, periodontitis, entre otras ©* 2% 30 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 crénicas
del pulmon ©1:32),

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
aborda el analisis molecular de la saliva parotidea de pacientes con PCRI (n = 33)
Morales y cols., ®® describe alteraciones en la composicion salival en relacion a
sujetos controles sanos (n = 33). Se describe que la saliva de los sujetos enfermos
presenta alteraciones en la concentracién de proteinas, en los modos de difusion
de sus proteinas salivales sobre membranas de nitrocelulosa y en los perfiles
proteicos observados mediante electroforesis unidimensional en geles de
poliacrilamida-SDS, al contrastarla con la saliva del grupo control. Ademas al
analizar la frecuencia de individuos que presentan actividad MMP-2 y MMP-9 en
su saliva parotidea, se pudo observar que sélo 2 sujetos controles presentaron
estas enzimas en su saliva y en contraste, 18 pacientes con PCRI presentaron
actividad MMP-9 y 13 pacientes presentaron actividad MMP-2. Este constituye el
primer informe sobre la presencia de metaloproteasas en saliva de pacientes con
PCRI (33; 34; 35; 36)_

Otro estudio reportado por los mismos investigadores indica que existe una
asociacion entre la presencia de MMP-2 y MMP-9 en la saliva parotidea de
pacientes con PCRI y el grado de compromiso sialografico de la glandula parétida
afectada ).

Posteriormente en otro estudio donde se analiza la saliva parotidea de

pacientes con PCRI, en condiciones no desnaturalizantes, mediante zimografia se
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pudo determinar que la saliva parotidea de las glandulas clinicamente afectadas
por PCRI, presentaban mayor actividad enzimatica de un complejo gelatinasa de
141 kDa, que la saliva de glandulas no afectadas de los mismos pacientes ©®. Por
su tamafio molecular, esta banda podria corresponder a un homodimero de MMP-
2 0 a un heterodimero de MMP-2 o MMP-9. Paralelamente, mediante la técnica de
western-blot en condiciones desnaturalizantes no reductoras y utilizando
anticuerpo anti MMP-9, se identificaron complejos moleculares de MMP-9 de 169
kDa y 139 kDa, los que también se presentaron con mayor frecuencia en la saliva
parotidea de las glandulas clinicamente afectadas versus las no afectadas
clinicamente de pacientes con PCRI ©¥).

En un ensayo mas reciente, donde también se analiza la saliva parotidea
de pacientes con PCRI, mediante la técnica de western-blot y utilizando anticuerpo
anti MMP-9, se identificé una banda de 141 kDa susceptible de ser disociada en
condiciones desnaturalizantes/reductoras que corresponderia a un complejo
molecular de MMP-9, el que se observdo con mayor frecuencia en la saliva
parotidea proveniente de glandulas afectadas clinicamente, que en las no
afectadas de los mismos pacientes. 9.

Las bandas observadas en estos estudios, podrian corresponder a
complejos heterodimeros de MMP-9, siendo probable que las que tenian un
tamafo molecular de 139 kDa y 141 kDa pudiesen corresponder a la union MMP-
9/NGAL, ya que se encuentran cercanas al rango de 125-130 kDa descrito para
este complejo en otros estudios “% 442 Esto despierta interés en el estudio de la
PCRI puesto que existe la descripcion de heterodimeros de MMP-9/NGAL
cercanos a este peso molecular en variados procesos patolégicos como
ateroesclerosis **), invasion tumoral ¥, osteoartritis ** y polineuropatia amiloidea
(46).

Tanto MMP-2 como MMP-9 son secretadas por las células como
monomeros y en formas diméricas. Ademas, MMP-9 puede formar homodimeros y
heterodimeros. Los distintos complejos de MMP-9 tienen propiedades bioquimicas
y enzimaticas diferentes “*”). Es asi como se han descrito: el homodimero MMP-
9/MMP-9, la unién MMP-9/TIMP, heterodimeros MMP-9/MMP1, MMP-9/NGAL vy la

unién de MMP-9 con variados proteoglicanos y glicoproteinas. Especial atencién
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sugiere la union de MMP-9/NGAL la cual produce cambios bioldgicos
significativos. En neutréfilos humanos se produce este complejo dimérico
covalente, sensible a la reduccién, de aproximadamente 125-130 kDa. El
heterodimero proMMP-9/NGAL se puede unir al inhibidor TIMP-1, mejora la
activacion de la enzima por la calicreina plasmatica y ademas protege a MMP-9 de
la degradacién, rompiendo asi el equilibrio entre su sintesis y su degradacién. En

resumen, la actividad de MMP-9 se ve estabilizada por la presencia de NGAL (40:
41; 42; 47)

NGAL esta compuesta por 8 cadenas B que forman un barril con laminas 3
gue contiene un bolsillo el cual une y transporta moléculas de bajo peso molecular
“8) En humanos NGAL es una cadena de 178 aminoacidos que pesa 25 kDa la
cual predomina en su forma monomérica. Esta es expresada por neutréfilos y
otras células epiteliales incluyendo aquellas del tubulo colector proximal del riidn
49 Aparentemente tiene una funcién uniendo sideréforos (pequefias moléculas

transportadoras de hierro) ©%

mostrando una alta afinidad por los de origen
bacteriano. NGAL 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 expresiéon se eleva cuando estos
tejidos se encuentran infectados o inflamados ©.

Estudios realizados en ratones, muestran que cuando ocurre reperfusion
renal isquémica, se produce un aumento en la producciéon de NGAL en un estado
temprano, siendo detectada en la orina dentro de 2 horas luego de producida la
isquemia ®?. Se ha visto también, que en animales la NGAL es un marcador de
nefrotoxicidad ©®. En este sentido el papel fisiologico de la NGAL puede ser el de
disminuir el dano, tanto por reduccién de la apoptosis como por incremento de la
proliferaciéon normal de las células del tubulo renal. Otro mecanismo de proteccion
de las células de tubulo renal que genera esta lipocalina, es a través del

incremento de la liberacidn de hierro y sobrerregulacién de la hemo oxigenasa-1
(51; 54; 55; 56; 57)

Otros estudios muestran que en placas ateroescleréticas la NGAL
promoveria una actividad proteolitica prolongada y aumentada, provocando una

desestabilizacion de la malla colagena haciendo mas susceptibles las placas a la
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erosion y ruptura con una subsecuente trombosis e infarto “3) También se ha visto
una relacion entre la actividad del complejo MMP-9/NGAL vy la profundidad de la
invasion tumoral “4. La NGAL se ha encontrado, por otro lado, en fluido sinovial
de pacientes con osteoartritis “°.

Un estudio realizado en glandula submandibular de 10 pacientes con
sialoadenitis cronica, indica que la NGAL se sobreexpresa en el infiltrado
inflamatorio y en las células ductales de la glandula en relacién al tejido glandular
de individuos controles ®®. Otro estudio realizado en glandula salival labial de
individuos con polineuropatia amiloidea, establece que existe una sobreexpresion
de los mMARN de NGAL y una sobreexpresiéon de MMP-9 de 130 kDa en relacion a
individuos controles “®.

A la fecha, no existen estudios sobre la presencia de NGAL en glandula
parotida o en la saliva producida por ella, en condiciones de normalidad o
patoldgica.

La presencia de complejos moleculares de MMP-9 de 130 kDa en la saliva
parotidea proveniente de glandulas afectadas por PCRI sugiere que podria
tratarse de una asociacion molecular de esta metaloproteasa con NGAL.

Basado en estos antecedentes en este trabajo se propone analizar la saliva
parotidea de pacientes con PCRI mediante la técnica de western-blot con
anticuerpo anti-NGAL en condiciones desnaturalizantes y
desnaturalizantes/reductoras, con la finalidad de identificar complejos moleculares
de NGAL.
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HIPOTESIS

La saliva parotidea producida por glandulas clinicamente afectadas en
pacientes con Parotiditis Croénica Recurrente Infantil, presenta una mayor
frecuencia de bandas de distintos tamafios moleculares correspondientes a la
NGAL, que la saliva producida por glandulas no afectadas de los mismos

pacientes.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de bandas de distintos tamafos moleculares
correspondientes a NGAL, en la saliva parotidea de pacientes con Parotiditis
Cronica Recurrente Infantil y relacionarla con el compromiso clinico de la glandula

parotida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar mediante la técnica de western-blot y segun tamafio molecular, las
bandas correspondientes a NGAL, en muestras de saliva producida por glandulas
parétidas afectadas y no afectadas clinicamente por PCRI, separadas
electroforéticamente en condiciones desnaturalizantes y en condiciones

desnaturalizantes/reductoras.

Determinar la frecuencia de bandas de NGAL que se presenten en las muestras
de saliva parotidea proveniente de glandulas afectadas y no afectadas

clinicamente, en pacientes con PCRI.

Comparar la frecuencia de cada una de las bandas correspondientes a NGAL
identificadas en saliva parotidea proveniente de glandulas afectadas, con las de

saliva parotidea de glandulas no afectadas clinicamente, en pacientes con PCRI.



16

MATERIALES Y METODOS

Individuos:

Se conform6 1 grupo compuesto por 33 pacientes de entre 6 y 14 afos de
edad, de ambos sexos, con diagnéstico de PCRI y que se encontraban en
tratamiento en el Servicio Maxilo-facial 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.

El presente trabajo de Investigacion para optar al Titulo de Cirujano
Dentista, se realiz6 adscrito al Proyecto FIOUCH 09-02, que ha sido aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

(Anexo)

Recoleccidon de saliva:

La recoleccion fue realizada por un unico operador calibrado para esta
maniobra. La saliva se recolect6 bajo estimulacion lingual con acido citrico al 2%.
En periodo de ausencia de compromiso clinico glandular, de todos los individuos
incluidos en el estudio, se recolectd 1 ml de saliva parotidea, derecha e izquierda,
segun procedimientos descritos por Morales y cols. %) Brevemente, un dispositivo
termo-formado fue adosado a la cara interna de la mejilla, frente a la salida del
conducto excretor parotideo, el que se mantuvo fijo por presion negativa hasta
completar la recoleccion de la muestra. (Figura N° 5). Las muestras de saliva
fueron mantenidas en recipientes inmersos en hielo y trasladadas al laboratorio

para su almacenamiento a —20 °C, hasta su procesamiento.
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(38)

Figura N° 5: Inspeccién y Recoleccion de muestra via conducto parotideo

Western-blot:

Las muestras de saliva, fueron mezcladas con buffer de muestra en
condiciones desnaturalizantes y en condiciones desnaturalizantes/reductoras con
B-mercaptoetanol. Luego fueron separadas electroforéticamente a un voltaje
constante de 100 V por 10 minutos y 200 V por 50 minutos, en un gel de
poliacrilamida-SDS (10%) de acuerdo al procedimiento estandarizado de Laemmli
®9 Las proteinas asi separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(PIERCE, 0,45 pm). Con el fin de bloquear sitios inespecificos de unién a
anticuerpo, cada membrana fue sumergida por una hora en 50 ml de albumina al
3%. Posteriormente fueron lavadas con TBS-T al 0,1% y luego incubadas con un
anticuerpo primario anti-human Lipocalin-2/NGAL (Monoclonal Rat IgG2A Clone#
220310 MAB-1757 R&D SYSTEMS) a una dilucién 1:250 en TBS-T durante 17
horas. Este anticuerpo detecta Lipocalin-2/NGAL humana y no presenta reaccion
cruzada con Lipocalina-1 recombinante humana o Lipocalina-2 recombinante de
ratdbn. También reconoce complejos Lipocalina-2/MMP-9 analizados bajo la técnica
de western-blot en condiciones no reductoras. Luego, cada membrana fue lavada
nuevamente con TBS-T y después incubada por una hora con un anticuerpo
secundario Anti-RAT 1gG (H&L GOAT Anticuerpo Conjugado con Peroxidasa
ROCKLAND) a una dilucion de 1:10000 en TBS-T. Tras sucesivos lavados con
TBS-T, se identific6 la reaccion positiva utilizando el método de
quimioluminiscencia (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) para lo cual las
membranas tratadas segun el procedimiento descrito anteriormente, se expusieron
a peliculas radiograficas (Kodak) las que se revelaron utilizando liquidos para

revelar y fijar la imagen. Como control positivo se utiliz6 proteina NGAL
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recombinante (RECOMBINANT HUMAN LIPOCALIN-2/NGAL R&D SYSTEMS
1757-LC-050) la que se procesd del mismo modo que las muestras de saliva en
condiciones desnaturalizantes/no reductoras. (Figura N° 7).Se comparé el tamafio
molecular de las bandas con proteinas de tamafio conocido (precision plus protein
standards, BIO RAD).

Determinacion de la frecuencia de bandas de NGAL de distintos tamanos
moleculares:

Una vez reveladas las peliculas radiograficas, se contrastd la migracion
relativa de las bandas del estandar de peso molecular con respecto a la migracion
relativa de las bandas correspondientes a NGAL. Una vez obtenido el tamario
molecular de todas las bandas de la NGAL, se calcul6 la frecuencia de éstas en
todas las muestras analizadas, con el fin de relacionarlas a glandulas parotidas
afectadas y no afectadas clinicamente por PCRI, en condiciones desnaturalizantes
y desnaturalizantes/reductoras. Para esto se tomaron fotos de cada pelicula
radiografica y se detectd visualmente la presencia o ausencia de cada una de las

bandas de distintos tamafios moleculares.

Analisis estadistico:

Se determin6 el numero de bandas de NGAL de distinto tamafio molecular
presente en las muestras analizadas. La frecuencia de cada una de las bandas
correspondientes a NGAL salival, que presentaron las muestras de saliva
parotidea de pacientes con PCRI, se analizaron aplicando el test de Chi cuadrado
o el test exacto de Fisher segun fuera el caso. La significacion estadistica fue

filada en p < 0,05. Se utilizé el programa estadistico STATA® 9.1.
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RESULTADOS

La Tabla N° 1 resume la edad, sexo y el compromiso clinico segun
lateralidad, del total de pacientes con PCRI incluidos en este estudio. De ellos, 17
presentaban un cuadro bilateral y 16 un cuadro unilateral, de esta manera segun
el diagnéstico clinico-sialografico y por lo tanto, segun el compromiso clinico de la
glandula parétida, se encontraron 16 glandulas parétidas no afectadas
clinicamente (grupo control) y 50 glandulas afectadas clinicamente (grupo
experimental). De las glandulas afectadas clinicamente, 21 resultaron ser
parétidas del lado derecho y 29 del lado izquierdo; y de las glandulas no afectadas
clinicamente, 11 fueron derechas y 5 izquierdas. El analisis estadistico indica que
la lateralidad de la glandula no influye en su compromiso clinico (Test exacto de
Fisher p < 0,05) (Tabla N° 2).

Tabla N° 1. Distribucién por edad, sexo y lateralidad del compromiso clinico en pacientes con

PCRI.
Variable Sexo Edad en ainos Lateralidad
Pacientes con PCRI
(n=33) F M Xx+D.E. Unilateral Bilateral
(rango)
11 22 10+ 3,6 16 17
(6 —14)

F = Femenino.

M = Masculino.

X = Promedio.

D. E. = Desviacion Estandar.

n = Numero de pacientes.
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Tabla N° 2. Estado clinico de la Glandula Parétida segun localizacién anatomica.

Lado glandula

Estado glandular GP Derecha GP Izquierda Total
Afectada clinicamente 21 29 50
No afectada clinicamente 11 5 16
Total 32 34 66

*Test exacto de Fisher p = 0,057
GP = Glandula Parétida.

Identificacion de bandas de distinto tamano molecular correspondientes a

NGAL, en el total de muestras de saliva parotidea de pacientes con PCRI.

Al realizar un analisis exploratorio de los datos en relaciéon a las bandas de
distinto tamafio molecular correspondientes a NGAL, observadas en condiciones
desnaturalizantes no reductoras, se pudo identificar un total de 7 bandas de los
siguientes tamafos moleculares: > 250, 55, 50, 47, 37, 30 y 25 kDa (Figura N° 6).
En tanto que, en condiciones desnaturalizantes/reductoras las bandas
identificadas fueron 5 y presentaban los siguientes tamafios moleculares: 75, 58,
55, 37 y 25 kDa (Figura N° 7).

Las mismas bandas se observaron al analizar por separado la saliva de
glandulas afectadas y no afectadas clinicamente por PCRI; con excepciéon de la
banda de 47 kDa, que se presentd sb6lo en saliva de glandulas afectadas
clinicamente. La gran mayoria de las bandas observadas se expresaron en ambas

condiciones clinicas.



21

Carril1  Camil2 Caril3 Camil4 Camil5 Carril§

r 17 ] e { 10 LK)
— A
250kDa F—

150kDa —

100kDa —>

75kDa ——p W

SK02 —> e

e

25kDa —-)‘

Figura N° 6: Western-blot de muestras representativas de saliva parotidea de distintos pacientes con PCRI,
analizadas en condiciones desnaturalizantes/no reductoras. Se indica, Carril 1: Estandar de tamafo
molecular. Carriles 2 - 6: las 7 bandas mas representativas de NGAL de distinto tamafio molecular observadas

en el conjunto de muestras de saliva analizadas (a - g): a) 37 kDa; b) 25 kDa; c) >250 kDa; d) 50 kDa; e) 55
kDa; f) 47 kDa y g) 30 kDa.
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Figura N° 7: Western-blot de muestras representativas de saliva parotidea de distintos pacientes con PCRI,
analizadas en condiciones desnaturalizantes/reductoras. Se indica: Carril 1: Estandar de tamafio molecular.
Carril 2: a) Proteina NGAL Recombinante. Carriles 3 y 4: las 5 bandas mas representativas de NGAL de

distinto tamafio molecular observadas en el conjunto de muestras de saliva analizadas (b - f): b) 37 kDa; c) 75
kDa; d) 58 kDa; e) 55 kDa y f) 25 kDa.
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Determinacion de la frecuencia de bandas de NGAL, presentes en el total de
las muestras de saliva provenientes de glandulas parétidas de pacientes con

PCRI, en condiciones desnaturalizantes/no reductoras.

En la Tabla N° 3, se observan los resultados obtenidos respecto a la
frecuencia en que se repiten las bandas de distinto tamafio molecular de NGAL en
diferentes muestras, observando en forma conjunta la saliva proveniente de
glandulas parétidas clinicamente afectadas (grupo experimental) y la de no
afectadas clinicamente (grupo control) en condiciones desnaturalizantes no
reductoras. Las bandas presentes con mayor frecuencia, en orden decreciente,
correspondieron a las de >250, 25 y 50 kDa. Las bandas que se observaron con
menor frecuencia, en orden ascendente, correspondieron a las de 47, 30, 55y 37
kDa.

Tabla N° 3. Frecuencia de bandas de NGAL en muestras de saliva parotidea de glandulas
afectadas y no afectadas clinicamente de pacientes con PCRI, en condiciones

desnaturalizantes/no reductoras.

>250 kDa 55 kDa 50 kDa 47 kDa 37 kDa 30 kDa 25 kDa

Banda
n % n % n % n % n % n % n %
Presente 56 84,8 9 13,61 33 50 3 4,5 19 288 7 106 1 34 515
Ausente 10 152 57 86,4 33 50 ; 63 955 47 712 59 894 32 485

n = Numero de bandas de NGAL en el total de muestras de saliva parotidea.

% = Porcentaje de bandas de NGAL respecto al total de muestras de saliva parotidea.
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Determinacion de la frecuencia de bandas de NGAL, presentes en el total de
las muestras de saliva provenientes de glandulas parétidas de pacientes con

PCRI, en condiciones desnaturalizantes/reductoras.

La Tabla N° 4 resume los resultados obtenidos respecto a la frecuencia en
que se repiten las bandas de distinto tamafio molecular de NGAL en diferentes
muestras, analizando en forma conjunta tanto la saliva proveniente de glandulas
parétidas clinicamente afectadas (grupo experimental) como la de no afectadas
clinicamente (grupo control) en condiciones desnaturalizantes/reductoras. Las
bandas presentes con mayor frecuencia, en orden decreciente, correspondieron a
las de 58, 25, 75 y 55 kDa. La banda que se observé con menor frecuencia,
corresponde a la de 37 kDa.

Tabla N° 4. Frecuencia de bandas de NGAL en muestras de saliva parotidea de
glandulas afectadas y no afectadas clinicamente de pacientes con PCRI en condiciones

desnaturalizantes/reductoras.

75 kDa 58 kDa 55 kDa 37 kDa 25 kDa
Banda
n % n % n % n % n %
Presente 44 66,7 56 84,8 43 652 10 15,2 46 69,7
Ausente 22 33,3 10 15,2 23 34,8 56 84,8 20 30,3

n = Numero de bandas de NGAL en el total de muestras de saliva parotidea.

% = Porcentaje de bandas de NGAL respecto al total de muestras de saliva parotidea.
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Determinacion de la frecuencia de bandas de NGAL, en muestras de saliva
parotidea segun compromiso clinico glandular en pacientes con PCRI, en

condiciones desnaturalizantes/no reductoras.

Para relacionar la frecuencia de cada una de las bandas correspondientes a
NGAL identificadas en saliva parotidea en condiciones desnaturalizantes no
reductoras con el compromiso clinico de la glandula parétida, se procedio a
comparar la frecuencia de bandas de NGAL en la saliva proveniente de glandulas
parétidas afectadas versus las identificadas en saliva parotidea de glandulas no
afectadas clinicamente por PCRI. En general se observé que todas las bandas se
presentaron con una frecuencia similar en ambas situaciones clinicas. (Tabla N°
5).

Tabla N° 5. Frecuencia de bandas de NGAL en muestras de saliva parotidea de pacientes con

PCRI, segin compromiso clinico de las glandulas parétidas, en condiciones desnaturalizantes/no

reductoras.
>250 kDa 55 kDa 50 kDa 47 kDa 37 kDa 30 kDa 25 kDa
Banda
Estado n % n % n % n % n % n % n %
Glandular
Afectada
43 86 8 16 25 50 3 6 17 34 6 12 29 58
(N = 50)
No afectada
13 81,3 1 6,3 8 50 0 0 2 12,5 1 6,3 | 5 31,3
(N =16)

*Test exacto de
0,456 0,300 0,613 0,428 0,087 0,455 0,057
Fisher p=

N = Numero total de muestras de saliva de las glandulas parétidas, segun compromiso clinico glandular.
n = Numero de bandas de NGAL, presentes en cada categoria clinica glandular.

% = Porcentaje de bandas de NGAL, respecto del total (N) de muestras de saliva.
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Determinacion de la frecuencia de bandas de NGAL, en muestras de saliva
parotidea segun compromiso clinico glandular en pacientes con PCRI, en
condiciones desnaturalizantes/reductoras.

Para relacionar la frecuencia de cada una de las bandas correspondientes a
NGAL identificadas en saliva parotidea en condiciones
desnaturalizantes/reductoras con el compromiso clinico de la glandula parétida, se
procedié a comparar la frecuencia de bandas de NGAL en la saliva proveniente de
glandulas parétidas afectadas versus las encontradas en saliva de glandulas
parétidas no afectadas clinicamente por PCRI. Se observé que las bandas de 75,
37 y 25 kDa se presentaron con mayor frecuencia en glandulas clinicamente
afectadas por la enfermedad. Las bandas de 55 y 58 kDa presentaron una

frecuencia similar en ambas situaciones clinicas (Tabla N° 6).

Tabla N° 6. Frecuencia de bandas de NGAL en muestras de saliva parotidea de pacientes
con PCRI, segun compromiso clinico de las glandulas parétidas, en condiciones

desnaturalizantes/reductoras.

75 kDa 58 kDa 55 kDa 37 kDa 25 kDa
Banda
Estado n % n % n % n % n %
Glandular
Afectada
37 74 45 90 32 64 10 20 40 80
(N = 50)
No afectada
7 43,8 11 68,8 11 68,8 0 0 6 37,5
(N =16)
*Test exacto de
0,029 0,054 0,488 0,049 0,002

Fisher p=

N = Numero total de muestras de saliva de las glandulas parétidas, segun compromiso clinico glandular.
n = Numero de bandas de NGAL, presentes en cada categoria clinica glandular.
% = Porcentaje de bandas de NGAL, respecto del total (N) de muestras de saliva.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, han permitido describir por
primera vez la presencia de NGAL en saliva parotidea de pacientes con PCRI,
sugiriendo su participacion en la etiopatogénesis de esta enfermedad.

La técnica de western-blot con anticuerpo anti-NGAL en condiciones no
reductoras, permitié reconocer las bandas de tamanos moleculares de >250, 50,
47 y 30 kDa (Tabla N° 3) que no se observaron al hacer el analisis en presencia
del agente reductor, lo que sugiere que corresponderian a complejos moleculares
de esta lipocalina. La banda de 50 kDa podria corresponder a una forma dimérica
de NGAL, en cambio, las otras bandas corresponderian a asociaciones
heterotipicas de NGAL con moléculas no identificadas en el presente estudio. Se
ha descrito la presencia de un complejo molecular de alrededor de 130 kDa,
correspondiente a la union de NGAL con MMP-9 “#%4%:42) sin embargo, en nuestro
estudio no encontramos complejos de estos tamafios moleculares. Como se
menciono6 anteriormente, en estudios previos, se describié la presencia de MMP-9
en saliva parotidea de pacientes con PCRI, de los tamafios moleculares: > 250,
250, 141, 100, 75, 60, 50, 47, 37, 29, 25 kDa . Es probable que algunas de las
formas truncadas de MMP-9 descritas en ese estudio, formen complejos de
tamarnos inferiores al descrito para MMP-9/NGAL. En condiciones no reductoras,
las bandas de 55 y 25 kDa se observaron en un 13,6% y un 51,5%, de las
muestras de saliva parotidea respectivamente (Tabla N° 3). Al analizar la saliva en
condiciones reductoras, estas formas de NGAL aumentaron su frecuencia a un
65,2% y un 69,7%, respectivamente (Tabla N° 4) lo que podria ser explicado por la
disociacién de los complejos moleculares que desaparecieron en presencia del
agente reductor.

Al hacer el andlisis en condiciones reductoras se observaron las bandas de
75, 58, 55, 37 y 25 kDa (Tabla N° 4). La banda de 25 kDa corresponderia a la
forma monomérica de NGAL, que nosotros esperabamos encontrar en estas
condiciones de analisis. Sin embargo, también fue posible encontrar bandas de

mayor tamafio molecular a la forma monomérica de NGAL, que podrian
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corresponder a asociaciones de NGAL con otras moléculas, glicosilaciones u otras
modificaciones postraduccionales de la proteina. Las bandas de 75 y 55 kDa
podrian representar formas triméricas y diméricas de NGAL respectivamente. Las
bandas de 58 y 37 kDa, podrian corresponder a asociaciones de NGAL con otras
moléculas salivales. Estas formas moleculares podrian no ser susceptibles a la
disociacién por medio de las condiciones de reducciéon con B-mercaptoetanol,
realizadas en este estudio. Analisis adicionales en condiciones distintas de
disociacion, serian necesarios para determinar si es posible disociar estos
complejos de NGAL.

En este ensayo analizamos la presencia de NGAL en saliva parotidea
derecha e izquierda de pacientes con PCRI unilateral o bilateral. Las glandulas
que nunca habian presentado aumento de volumen clinico, fueron consideradas
como glandulas sanas, para los fines de este estudio. Las distintas formas
moleculares de NGAL no se observaron en todas las glandulas enfermas y
ademas, fue posible observarlas en algunas glandulas sanas.

Las bandas de: >250, 55, 50, 47, 37, 30 y 25 kDa observadas en
condiciones no reductoras (Tabla N° 5), y las bandas de: 55 y 58 kDa encontradas
en condiciones reductoras (Tabla N° 6), se presentaron indistintamente en la saliva
de glandulas sanas o enfermas de pacientes con PCRI. Sin embargo, las bandas
de 75, 37 y 25 kDa observadas en condiciones reductoras, se presentaron con
significativa mayor frecuencia en glandulas clinicamente afectadas por PCRI
(Tabla N° 6); resultado que sugiere la participacion de estas moléculas en el
proceso de aumento de volumen clinico de la glandula parétida en esta patologia.
La presencia de NGAL en la saliva parotidea de glandulas sin compromiso clinico
de aumento de volumen, sugiere un cuadro glandular subclinico. Esta situacion ha
sido sugerida por otros autores, al describir el compromiso del parénquima
glandular en analisis imagenologicos, como sialografia o ultrasonografia, en
glandulas parotidas de pacientes con PCRI que nunca han presentado cuadros de
aumento de volumen parotideo (3 17:37),

Los escasos estudios histopatoldgicos del tejido glandular en cuadros de
PCRI, indican que el proceso inflamatorio de la glandula parétida en esta entidad

patologica, se caracteriza por un infiltrado linfocitario alrededor de ductos
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glandulares dilatados '* 9. Debido a la dificultad de biopsiar el tejido parotideo,
no ha sido posible obtener mayor informacién sobre las caracteristicas de este
fendbmeno. Sin embargo, la presencia de NGAL en la saliva proveniente de
glandulas de pacientes con PCRI, sugiere la participacidon de neutrofilos en el

proceso inflamatorio %

. El origen de multiples formas moleculares de NGAL
urinaria ha sido estudiado y se ha determinado que la forma monomérica de
NGAL, que es utilizada para el diagnéstico de patologia renal y cardiaca, es
sintetizada y secretada por la célula tubular renal. En cambio, la forma dimérica
seria secretada por neutrdfilos activados en presencia de bacterias ©V.
Recientemente se ha descrito que el origen de ambas formas de NGAL puede ser

%2 de tal manera, mediante esta técnica

identificado mediante inmuno ensayo
seria posible dilucidar la probable participacién de neutréfilos en PCRI, aporte que
se pretendi6 realizar mediante el presente trabajo.

El conjunto de los resultados del presente estudio, sugieren que NGAL se
encuentra involucrado en la etiopatogénesis de PCRI y pueden contribuir al
esclarecimiento de este proceso patologico. Adicionalmente, esta molécula
pudiese ser utilizada como un biomarcador de recurrencia glandular en la

progresion de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

La saliva parotidea de pacientes con PCRI, analizada en condiciones no
reductoras presenta 7 bandas correspondientes a NGAL de los tamafios
moleculares: >250, 55, 50, 47, 37, 30 y 25 kDa.

La saliva parotidea de pacientes con PCRI, analizada en condiciones
reductoras presenta 5 bandas correspondientes a NGAL de los tamafos
moleculares: 75, 58, 55, 37 y 25 kDa.

La saliva parotidea proveniente de glandulas clinicamente comprometidas y
de glandulas sin compromiso clinico de pacientes con PCRI, analizada en
condiciones desnaturalizantes/no reductoras, presenta igual frecuencia de las
bandas correspondientes a NGAL de los tamafios moleculares: >250, 55, 50, 47,
37,30y 25 kDa.

La saliva parotidea proveniente de glandulas clinicamente comprometidas
de pacientes con PCRI, analizada en condiciones desnaturalizantes/reductoras,
presenta con mayor frecuencia las bandas correspondientes a NGAL de los
tamafos moleculares: 75, 37 y 25 kDa, al compararla con la saliva parotidea
proveniente de glandulas no comprometidas clinicamente de los mismos

pacientes.
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