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RESUMEN

El sindrome de Sjogren, es una enfermedad de etiologia desconocida,
caracterizada clinicamente por xerostomia y queratoconjuntivitis seca. El
proposito del presente trabajo fue reportar los hallazgos encontrados en el
raton hipotimico alopésico CD1 et/et, como un modelo de fa enfermedad
autoinmune del sindrome de Sjégren primario. El ratén CD1 et/et, mutante de
la cepa CD1, desarrolla espontaneamente lesiones macroscopicas de ojo que
van desde ojo sano hasta la perdida total del mismo. Se encontrdé mediante
ELISA, anticuerpos antifosfolipidos de los isotipos IgA, IgG e IgM; y mediante
Electroforesis se mostré aumentada la alfaglobulina en el ratén CD1 et/et,
comparados con los ratones CD1 y CD1 et/+. El Factor Reunatoide por
aglutinacién pasiva usando 1gG heterologa, no mostré diferencia dentro de los
grupo. En el estudio histopatolégico se encontraron cambios en 1as glandulas
salivales y lagrimales de los ratones et/et, revelando que éstas muestran
cambios en areas periductales y perivasculares, que van desde la clase | a la
IV, llegando hasta la destruccion general de la glandula, las células
involucradas fueron: mononucleares, plasmaticas y linfocitos. Ademas, se
observaron cambios degenerativos en las células secretorias. Estos
hallazgos proveen la evidencia de que el raton CD1 et/et es un modelo del

sindrome de Sjdgren primario.

Pagina 1 de 78




INTRODUCION

El sindrome de Sjbégren es una inflamacién crénica autoinmune en la cual las
glandulas salivales y lagrimales sufren una destruccién progresiva por
infiltracién de linfocitos y células plasmaticas y en consecuencia una
disminucion de la produccién de saliva y lagrimas; en forma primaria, se le
llama a menudo sindrome seco, implicando tanto a la xerostomia como a la
queratoconjuntivitis seca, mientras que la forma secundaria incluye, la
presencia de enfermedad conectiva tisular, usualmente artritis reumatoide o
bien sindrome de Sjdogren secundario (SS) a Artritis Reumatoide (AR) o
sindromes relacionado entre el sindrome de Sjégren (SS) y otras
enfermedades autoinmunes. Este trastorno es caracterizado por aumento en
la actividad de la inmunidad celular y humoral dada su predileccién por el sexo
femenino con una incidencia en el 90% con una edad comprometida de entre
35 y 60 afos. Las principales alteraciones que se presentan en modelos de
animales, que se asocian al sindrome de Sjdgren a nivel inmunohistoquimico,
sOlo se han descrito en casos aislados. El propésito del presente trabajo es
mostrar la serie de anormalidades ocurridas espontaneamente en el ratén CD1
et/et (cepa mutante de la CD1 que se produce en el bioterio de la FES
Zaragoza). Se estudiaron tres grupos de animales que incluyen a la cepa CD1
(eutimica), CD1 et/+ (portadora del gen de hipotimia) y CD1 etet (ratén
hipotimico), los ratones a estudiar son de ambos sexos, con una edad gue va
de las 15 a 68 semanas de nacidos, realizandole los siguientes ensayos: Factor
Reumatoide por aglutinacion pasiva usando 1gG heterologa; Electroforesis en
acetato de celulosa; presencia de anticuerpos antifosfolipido por ELISA a los
isotipos 1gA, 1gM e 1gG, hallazgos histopatolégicos de la glandula lagrimal y
salival de acuerdo a los criterios de Fox R.1. 2 Con los resultados del presente
trabajo se pretende utilizar el modelo animal para posteriores trabajos con el fin
de conocer la etiopatogenia de la enfermedad y asi poder probar farmacos e

inmuncestimulantes.
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MARCO TEORICO

3.1 Historia

Los antecedentes del sindrome de Sjégren (SS) se remontan hasta 1892
cuando Johann von Mikulicz Radecki describié a un paciente con crecimiento
bilateral de las glandulas salivales y lagrimales.! El examen con microscopia
demostré la existencia de atrofia del parenquima acinar e infiltrado difuso por
linfocitos; con el tiempo fueron identificados nuevos casos con crecimiento de
las glandulas salivales debido a infiltrado por células linfoides, que se
denominaron como "Enfermedad de Mikulicz", la mayoria de estos casos se
asociaron a patologfas que en la actualidad se identifican como tuberculosis,
sarcoidosis, linfoma e infecciones por pidgenos que pueden afectar los
conductos salivales; otros se vincularon con alteraciones autoinmunes como la
existencia de hiperglobulinemia o de autoanticuerpos; con el transcurso del
tiempo el término "Enfermedad de Mikulicz" resulté ser difuso, carente de
significado diagnostico y terapéutico.?*

Es hasta el afio de 1933 cuando Herick Sjogren describié la asociacion de
queratoconjuntivitis sicca, sequedad de boca (xerostomia) y Artritis Reumatoide
(AR); considerando esta asociacion de sintomas (sintomas sicca) como SS,2
Morgan y Castleman en 1953 demostraron que el tipo de infiltrado encontrado
en el SS y el descrito en la "Enfermedad de Mickulicz" eran similares.®

Bloch y colaboradores propusieron subdividir al SS en primario y secundario;*
el 8S secundario incluye a los pacientes con sintomas sicca asociados con
una enfermedad en particular (AR, Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Esclerodermia o Dematomiositis), mientras que el SS primario (SSp) no
muestra asociacién con ninguna otra enfermedad, su sustrato fisiopatolégico
implica la infiltracion linfocitaria crénica de las glandulas salivales y lagrimales
mediada por mecanismos relacionados con la autoinmunidad.; con frecuencia
el SSP puede tener manifestaciones extraglandulares no especificas como

neumonitis, nefritis intersticial y tiroiditis.®
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3.2 Generalidades

El sindrome de Sjogren primario (SSP) es una enfermedad autoinmune con
sustrato inmunopatolégico caracterizado por aumento en la actividad de la
inmunidad celular y humoral, que determina el depdésito de complejos inmunes
a nivel multisistémico:® es una enfermedad inflamatoria crénica de patogenia
inmunolégica, cuya caracteristica clinica fundamental es la sequedad ocular y
orofaringea (sindrome seco); esta se produce por la destruccion progresiva de
fas glandulas salivales y lagrimales por un infiltrado linfoplasmocitario. La
enfermedad, como proceso sistémico, puede afectar también al resto del
sistema exocrino y a diversos érganos extraglandulares, lo que ha llevado a
algunos autores a distinguir una forma glandular y otra extraglandular;
clinicamente, el SS se clasifica en primario cuando se presenta de forma
aislada y secundario cuando se asocia a ofras enfermedades autoinmunes
como la AR, LES, la Polimiositis y la Esclerodermia.

En el caso de la AR, el diagnostico de esta entidad habitualmente precede en
varios afios al diagnéstico de SS y la manifestacion principal de esta ultima
suele ser queratoconjuntivitis seca, siendo muy infrecuente la afectacién de
ofros érganos glandulares y extraglandulares; por el contrario, en el caso de
asociacion a ofras enfermedades sistémicas, el SS tiene un comportamiento
similar al SS primario, por lo que recientemente se ha propuesto otra
clasificacién: a) SS primario, b) sindromes de solapamiento entre SS y otras
enfermedades autoinmunes, y ¢) SS secundario a AR’

3.3 Epidemiologia

El SS afecta fundamentalmente a mujeres (relacion 9/1) en edad media de la
vida (35-60 afios);® la frecuencia de la enfermedad en la poblacién general no
se conoce con exactitud; la diferencia de criterios diagnésticos modifican los
resultados de las investigaciones epidemioldgicas y muchos pacientes con
procesos leves no se diagnostican; los familiares de estos pacientes tienen
mayor predisposicién a padecer de enfermedades autoinmunes como el propio
SSoel LES. El SS afecta a todas las razas y su distribucidn geografica es
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universal, existe acuerdo general en que el SS secundario aparece en el 30% o
mas de los pacientes con AR, en el 10% de los pacientes con LES y en el 1%
de los pacientes con esclerodermia.

3.4 Etiopatogenia

La etiologia del SS es desconocida, pero en los ultimos afos la informacion de
que se dispone ha aumentado de forma notable y permite aventurar algunas
hipbtesis; actualmente se piensa que el SS es consecuencia de. a) la
interaccion de algun factor ambiental con factores constitucionales,
determinados genéticamente, b) esto provoca una respuesta inmune alterada
que se perpetia por diversos mecanismos, y que produce los fenémenos
autoinmunes del SS, ¢) con la consiguiente destruccion del tejido afectado.

3.4.1 Factores externos

Se considera que el factor ambiental etiolégico mas importante son los virus;
en algunos casos, la enfermedad comienza coincidiendo con una infeccién
virica aguda y en otros con la reactivacion de un proceso virico latente; se han
implicado al virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, herpes virus humano tipo 6,
virus C de la hepatitis y a los retrovirus en |la patogenia del SS, pero los datos
de que se dispone no son concluyentes.”'® En varios pacientes con SS se han
detectado particulas retroviricas de tipo A ( que tienen importante parecido con
las particulas del virus de la inmunodeficiencia humana)'® y, en algunos
estudios, aproximadamente el 30% de estos enfermos tienen anticuerpos
contra la glucoproteina p24 de la capside virica del HIV, mientras que en la
poblacién general esto ocurre sélo en el 1-4%; se ha observado también la
presencia del gen tax del HTLV1 en glandulas salivales menores de pacientes
con S8, en ratones transgénicos portadores de este gen presentan una
exocrinopatia autoinmune que semeja al SS;'® ademas, se ha descrito un
proceso similar al SS en la infeccién por HTLV-1 y en la del VIH; dltimamente
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se esta llamando la alteracién sobre la aparicion de sindrome seco en
pacientes con virus C de la hepatitis y en diversos trabajos se ha puesto de
manifiesto que la infeccién cronica por este agente puede dar lugar a
alteraciones en la gammagrafia salival y en la biopsia de glandula salival
menor indistinguibles de las que se producen en el $S."°

3.4.2 Factores internos

Los factores constitucionales mas relevantes son las hormonas y el complejo
mayor de histocompatibilidad; ta mayor prevalencia del SS en mujeres sugiere
que algin factor hormonal desempefa un papel patogénico; las hormonas
sexuales son capaces de regular diversas funciones inmunes, de forma general
se puede sugerir que los andrégenos son inmunosupresores naturales mientras
que los estrégenos son inmunoestimulantes; a pesar de eilo, el SS no parece
mejorar en la menopausia, y la terapia hormonal sustitutiva no produce
exacerbaciones de l1a enfermedad.” Todo ello sugiere que el predominic en la
muijer no se explica unicamente por los niveles de estrégenos; se ha descrito la
asociacion del SS primario con los antigenos B8,DR2, DR3, DR5, DQ1, DQ2 y
DRw53 del sisterna HLA, mientras que el SS secundario se ha asociado al DR4
{(en el contexto de AR); en diversos estudios se ha comprobado la expresion de
antigenos del grupo HLA-DR, tanto en el acino como en el epitelio de las
glandulas salivales.

3.4.3 Respuesta inmune alterada y perpetuada

Entre los mecanismos implicados en la respuesta inmune alterada de estos
pacientes se ha propuesto tres lineas principales: anomalias en la regulacién
linfocitaria periférica y en la seleccion del repertoric de células T, alteraciones

en la proliferacién de células B y, finalmente, la expresion de autoantigenos.”
18,18
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Para algunos autores, en la patogénesis del SS parece ser relevante la
existencia de errores en la seleccién timica de clones de células T
potencialmente autorreactivas; ofro aspecto potencialmente implicado en la
patogenia del SS es el relacionado con el control periférico de los linfocitos T
autorreactivos; existe evidencia de que células T autorreactivas pueden
progresar hacia la anergia o apoptosis al reconocer en ciertas circunstancias a
los antigenos propios en la superficie celular.

En los lugares de infiltracion glandular y tisular en general se produce
acumulacién de linfocitos, la mayoria son linfocitos T CD4+ entre 45-50% y en
menor cantidad linfocitos T CD8+ en un 10-20%. Los linfocitos T secretan
diversas citosinas que regulan y mantienen la respuesta inmune, estas
moléculas modulan la activacién y proliferacion de otras poblaciones
linfocitarias, asi como la expresion de antigenos de clase |l del sistema HLA en
las células parenquimatosas del érgano afectado. Algunos trabajos sugieren
que el interferén-y (IFN-y) es una citosina relevante en la patogénesis del SS.
Se ha encontrado tanto en los conductos excretores, como en el infiltrado
linfocitario y en los vasos sanguineos de biopsias de glandula salival de
pacientes con SS, existiendo una fuerte correlacién con la expresion de DR y la
distribucion del infiltrado linfocitario; todos estos datos apoyan la hipdtesis de
que el IFN-y, segregado por los linfocitos que infiltran el tejido glandular, se une
a receptores de las células epiteliales y de esto resulta un aumento de la
expresion de antigenos de clase Il del sistema HLA con la consiguiente
facilitacién de la interaccion con linfocitos T CD4+. También se encuentra
elevada la produccion de interleucina-2 (IL-2) en las muestras de secrecion
salival, mientras que en la sangre periférica esta disminuida. El factor
transformador de crecimiento-p (TGF-), segun estudios recientes, puede tener
cierto efecto protector contra la aparicién del SS en animales sanos; en seres
humanos se ha observado una correlacion inversa entre la presencia del TGF-B
y del grado de afectaciéon de las glandulas salivares. En general, el estudio de
las interleucinas en los pacientes con SS pone de manifiesto el aumento de la
produccién de IFN-y, e IL-2 y disminucién de TGF-B, interleucina-3, interleucina-
4 e interleucina-5; este perfil es caracteristico de las denominadas respuestas
"Th1" lo que apoya la hipdtesis de que en el tejido inflamado se esta
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produciendo presentacion de antigenos y como consecuencia de ello se
provoca una respuesta especifica de células T.

La hiperactividad inmunitaria en los tejidos lesionados suele acompanarse, sin
embargo, de linfopenia en el 50% de los casos con una marcada reduccién de
células T CD8+ y un aumento relativo de células B; aproximadamente el 10-
20% del infiltrado glandular son linfocitos B, fundamentalmente en forma de
células plasmaticas que producen IgA e IgG. Esto parece ser consecuencia de
que las células B maduran rapidamente hacia plasmaticas, probablemente por
la interaccion con linfocitos T en las areas de inflamacién; la activacion de los
linfocitos B es una caracteristica tipica del SS, recientemente se ha
considerado que esta activacion policlonal de los linfocitos B es una
consecuencia inespecifica de la alteracion en la regulacién del funcionamiento
linfocitario, pero actualmente esta idea esta siendo sustituida por 1a hipétesis de
que dicha activacién esta dirigida por determinados antigenos. Se ha
postulado que la activacion de linfocitos B empieza siendo policlonal y
localizada en los tejidos glandulares, posteriormente pasa a ser oligoclonal-
monoclonal apareciendo enfermedad sistémica, y finalmente es
preferentemente monocional, apareciendo transformacién maligna.

Los autoanticuerpos caracteristicos del SS son los denominados anti-Ro y anti-
La (también referidos como anti-SSA y anti-SSB respectivamente); diversos
hechos apoyan el posible papel patogénico de anti-Ro y anti-La, estos
autoanticuerpos estan fuertemente asociados a las formas severas de SS y con
manifestaciones clinicas mas precoces. Asimismo, los pacientes con SS
desarrollan con cierta frecuencia enfermedad por inmunocomplejos (vasculitis,
glomerulonefritis) o crioglobulinemia. Ademas, estas particulas proteicas
(proteinas Ro y La) tienen importantes analogias en la secuencia de
aminoacidos con diversas proteinas viricas, fundamentalmente de retrovirus,
también implicadas en el procesamiento del ARN virico, esto ha dado lugar a
varias hipétesis patogenicas; una posibilidad es la existencia de mimetismo
molecular que induzca una reactividad cruzada antigénica, otra es que algunas
ribonucleoproteinas, al unirse al ARN virico, se comporten como
autoantigenos,; recientemente se ha demostrado que, en el SS, se produce
translocacion de antigenos nucleares a la superficie celular, entre los que
incluyen Ro y La. Esto podria proporcionar un mecanismo para la expresion
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de autoantigenos y contribuir a la patogénesis de la respuesta inmune que
destruiria las glandulas exocrinas. En el esquema 1 se representa
esquematicamente la sucesién hipotética de hechos implicados en la patogenia
del S8.%°

Factor ambiental
¢ virus sialotropo?

Hormonas HLA

CD4/CD8 ;Clones

autorreactivos? Infeccion de epitelios
¢Alteraciones de fa glandulares ¢ expresién
apoptosis? de autoantigenos?

Interleucinas

¢

Y
Activacion de células B

\ 4
Proliferacion oligoclonal Autoanticuerpos Anti-
Ro, La, otros

Y A 4
Proliferacion Enfermedad Afectacién glandular

monoclonal Linfoma extraglandular queraconjuntivitis
seca

Esquema. 1 Patogenia del sindrome de Sjégren
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3.5 Clinica

El SS suele ser un proceso de espectro clinico amplio, desde cuadros
asintomaticos no diagnosticados durante afios, hasta situaciones graves con
afectacion sistémica que pueden acabar con la vida del paciente; en la
mayoria de los pacientes, el SS se desarrolla lentamente, de tal forma que el
diagnéstico no suele establecerse hasta después de ocho a diez afnos desde
que se iniciaron los sintomas; el SS primario se acompafia con mas frecuencia
de afectacion extraglandular, mientras que el secundario suele limitarse a las
mucosas, siendo mas prominentes los sintomas de la enfermedad asociada.
No existe relacion entre la gravedad de la afectacién glandular y la

extraglandular.

3.6 Afectacion glandular

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la sequedad ocular
(xeroftalmia) y orofaringea (xerostomia) que suelen manifestarse de manera
insidiosa.

La pelicula lagrimal esta compuesta por tres capas: una externa constituida
por fosfolipidos secretados por las glandulas de Meibomio, una media que
supone el 90% del grosor total que contiene fundamentalmente agua, ademas
de moléculas con actividad antimicrobiana como lisocima, lactoferrina e
inmunoglobulinas y, por ultimo, la capa mas interna, que es mucoide, secretada
por las células de Goblet de la conjuntiva; el componente principal de la saliva
es también el agua, en la que se encuentran disueltas enzimas y electrolitos,
todo ello secretado por el componente epitelial y una pequefia proporcion de
moco producido por el acino glandular, en ambos casos es el componente
acuoso el que primero se altera en el SS, dando lugar a una sensacion
subjetiva de sequedad ocular y orofaringea; esto probablemente refleja que el
epitelio ductal es el que mas precozmente se afecta por el infiltrado
inflamatorio. El mecanismo por el que se reduce la secrecion lagrimal y salival
es objeto de cierto debate; la creencia previa de que el fallo glandular era
debido simplemente a ia infiltracion inflamatoria parece ser incorrecta, al menos
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en parte; de hecho, la atrofia acinar, la hiperplasia ductal y la dilatacion de las
glandulas salivales, son consideradas actualmente como alteraciones poco
especificas y probablemente mas en relacion con la edad.”  El grado de dafio
epitelial no siempre corresponde con la alteracion del flujo salival y la
estimulacion con farmacos, como la policarpina, a menudo restaura el flujo
salivar normal en pacientes que presentaban importante sequedad oral; estas
observaciones han hecho sugerir a algunos autores que el infiltrado
mononuclear puede inhibir la funcidon exocrina mediante la liberacion de
sustancias con efectos antisecretores o por otras interacciones con la célula
epitelial que no supongan la destruccién de la misma. La influencia del
sistema nervioso puede ser otro mecanismo importante; la glandula salival esta
ricamente inervada, el sistema parasimpatico parece fundamentalmente
implicado en la secrecién acuosa y el simpatico en la mucinosa; en biopsias de
la glandula salival menor de pacientes con SS se ha observado una importante
destruccién de fibras nerviosas productoras de polipéptidos intestinal
vasoactivo, lo que sugiere que un descenso del estimulo neurogénico puede
contribuir a la disfuncién glandular.

La sequedad ocular suele ser descrita como "sensacién de arenilla intraocular",
"ardor ocular" o “fatiga visual", pudiendo acompafiarse de otras
manifestaciones, como disminucién de agudeza visual y dolor ocular; la
exploracién puede revelar, dependiendo de la severidad, una conjuntiva
deslustrada e hiperémica con filamentos mucosos, perdida del contenido
ligudo en el saco conjuntival inferior y ulceraciones cornéales
(queratoconjuntivitis seca). La sequedad ocular puede objetivarse mediante la
prueba de Schimer (positiva cuando a humidificacion es menor o igual a 8 mm
después de 5 min); en la tincién con fluoresceina pone de manifiesto las zonas
dafadas del epitelio corneal y en la tinciéon con Rosa de Bengala es,
probablemente, mas sensible, dado que tifie también las zonas de epitelio
desvitalizado aun sin erosionar; la conjuntivitis infecciosa, fundamentalmente
por Staphylococcus aureus, y la blefaritis pueden complicar el cuadro.

La sequedad oral provoca la ingestion frecuente de liquidos para mejorar la
deglucién de los alimentos y puede acompafarse de otros sintomas, como
disfagia o alteraciones en el sentido del gusto, a la exploracién suele

observarse ausencia de liquido en el receso sublingual y atrofia de las papilas
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de la lengua; un tercio de los pacientes, fundamentalmente en el SS primario,
desarrolla tumefaccién parotidea, por lo general bilateral, no dolorosa, y de
consistencia firme, pueden presentarse episodios agudos, similares a una
parotiditis aguda que aveces se debe a la obstruccion de los conductos
excretores; la queilitis angular, candidiasis crénica eritematosa de la lengua y
la caries dental son complicaciones relativamente frecuentes. La deficiencia
funciona!l salivar puede cuantificarse mediante técnicas normalizadas de
sialometria {menos de 5 mL por glandula a los 10 min) 6 por gammagrafia
isoténica; la biopsia de glandula salival menor suele mostrar un infiltrado
linfocitario, destruccién del epitelio glandular y grados variables de fibrosis, en
algunos pacientes es posible observar parte de la glandula bien conservada,
por lo que, en estos casos, 1a insuficiencia salival se atribuye a la destruccion
del estimulo neurégeno necesario para su funcionamiento. La sequedad de
mucosas puede extenderse a ofras localizaciones, dando lugar a epistaxis,
ofitis o dispareunia; la afectacion pancreatica puede causar hiposecrecion
pancreatica e hipoclorhidria, la sequedad cutdnea también es frecuente.

3.7 Afectacion extraglandular

La enfermedad sistémica en el SS puede cursar con sintomas generales como
hipoastenia, hipoadinamia o febricula-fiebre persistente, o con las
manifestaciones especificas producidas por el compromiso de diferentes
6rganos, existe afectaciéon articular en aproximadamente el 50% de los
pacientes, artralgias y mas infrecuente como poliartritis no erosiva, de curso
cronico o recidivante, afectando grandes y pequefias articulaciones, de forma
bilateral, en ocasiones se produce artropatia de Jaccoud, en algunos pacientes
puede ser dificil hacer la distincion con el inicio de una AR acompaiada de SS
secundario.

Se observa afectacién renal en el 30-40% de los casos, o habitual es que se
produzca nefropatia intersticial moderada, que se expresa por alteraciones
tubulares (acidosis tubulorrenal, diabetes insipida, sindrome de Fanconi) y que
rara vez evoluciona a insuficiencia renal terminal, la glomerulonefritis es
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infrecuente, se asocia a crioglobulinemia y obliga a plantear la posibilidad de
LES.

La afeccion del aparato respiratorio es frecuente, pero en pocas ocasiones es
clinicamente relevante; la desecacion del arbol traqueobronquial da lugar a una
tos persistente, se ha descritc obstrucciébn de la via aérea pequenia,
acompariada de inflamacién linfocitaria peribronquial; el lavado
bronqueoalveolar ha mostrado una alta frecuencia de alveolitis linfocitaria, que
suele ser asintomatica y sin traduccién radiologica, aunque algunos de estos
casos desarrollan posteriormente neuritis intersticial que puede progresar a
fibrosis pulmonar. La infiltraciéon linfomatosa del parénquima pulmonar puede
ser dificil de distinguir de la neuritis intersticial, aunque su patrén radiolégico
suele ser diferente (nédulos) y se acompafa de adenopatias mediastinicas. El
derrame pleural es casi exclusivo del SS secundario a AR; la elevada
incidencia de infecciones respiratorias descritas previamente parece haber
disminuido en la actualidad, debido a la menor utilizacién de tratamientos
inMuNEsupes.

La disfagia es el sintoma gastrointestinal mas frecuente, probablemente debida
a xerostomia, aunque se ha descrito también alteraciones de la motilidad
esofaringea; pueden producirse otras alteraciones, como aclorhidria, gastritis
atréfica, hiposecrecion pancreatica o trastornos de absorcidn, pero suelen ser
sintomaticas y s6lo evidenciables mediante pruebas diagndsticas; Ia
pancreatitis aguda o crénica es rara, pero la hiperamilasemia asintomatica
puede presentarse hasta en un 25%, existe una clara asociacion del SS con la
cirrosis biliar primaria y con la hepatitis crénica activa (25-33%), el 50% de los
pacientes con cirrosis biliar primaria presentan sequedad ocular y faringea. La
mayoria de los casos en los que coexisten estas enfermedades siguen un
curso clinico y presentan una asociacion con antigenos HLA similares al SS
secundario a AR.

La afectacién del sistema nervioso central (SNC) es motivo de controversia, si
bien en algunos trabajos parece mas frecuente de lo que se ha considerado
hasta ahora, llegando a diagnosticarse en el 20% de los casos, otros estudios
no han confirmado este hecho; la resonancia magnética es la técnica mas
sensible para detectar estas alteraciones. La expresion clinica es muy variada

e incluye deficiencias focales, convulsiones, movimientos anormales,
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enfermedad de Parkinson, meningitis aséptica, en ocasiones recurrentes,
alteraciones cognitivas, alteraciones psiquiatricas, demencia, mielitis
transversa, mielitis crénica progresiva, enfermedad de motoneurona, algunos
pacientes presentan un cuadro similar a la esclerosis multiple, aunque no del
todo conocido, el mecanismo patogénico parece ser una vasculitis que afecta
predominantemente a los vasos de pequefio calibre del lecho vascular cerebral;
la afectacién del SNC se asocia a anticuerpos anti-Ro y a una vasculitis de
ofros drganos; la polineuropatia periférica sensitiva o sensitivomotora
probablemente es mas frecuente que la afectacion del SNC; la mononeuritis y
la neuropatia craneal (como la afectacion del nervio trigémino o del 6ptico),
unicas o multiples, no son infrecuentes y tienen el mismo mecanismo
patogénico. Ocasionalmente el SS puede comenzar con mialgias y debilidad
muscular proximal similar a una polimiositis, pero las enzimas musculares
suelen estar en el rango sérico normal o ligeramente elevado.

El 5-10% de los pacientes desarrolla vasculitis por o general en forma de
lesiones cutaneas purpuricas o urticariales en las extremidades inferiores, pero
también pueden producirse formas sistémicas graves, se han identificado dos
tipos de vasculitis en el SS, segun el tipo de infilirado linfocitario: la de tipo
mononuclear, que suele cursar como una vasculitis por hipersensibilidad, y la
de tipo neutrofilico que suele acompararse de hipergammaglobulinemia, titulos
altos del factor reumatoide, crioglobulinemia, anticuerpos anti-Ro e
hipocomplementenia; algunos autores incluyen un tercer tipo que
corresponderia a casos de endarteritis obliterante en pacientes con SS y una
larga historia de vasculitis.

Cerca del 30% de los pacientes presenta fenémeno de Raynaud;
habitualmente precede a las manifestaciones oculofaringeas durante afios y se
asocia a mayor frecuencia de poliartritis. Aungque hasta el 50% de los casos
presentan anticuerpos antitiroideos, sélo el 5% presenta enfermedad
autoinmune de esta glandula similar a la tiroiditis de Hashimoto, y Ia
hipofuncién tiroidea es rara.

En el 5-10% de los casos se desarrolla un sindrome linfoproliferativo peculiar,
que suele manifestarse por linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia,
tumefaccion parotidea o infiltracién de otros érganos, como pulmén, piel tracto

gastrointestinal o0 médula ésea; estos casos suelen seguir un curso prolongado
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e indolente y no tienen criterios histolégicos de malignidad por lo que se les ha
denominado pseudolinfomas, no obstante, el 10% de estos enfermos
desarrollan linfoma maligno. La disminucion o desaparicién de los
autoanticuerpos, de los valores séricos de IgM o de otras inmunoglobulinas, la
hipocomplementemia persistente y el aumento de beta2 microglobulinemia,
suele sugerir transformacién maligna.

Se observa un aumento de incidencia de linfomas en los pacientes con SS,
aungue la magnitud real de este problema es objeto de debate, la mayoria son
de estirpe B, manteniendo la capacidad de sintesis de inmunoglobulinas,
aunque la apariencia morfolégica es variable, desde casos altamente
indiferenciados a otros bien diferenciados; algunos se acompafian de
gammapatia monoclonal IgM, 1gG, IgA o de cadenas ligeras; en Occidente, el
tipo IgM-k es el mas frecuente.

3.8 Exploraciones complementarias

La alteracién de laboratorio mas caracteristica es la aparicion de diversos
Autoanticuerpos,®® el Dr. Joseph J. Bunim es uno de los primeros en
reconocer el amplio espectro de autocanticuerpos presentes en los pacientes
con sindrome de Sjégren; estos fallos son confirmados por Bloch y
colaboradores en 1965 y Whaley y colaboradores en 1973.2 Los més
frecuentes son:

La mayoria de los autoanticuerpos mas comunes encontrados en el sindrome
de Sjogren es el factor reumatoide,?’ son inmunoglobulinas con especificidad
para el fragmento Fc de la 1gG®® esta presente en niveles altos (60-70%)%° con
0 sin artritis reumatoide y este es reactivo contra ambos tipos de
inmunogiobulinas ya sea de humanos o 1gG de conejo.

Las tres principales clases de inmunoglobulinas pueden ser elevadas en el
sindrome de Sjogren; siendo la fraccion 1gG es la mas elevada, IgA e IgM
aparecen solo poco elevados. Debido a que en el sindrome de Sjégren ante
todo se implica a la superficie mucosa, este es tal vez sorprendente que los
niveles de IgA son los menos afectados, la |gA secretoria puede ser elevada en
el suero, pero la IgA secretoria es solo una pequefa parte de la IgA total en
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suero y ademas han mostrado ser elevados en muchas ofras enfermedades
cronicas. Los niveles de IgM e IgG salivales son elevados en los pacientes con
sindrome de Sjégren y son relacionadas con el grado de compromiso de la
glandula salival.

En la separacion de proteinas en un campo eléctrico, los niveles de
gammaglobulina son aitos;, la crioglobulinemia es la complicaciéon del
sindrome de Sjogren, estas también estan presentes en vasos de linfomas y
mielomas multiple; las crioglobulinas son inmunoglobulinas compuestas de
aminoacidos y carbohidratos; los niveles de B2 -microglobulinas son elevadas
en la orina, suero, y saliva de pacientes con sindrome de Sjégren, la elevacién
de las B2 -microglobulinas en suero puede ser muy Util para pronosticar una
recaida de la caracteristica clinica del sindrome de Sjogren, mientras que
cuando bajan las % -microglobulinas indica un mejoramiento clinico, los niveles
de B® -microglobulinas salivales pueden ser usados para predecir el
compromiso de la glandula salival con altos niveles refleja la extensa infiltracion
de células mononucleares.?

Los anticuerpos antifosfolipidos (AFL), incluyen varios tipos como los que se
descubrieron iniciaimente en las enfermedades infecciosas, ademas, se
conocen ahora otros AFL como son |os reactivos contra cardiolipina o los
denominados anticoagulante de lupus; estos AFL pueden ser isétopo IgG, IgM
o IgA, la mayor relevancia actualmente se confiere al isotipo 1gG.

Los anticuerpos antinucleares (ANA) estos anticuerpos van dirigidos contra
constituyentes nucleares, de ordinario en |la nucleoproteina; estan presentes
en una proporcion 50-90% vy los anticuerpos contra antigenos nucleares
ribonucleicos como Ro (SSA) en un 40-50%, y La (S8SB) en un 50%, estos
ultimos aparecen fundamentalmente en el SS primario, siendo menos
frecuentes en la forma secundaria, los anti-La (SSB) son los mas especificos
ya que son raros en otras enfermedades autoinmunes, excepto en él LES, en el
que pueden aparecer en el 10% de los casos; los anticuerpos anti-Ro (SSA)
son mas frecuentes pero pueden aparecer también en otras enfermedades
autoinmunes como &l LES (hasta en el 40%) o el lupus cutanec subagudo. Los
anti-RANA se han descrito fundamentalmente en el SS secundario a AR.

También es frecuente |la aparicidén de anticuerpos organoespecificos, como los
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antitiroideos, anti-célula parietal gastrica, antimitocondriales, anti-musculo liso o
anti-glandula salival. Como consecuencia de la hiperactividad de los linfocitos
B, es frecuente encontrar hipergammaglobulinemia policlonal (50-80%),
elevacion de los niveles de IgM, inmunocomplejos circulantes, cricglobulinemia
y gammapatia monoclonal.

En el estudio hematologico se puede observar leucopenia, anemia,
trombocitosis y aumento de velocidad de sedimentacién eritrocitaria; la
afectacién renal da lugar a acidosis tubulorrenal, diabetes insipida o sindrome
de Fanconi.

La sialometria mide el flujo salivar, con y sin estimulacién; sin embargo, éste
depende de muchos factores como edad, sexo, tipo de ingesta y momento de
dia; ademas, existe importante variedad interindividual, por lo que suele ser de
poco valor para el diagndstico del SS.

La sialografia es un método radiografico que permite observar cambios
anatémicos en el sistema ductal, habitualmente se realiza con contrastes
oleosos,; es una técnica molesta y en diversos estudios se ha comprobado gue
es poco Util por su baja especificidad y sensibilidad; sin embargo, en un trabajo
reciente realizado con contrastes solubles en agua en un grupo de 84
pacientes con SS primario y secundario, se encontrd que la sialografia fue tan
sensible y especifica como la biopsia de glandula salival menor. Asimismo, la
hipergammaglobulinemia, los anticuerpos anti-Ro (SSA), las manifestaciones
extraglandulares y la tumefaccién parotidea presentaron una importante
correlacion, tanto los hallazgos sialograficos como con los histoldgicos; esta
técnica se realiza mediante la canalizacién del conducto de Stenon y la
aplicacién del material de contraste liposoluble, posteriormente se toman
radiografias antero-posterior, lateral, oblicuas y postvaciamiento, valorandose
la presencia de: 1) Sialectasias: dilataciones anormales de los conductos
intraglandulares; 2) Atrofia: disminucion en el nimero y didmetro de los
conductos salivares y 3) Retencion del medio de contraste: cualquier medio de
contraste que sea visto dentro de la glandula parétida, cinco minutos después
de absorber jugo de limén, es considerado como retencién anormal del medio
de contraste.?®

La gammagrafia parotidea proporciona una evaluacién funcional global del
sistema salival; se realiza mediante la administracién intravenosa de
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pertecnectato de Tecnecio 99 y se mide la velocidad y la densidad de captacion
del isétopo en el sistema salival, asi como el tiempo en que tarda en aparecer
en la boca, durante un periodo de observacién de 60 minutos tras la inyeccién;
en pacientes con SS, la captacién y la excreciéon esta retrasada o ausente, la
disminucion de captacién del isétopo y de su excrecién a la boca correlaciona
con la disminucién del flujo saliva! y el grado de infilfracién linfocitaria. Es un
método con alta sensibilidad, pero con poca especificidad para el diagnostico
del SS.

La Biopsia de glandula salivar menor se realiza mediante biopsia de labio,
habitualmente la mucosa del inferior, es una técnica sencilla que consiste en
identificar un camulo de glandulas salivales menores y realizar una pequeiia
incision con bisturi, tras la cual se procede a su extraccion. El cuadro
histopatolégico caracteristico del SS consiste en la infiltracién tisular por
agregados de linfocitos, células plasmaticas y macréfagos, sustituyendo en
grado variable al tejido glandular y afectando a la mayoria de las glandulas
contenidas en el material de 1a biopsia; en los focos de infiltracion linfocitaria de
mayor tamario pueden llegar a verse centros germinales pero la presencia de
islotes mioepiteliales, caracteristicos de la sialoadenitis linfocitica crénica, son
muy infrecuentes. La biopsia debe contener al menos cuatro lébulos
glandulares, en los que se debe hacer una graduacion en términos de numero
de focos de infiltracién linfocitaria por 4rea de 4mm?; un foco linfocitario esta
constituido por 50 linfocitos o mas; la presencia de dos o mas focos por area
se considera diagnostica, en términos anatomopatolégicos; grados menocres
de infiltracién se consideran como sugestivos; se considera que la biopsia del
labio tiene una sensibilidad del 82% y una especificidad del 86%.%

3.9 Diagnostico

El diagnostico del SS depende de la valoracién del conjunto de
manifestaciones clinicas y resultados de las exploraciones complementarias, ya
que ninguna de ellas, de forma aislada, proporciona un diagnéstico de certeza;

ello ha llevado a la elaboracion de criterios para su diagnéstico que permitan
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ademas homogeneizar el manejo de pacientes, tanto en la practica diaria como
en la investigacidn clinica; aunque ninguna de las propuestas se ha aceptado
de forma universal, los criterios mas utilizados en Europa y América,? son los
criterios que derivan de los publicados previamente por el mismo grupo en el
Simposium de San Diego en 1986 (Tabla 1), y se reproducen debido a que se
han realizado diversas adaptaciones a saber: a) cambia ]a denominacion de
"propuesta de criterios de diagnésticos para el sindrome de Sjogren” por la de
"criterios de San Diego para el sindrome de Sjégren"; b) se modifica la
estructuracién, considerando las categorias diagnodsticas principales de
sindrome de Sjogren primario y secundario; c) se realizan modificaciones
minimas a algunas variables, como la prueba de Schirmer, titulos de
autoanticuerpos, etc. d) se omite en las exclusiones, las cuales quedan de la
siguiente manera "sarcoidosis, linfoma preexistente, VIH, virus de 1a hepatitis B
o C, fibromialgia primaria y otras causas conocidas de neuropatia auténoma,
queratitis sicca y crecimiento de glandulas salivales"?' Como en otras
enfermedades autoinmunes, estos criterios deben ser individualizados en cada
paciente y no aplicarse de manera rigida; habitualmente, €l diagnostico esta
bien establecido cuando un paciente presenta todas las alteraciones incluidas
en los dos primeros puntos de la tabla 2 y al menos una de las del tercer punto
("SS definido"); sin embargo, es frecuente encontrar pacientes con
manifestaciones del SS que no cumplen con todos los criterios ("SS posible o
probable"), en cuyo caso es importante realizar evaluaciones periédicas.
Recientemente se han aplicado técnicas de inmunohistoquimica a las biopsias
de glandula salival menor, observandose que la presencia de células
plasmaticas productoras de IgM en una cantidad superior al 10%, o de
secretoras de IgA en un porcentaje inferior al 70%, tiene una sensibilidad
cercana al 80% y una especificidad del 60-90% para el diagnéstico de SS, con
del grado de infiltracién linfocitaria.®

En general, en la practica clinica, ante un paciente que presenta sintomas de
sequedad ocular vy faringea se debe realizar una historia y examen fisico
adecuados en busca de afectacién extraglandular o enfermedad asociada,
posteriormente, un planteamiento diagnéstico adecuado seria, probablemente,
demostrar afectacion ocular mediante una prueba de Schirmer y otra de Rosa

de Bengala, comprobar hipofuncién salivar mediante gammagrafia parotidea o
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biopsia de labio puede obviarse o reservarse para casos dudosos o pacientes
que se van a incluir en un estudio.

§S primario

1. Sintomas y signos de sequedad ocular.
Prueba de Schirmer positiva (menor de 9mm a los 5 minutos).
Tincidn positiva en la prueba con rosa de Bengala o fluoresceina que demuestre

afectacién corneal (queratoconjuntivitis seca).

2. Sintomas y signos objetivos de sequedad oral.

Disminucién de flujo de saliva usando copas de Lashley u otro método.
Biopsia de glandula salivar menor anormal {mas de 2 facos linfocitarios por
area).

Presencia de trastornos autoinmunitarios (uno o méas).

Factor reumatoide elevado (> 1/320).

AAN a titulo atto (> 1/320).

Anticuerpos anti-SSA o anti-SSB.

SS secundario

Signos y sintomas caracteristicos del $S primario definidos en el punto 1, mas

datos clinicos suficientes para el diagnéstico de AR, LES, polimiositis o esclerodermia.

Exclusiones

Se debe excluir los pacientes con sarcoidosis, linfoma preexistente, infeccién
por VIH y otras causas de queratitis seca o ¢recimiento de glandulas salivales.

Tabla 1. Criterios de San Diego para el sindrome de Sjégren segun fox RI**

Un peculiar grupo de pacientes es el de personas ancianas con sequedad
ocular y faringea, estos sintomas son bastante frecuentes en la edad
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avanzada, llegando a afectar el 25% de la poblacién mayor de 70 afios; en la
mayoria de los casos es consecuencia de una atrofia de las glandulas salivales
relacionada con la edad, sin otras manifestaciones de enfermedad autoinmune,
sin embargo, algunos de estos pacientes tienen titulos bajos de AAN, lo que
puede llegar a cierto grado de confusién. En general, salvo que existan otros
datos que lo sugieran, estos pacientes no deben ser diagnosticados de SS.

3.9.1. Electroforesis

FUNDAMENTO

El término de electroforesis se puede definir como una técnica en la cual una
particula cargada se hace desplazar a través de un medio aplicando un campo
eléctrico; las velocidades de migracion son funcion de la densidad de carga,
por lo que se podran separar unas particulas de otras con arreglo a esta
propiedad. A su vez, la densidad de carga de la particula sera funcién de una
serie de pardmetros que marcan las condiciones experimentales de la
electroforesis: pH, fuerza iénica, gradientes de voltaje, interacciones con el
soporte, etc.

En su aplicacién practica, el proceso de electroforesis consta de |las siguientes
fases:

Selecciéon o preparacion de las muestras: El analisis se lleva a cabo
mediante electroforesis sobre diferentes liquidos biolégicos ( suero, plasma,
orina, liquido cefalorraquideo, etc.), la muestra a emplear y el tratamiento al
que pueda ser sometida dependen de los compuestos que pretendemos
analizar.

Seleccion y preparaciéon del soporte: Actualmente los procesos
electroforéticos se llevan a cabo sobre soportes de los cuales se obtiene un
mapa en el cual se puede visualizar las distintas fracciones separadas, los
principales soportes son de dos tipos:

No restrictivos: las particulas colocadas sobre ellos se separan unicamente en

funcién de su carga eléctrica, y pueden moverse libremente en los mismos;
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los principales soportes de este tipo son: Papel, Acetato de celulosa, y
Agarosa.

Acetato de celulosa: se consigue por reaccién entre los grupos hidroxilo de
celulosa y anhidrido acético, las tiras de acetato de celulosa estan formadas
por fibras de este compuesto, que engloban aire entre ellas; cuando se van ha
usar, la tira se sumerge en el tampén, y estos espacios de aire son sustituidos
por tampédn, que sera el encargado de transportar la corriente a través de ella.
Tiene como ventajas su facil manejo, buena reproducibilidad, facil
lectura, econémico y rapidez de ejecucion.

Restrictivos: el soporte gjerce algun tipo de resistencia al desplazamiento de
proteinas de la muestra; la intensidad de esta resistencia vendra determinada
por el tamano del poro del gel, y por el tamafo y caracteristicas de la
macromoléculas que deben desplazarse sobre el mismo, los principales
soportes de este tipo son: Geles de almidén, y Geles de poliacrilamida. Su
ventaja general es que se consigue una mejor separacion.

Aplicacion de la muestra. La muestra se puede aplicar en el soporte
mediante distintas técnicas:

Aplicacion sobre la superficie, dejando que penetre (Ej. Suero sobre acetato
de celulosa en la electroforesis de proteinas).

Aplicacién sobre orificios o ranuras sobre geles, incluir la muestra en el gel en
el proceso de polimerizacion.

La ejecucion del proceso electroforético requiere una instrumentacion
consistente en:

Fuente de alimentacién, su funcién es aportar energia eléctrica para que
pueda llevar a cabo el proceso.

La cubeta consiste en una camara que contiene los electrodos de carga
opuesta, situados en dos receptaculos que se conectan por un puente salino
cuya funciéon es permitir el paso de la corriente, este puente es el mismo medio
de soporte, impregnado de tampon y en contacto con los receptaculos, a traves
del cual pasard la corriente, provocando la migracion de las particulas en
funcion de la carga eléctrica que posean.

Revelado: este tiene por objeto la localizacion, para su posterior evaluacion,
de las distintas fracciones en que ha sido separada la muestra, esto se
consigue mediante la tincion de los componentes que se desean visualizar, el
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colorante empleado dependera del compuesto que tratemos de localizar Tabla
No. 2, una vez sumergido el medio de transporte en el colorante, se debe
eliminar el exceso de éste, lo que se consigue mediante lavados con
soluciones adecuadas.

Sustancia Colorante

Proteina Ponceau S

Negro Amido
Lipoproteinas Azul Brillante de Coomasie
Negro Sudan B
Glucoproteinas Azul brillante de Coomasie
Enzimas
» Deshidrogenasas PAS (Acido peryédico-Schiff)
¢ Esterasas NADH (fluorescencia)

» Fosfatasa Esteres de p-Naftol
a-Naftilfosfato

Tabla No. 2 Colorantes mas utilizados.*

Lectura y evaluacién: el informe de una separacién electroforética se suele
dar como porcentaje de cada fraccion respecto a la concentracion total de las
sustancias analizadas. Esta informacion se puede obtener de dos formas:
Elusién: cada zona se recorta y se eluye en un disolvente adecuado al
colorante con que se tifieron los productos de estudio. Se obtiene asi una
solucion coloreada que se cuantifica espectrofotométricamente.

Densitometria: consiste en la lectura directa de la tira que presenta las zonas
separadas mediante un fotodencitémetro en el que se selecciona una longitud
de onda que sera la que corresponda al color de las fracciones a leer, y se
hace pasar un haz de luz de esta longitud de onda a través de la tira, y a lo
largo de ésta; el haz de luz ird encontrandose con las fracciones sucesivas, que
absorberan la luz en funcién de su densidad de color; el detector recibe el haz
de luz, registrando la intensidad de la luz transmitida a través de cada banda, la
intensidad de luz recibida por el detector serd menor cuando mas densa sea la
banda por la que pasé el haz de luz, de esta forma el aparato es capaz de
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fabricar una grafica de registro del recorrido del haz de luz; en el registro
resultante, cada banda aparece como un pico, cuya altura depende de la
densidad de color de la banda; su anchura en la base depende del ancho de [a
banda leida.

3.9.2. ELISA (LINKED INMUNOSORBENT ASSAY)

El inmunoensayo enzimatico conccido como ELISA del inglés Enzyme
Linked Immunosorbentent Assay, fue descrito en 1971 por Engvall y
Perimann en Suecia, este fue utilizado para la cuantificacion de
antigenos y posteriormente para la titulacion de anticuerpos, se basa en
la especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo y en la sensibilidad
del sistema indicador, en este método se utilizan anticuerpos conjugados
a una enzima, el anticuerpo conserva su capacidad de union especifica
al antigeno, mientras la enzima es capaz de una reaccién oxido-
reduccion, en la cual el sustrato se transforma en un producto colorido.
En este sistema el antigeno o el anticuerpo se absorben a una fase
s6lida insoluble (microplacas de poliestireno, o bien membranas de
nitrocelulosa).

Existen diversas variantes del ELISA, como son los métodos directos,
indirectos, sandwich y competitivo; estos permiten la determinacién de
antigenos en fluidos biolégicos, a excepcién del método indirecto con el
que se detectan anticuerpos.

En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra
el antigeno es el que lleva unida la enzima; en cambio en los métodos
indirectos se usan para medir la concentracion de anticuerpos en
muestras de fluidos biolGgicos; el antigeno inmavilizado reacciona con el
anticuerpo de la muestra y posteriormente reacciona con un segundo
anticuerpo unido a la enzima (esquema 2).

En los métodos competitivos se puede usar como un conjugado
antigeno-enzima o un anticuerpo-enzima, cuando el conjugado es
anticuerpo-enzima el antigeno especifico se absorbe fisica o

covalentemente a una fase sdélida después el conjugado es incubado en
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presencia de un anticuerpo estandar o la muestra a ser analizada vy
competiran por los sitios de unién del antigeno inmovilizado.

En estd técnica la concentracion de los productos del sustrato son
inversamente proporcionales a la concentracion del estandar o del
antigeno de la muestra; se aplica a una gran variedad de sustancias
como lgG, gonadotropina coridnica y ATP.

En los métodos no competitivos o ELISA sandwich, el conjugado
enzima-anticuerpo reacciona con el antigeno que se ha unido al primer
anticuerpo, absorbido a una fase sdélida; el o los componentes que no
reaccionan se eliminan con los lavados; por dltimo se agrega el sustrato
de la enzima y un cromdégenc y se mide la intensidad de color
desarrollado, el cual es proporcional a la magnitud de la reaccién
antigeno-anticuerpo.®®

1. Sensibilizar 1a placa
O

2. Lavar ﬂ \////

3. Aiiadir anticuerpo problema

O—

o=

Ligando

S
4. Lavar
ﬂ e

5. Afadir ligando

000
00

00

6. Lavar

7. Afadir cromodgeno i(l— > Cromdgeno

8. Revelar la placa

OO

Esquema 2. Analisis de Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA)
Indirecto

Caracteristicas de los elementos que se usan en la técnica de ELISA.
Fase sdlida:

Se utilizan placas de poliestireno, las cuales se pueden irradiar con luz
UV (durante 1 hora aproximadamente) con ello aumentando su
adhesividad, tubos de polivinilo, policarbonato, particulas de agarcsa y

poliacrilamida y placas plasticas microtituladoras.
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La inmovilizacién del antigeno o anticuerpo en la fase sélida es por
enlace covalente o por absorcion continua de interacciones no
covalentes, altas concentraciones del antigeno o anticuerpo reducen los
enlaces no especificos y mejora los especificos.
Se debe determinar la concentracién 6ptima de revestimiento para cada
ensayo.
Etapas de lavado. Se debe realizar con una solucién buffer de fosfatos
salino-Tween 20 (PBS-Tween 20), después de revestir la fase sélida;
esta fase es importante ya que se pueden quedar residuos de material
que reaccionen y alteren los resultados.
Muestra a ensayar. Algunas muestras contienen sustancias de PM
elevado, que pueden pegarse de manera inespecifica a la fase solida.
Este problema se puede reducir si la muestra se diluye en PBS
conteniendo agente detergente.
Antigeno. Para cada ensayo es necesario determinar la concentracion
optima del antigeno, la cual se establece por titulacién en “tablero de
ajedrez”.
Conjugado. Para l|la obtencién del conjugado se debe considerar lo
siguiente:
» Preparacién de inmunoglobulina
» Tipo de inmunoglobulina
» Especie de animal usado en la inmunizacién (conejo, oveja U
otro).
» Tipo de enzima:
> Esta debe ser econdmica, de alto grado de pureza, elevada
actividad especifica, estable al almacenamiento, soluble y no dar
enlace cruzado.
Las enzimas mas empleadas en el ELISA son la peroxidasa de rabano
(PR), la fosfatasa alcalina (FA) y la B-D-galactosidasa (BG), debido a su
estabilidad y reproducibilidad de resultados.
Método de acoplamiento o conjugacion:
Estos métodos se basan en la reaccién entre los grupos amino
presentes en el anticuerpo y los grupos carbohidrato de la enzima con
ayuda de un reactivo bifuncional, como glutaraldehido, benzoquinona.
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Sustrato: Los sustratos que se emplean para la enzima PR son el
peroxido de hidrégeno o el perdoxido de urea, que al ser reducidos dan
productos incoloros, por lo que se acompafian de cromégenos, los
cuales al ser oxidados en la reaccién enzimatica desarrolan color; debe
ser barato, soluble y de facil uso; los mas frecuentemente empleados
son: orto-fenilendiamina (OPD), diaminaobencidina (DAB) y orto-
dianisidina entre otros, estos contintan en forma soluble después de ser
oxidados.

Los sustratos empleados para la FA son el para-nitrofenil fosfato, que
produce color al ser degradado por la enzima a temperaturas mayores a
30° C y el 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato que se puede emplear en las
pruebas de ELISA en tubo o DOT EL!SA.

Los sustratos empleados para la BG son el para-nitrofenil-beta-D-
galactosido y el 4-metil-umbeliferil-beta-D-galactésido.

El ELISA tiene aplicaciones muy variadas, lo cual 1o hace muy versatil el
diagnostico de enfermedades infecciosas, virales o parasitarias,
cuantificacién de hormonas, haptenos, determinacion de anticuerpos
isotipo especificos, titulacion de anticuerpos, etc.®

3.9.3. Métodos Histologicos

Los tejidos y las células para examen microscopico, se conservan por
medio de una fijacién cuidadosa para reducir las alteraciones de la
morfologia in Vitro. E! procesamiento del tejido termina con su inclusion
en un material que facilite su corte; existen varias técnicas de inclusién,
la mas usada es la parafina; la fijacion del tejido tiene como finalidad
protegerlo del ataque bacteriano, evitar la autolisis, distorsiones y
retracciones, ademéas de preparar las diversas estructuras para sus
posteriores tratamientos.
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FUNDAMENTO DE LA TINCION

La tincion es una manera de mejorar la imagen de! tejido, la reaccidn
con celulas y tejidos varia mocho, algunos colorantes son muy selectivos
para ciertos componentes celulares o tisulares, la hematoxilina (H) y
eosina (E) son inespecificos y se usan frecuentemente en histologia;
en este caso el colorante bdsico es la hematoxilina se aplica primero,
seguido del acido que es la eosina, la hematoxilina se extrae de una
fuente natural que al combinarlo con un mordente como el alumbre
presenta un color plUrpura azul bastante intenso imprimiendo un color
mortado azulado a los elementos celulares acidos, mientras que la
eosina es el colorante sintético, que confiere un color rosado a rojo a
los componentes que no captan mucho la hematoxilina esta colorea en
tonalidad de rosa a rojo a los componentes basicos.

Las propiedades colorantes que diferencian elementos celulares y
tisulares permiten una identificacion sencilla y son una manera practica
de conocer sus propiedades bioguimicas en celulas y tejidos.

Obtencion de la muestra. Los tejidos deberan separarse en el menor
tiempo posible para que sean minimizados los cambios autoliticos.
Fijacion. En la fijacién quimica se aplican diferentes agentes a las
muestras histolégicas con el propésito de detener la autdlisis post
mortem, estos agentes desnaturalizan las proteinas e inactivan las
enzimas que originan los cambios autoliticos. Los fijadores usados con
mayor frecuencia son el formaldehido, glutaraldehido, paraformaldehido,
alcohol! etilico, acido acético, acido picrico, dicromato de potasio, cloruro
merclrico y los acidos cromico y ésmico; uno de los fijadores mas
comunes es la solucién de formalina amortiguada neutra al 10%; la
accion de los fijadores: 1) impide la autdlisis post mortem, 2) endurece
los tejidos para facilitar su corte, 3) mejora el efecto de los colorantes
por su accién mordente, 4) estabiliza los componentes estructurales,
para conservalos lo mas parecido a las condiciones in vivo, y ) como
efecto antiséptico que protege a las personas que trabajan con él; la
proporcién ideal de voiumen de fijador respecto al volumen del tejido es
de 30:1.
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Deshidratacién y aclaramiento. Primero debera extraerse el 75% del
agua del tejido para esto se conocen muchos deshidratantes (alcohol
etilico, butirico, dioxano, isopropanol), las muestras se someten a
concentraciones crecientes hasta la deshidratacion total, su uso obliga
que las muestras se procesen después con aclaradores, entre los mas
importantes estan el xileno, tolueno y benceno, su efecto de
aclaramiento y transparentacion. En general, los deshidratantes y los
agentes de inclusién no son micibles entre si; por otra parte, los
aclaradores son micibles con los deshidratantes y con los de inclusion,
de modo que los aclaradores reemplazan al deshidratante y la sustancia
de inclusién sustituye a su vez al aclarador.

Inclusion. Los tejidos una vez aclarados, se colocan en soluciones de
concentracion creciente de parafina, estos agentes de inclusién deben
mantenerse durante todo el proceso a temperatura de derretimiento (50
a 68°C); una vez embebidas se colocan en moldes donde se vierte mas
parafina y se dejan cuajar.

Microtomia. Cuando la parafina esta dura, se sacan los bloques del
molde y se recortan para exponere el tejido embebido; se montan en un
microtomo donde se obtienen rebanadas finas de la muestra; que tienen
cierta tendencia a pegarse en una banda continua, de modo que el
borde posterior de una seccion se adhiere al interior de la siguiente; las
bandas obtenidas se hacen flotar en agua tibia, lo que ejerce un efecto
de planchado y pueden entonces recogerse perfectamente extendidas
en un portaobjetos, estos se colocan en una plancha tibia para que se
adhiera mejor el corte ai cristal.

Tincidon y montaje. Casi todos los colorantes usados en histologia son
solubles en agua o alcohol, la parafina debe eliminarse antes, para Io
cual se desarrolla todo el ciclo a la inversa, de modo que las secciones
se aclaran para eliminar el agente de inclusion y posteriormente se
pasan por concentraciones decrecientes de alcohol para permitir su
hidratacioén; asi quedan listas las laminillas para su tincidén y una vez

mas se deshidratan, aclaran y se montan. %%
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3.10 Diagnéstico diferencial

Debido a 1o extenso del conocimiento alcanzado en esta area, es necesario

destacar que las manifestaciones ordinarias del sindrome de Sjégren pueden

observarse en una gran variedad de padecimientos, mencionados en la tabla 3,

y con los cuales el clinico siempre estard obligado a realizar el diagnéstico

diferencial que incluye otras causas de sequedad ocular y faringea o de

tumefaccién parotidea.?.

1. Situaciones y padecimientos que cursan con crecimiento de las

glandulas salivales
» Unilateral

>

Neoplasias: adenoma, carcinoma, linfoma etc.
infecciones bacterianas

Sialoadenitis cronica

Parotiditis posquirargica

Traumatismos

Obstruccién de conductos por litiasis, moco, etc.
Compresién extrinseca de la parétida por linfadenopatias

Otras infecciones: tuberculosis, actinomicosis, etc.

Bilateral

»

Infeccién virica: paramyxovirus, citomegalovirus, coxackie A, Epstein-
Barr,

Influenza, VIH, virus ECHO, virus de la meningitis linfocitica, parotiditis
Enfermedades granulomatosas: sarcoidosis, tuberculosis, lepra

Parotiditis recurrente de la infancia

Diversas:  diabetes mellitus, cirrosis hepatica, acromegalia, disfuncidon
gonadal,

hiperlipidemia, alcoholismo, bulimia, pancreatitis crénica,
hiperlipoproteinemia,

hipersensibilidad al yodo, desnutricién, anorexia, etc.
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Situaciones y padecimientos que causan sequedad ocular-faringea
Farmacos: antidepresivos, neurolépticos, anticolinérgicos

Deshidratacion

Diabetes mellitus

Radiacién, traumatismo o cirugia de cabeza y cuello

Malformaciones congénitas

Psicogénicas

Edad avanzada

Fibrosis quistica

2.
»
»
>
»
>
>
S
)
>

Enfermedad injerto contra huésped

Situaciones y padecimientos que cursen con sequedad de las conjuntivas
Blefaritis crénica

Sindrome de: Riely-Day, Stevens-Johnson

Pterigion

Alacrimia congénita

Hiposecresion paralitica

Hipoavitaminosis A

Penfigoide ocular

Necrosis epidérmica toxica

Quemaduras: por radiacién, por quimicos, por exposicién

vV V.V V V V V¥V ¥V VYV V¥

Irregularidades epiteliales

Tabla 3. Diagnéstico diferencial del sindrome de Sjdgren con patologias que cursan
con manifestaciones semejantes®

La sarcoidosis puede semejar el SS, pero en este caso la biopsia de glandula
salival menor revela granuiomas no caseificantes y los autoanticuerpos estan
ausentes. Los pacientes con infeccidon por VHI (virus de inmunodeficiencia
humana) pueden desarrollar infiltracidn linfocitaria difusa de las glandulas
salivales y presentar sequedad ocular y faringea, pero estos casos son
facilmente identificables mediante serologia y por la ausencia de
autoanticuerpos. Ademas, el infiltrado inflamatorio esta compuesto
predominantemente por linfocitos T CD8+ y células B. La infeccidén crénica por
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virus C de la hepatitis puede dar lugar a sindrome seco con gammagrafia
salivar alterada y biopsia de la glandula salival menor distinguible del SS, por lo
que debera descartarse siempre infeccion por este virus. En los casos en que
las manifestaciones extraglandulares sean mas prominentes, el diagnéstico
diferencial dependerd del érgano afectado, en ocasiones puede ser dificil
diferenciar un SS de otras enfermedades sistémicas como LES, por lo que
muchos de estos enfermos acaban encuadrandose en el grupo de los
sindromes de solapamiento SS/enfermedad sistémica

3.11 Modelo animal

La primera publicacion relacionada con el ratdn desnudo se realizd en el afo
de 1962 por J.H. lsaacson, B.M. Cattanach y N.A. Grist, este Ultimo envi6
dichos ratones y otros normales para su estudio al instituto de genética animal
de Edimburgo, Escosia; en este instituto el Dr. S.P. Flanagan realizé cruzas y
mas tarde en el afio de 1966 reportd las siguientes caracteristicas para el ratén
desnudo: ausencia de pelo, baja fertilidad, inmunodeficiencia, tamario reducido,
atimia, ademas de un periodo de vida corto con presentacién de un 100% de
mortalidad a la edad de 25 semanas y una mortalidad infantil hasta del 45% en
las dos primeras semanas de vida;, asimismo demostré por los datos de
segregacion, que el fendmeno de debe a una solo gen autosomal recesivo que
el denomino nude (desnudo) y cuyo simbolo genético es nu, también reporté
gue los ratones normales son heterocigotos para el gen responsable de la
ausencia de pelo.*® 47

En 1968 E.M. Pantelouris describié que los ratones homocigoticos recesivos
para el gen un (nu/nu) carecen de timo, mientras que los hermanos de camada
homocigéticos dominantes (+/+) y heterocigdticos (nu/+) presentan timo
normal; asimismo describié la presencia de una marcada leucopenia en los
ratones atimicos (815-3380 leucocitos/uL), mientras que sus hermanos
fenotipicamente normales presentan niveles altos y otros con niveles
intermedios, estos tltimos fueron considerados como heterocigotos (nu/+).*2
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A partir del reporte de Pantelouris se inicio una ola de investigaciones, que
llevaron a la utilizacién del ratén desnudo para usos experimentales en
diferentes disciplinas; el raton atimico ha sido cruzado con otros ratones
portadores de defectos inmunolégicos aumentando el nimero de variantes de
ratones con variaciones.*® 4

En el raton desnudo la actividad de las células B parecen no estar alterada;
Sprent y Miller estudiaron la circulacidon y el tiempo de vida media de los
linfocitos toracicos y encontraron que la funcion de los linfocitos B fue de un
97%. La disgenesia del timo produce una falta de maduracion de las células T
gue lleva a un estado de inmunosupresion de estos animales. Con respecto a
la sintesis de anticuerpos, se ha reportado en esta cepa que el contenido total
de inmunoglobulinas presentes en su suero es comparable con el de ratones
normales, no obstante algunas clases de inmunoglobulinas se encuentran
desbalanceadas.*®

De este modo se ha encontrado que los niveles de IgM se encuentran algunas
veces por arriba de los valores normales, para el caso de ofras
inmunoglobulinas, los niveles encontrados han sido inferiores, como enla IgAy
de las subclases 19G1 e 19G2a; estas observaciones hacen pensar a algunos
investigadores que la relacién de anticuerpos IgM/IgG1 distingue la respuesta
inmune humoral de esos ratones.*®

Algunos investigadores han determinado que en el raton et/et existe un retardo
en la aparicion de la pubertad, esto no ocurre en la cepa et/+, aunque su
fertilidad es semejante, los animales et/et presentan un ciclo estrogénico
irregular quizé debido a su hipotimia. Segun estudios realizados parece tener
relacion el bajo peso de las génadas y prostata que modifica los niveles de
gonadotropinas y hormonas sexuales que son descritos tambiéen en el ratén
nu/nu esto denota la importancia del timo en la regulacién del sistema
reproductivo de esos animales. En el raton nu/nu se presentan las mismas
caracteristicas fenotipicas que en el raton et/et, solo se diferencian de que este
ultimo es hipotimico segun estudios realizados, ademés se reporta que cuando
estos ratones son nacidos y mantenidos en condiciones de libertad, el tiempo
de supervivencia se incrementa y pueden alcanzar hasta 2 afios de edad.

Un nimero de modelos animales son propuestos a medida que surgen nuevas
investigaciones sobre etiologla y patogenia de la enfermedad.”** La mayor
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parte de estos son considerados como directamente relacionados con el SS,
aunque cada uno de estos parecen reflejar una parte de la patogénesis mas
bien representan un modelo exacto de un conjunto de procesos de
enfermedades. En los ultimos afios, el estudio de la etiopatogenesis puede ser
la llave para la compresion de las enfermedades autoinmunes en general. Los
modelos animales generalmente usados para el estudio del sindrome de
Sjégren se mencionan en la tabla 4. Una evaluacion histopatologica de la
glandula salival de varias razas de ratones han indicado que la region I-A
segmento de la region MHC, no se requiere para la infiltracion linfocitica de la
glandula salival. *®

A pesar de la disponibilidad de varios modelos de ratén existentes para el
estudio de autoinmunidad, el modelo animal que en este estudio se utilizara, es
un ratdn hipotimico alopésico derivado por una mutaciéon espontanea de la
cepa albina CD1, como un resultado de un gen recesivo autosémico simple,
surgida en el bioteric de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la
UNAM; los animales son obtenidos al aparear machos y hembras et/+, o bien
machos y hembras et/et. A este ratén se le llamo CD1 et/et, el simbolo “et’ se
ha adoptado para referir a la forma mutante y se encontré que los ratones
machos de esta cepa, presentan un timo rudimentario el cual es
aproximadamente la mitad del peso que presentan los animales eutimicos CD1
et/+, mientras que en las hembras CD1 et/et, presentan una estructura
parecida a un nédulo linfatico en lugar del timo y el peso de esta estructura es
mas bajo que el peso del timo de las hembras eutimicas CD1 et/+. Los crios
CD1 et/et se separan de sus hermanos con pelo, de los cuales se diferencian al
nacer por la ausencia de vibrisas (vibrisae), creciendo por separado, estos
ratones se mantuvieron bajo condiciones convencionales de bioterio, con libre
acceso al alimento y agua.?® Este ratbn mutante tiene las siguientes
caracteristicas: desnudo, fertilidad baja, mortalidad alta, vida corta, hipotimico y
su promedio de vida son de 2 afios y es comun que los animales desarrollan
espontaneamente todo el cuadro clinico de una uveorretinitis espontanea
cronica a anticuerpos contra antigeno S de retina, tiene un nimero mayor de
CD3 con relacion al raton eutimico (CD1), tiene una elevada susceptibilidad a
la infeccién con Tripanosoma cruzi y Plasmodium chabaudi.?’
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Raza: Manifestaciones

New Zealand blancos: Infiltraciones en las glandulas salivales y lagrimales por
células plasmaticas y linfocitos, anemia hemolitica autoinmune, glomérulonefritis
membranosa, hiperplasia linfoide.

New Zealand negros/ New Zealand blancos: Infiltraciones en las glandulas
salivales y lagrimales por células plasmaticas y linfocitos (células T CD4+), LES.
MRL-lpr/lpr homocigoto para el gen de linfoproliferacion: enfermedad
linfoproliferativa autoinmune con caracteristica de LES y AR, uveitis y conjuntivitis,
sialoadenitis con infiltraciones inflamatorias de células T CD4+.

MRL -+/+ (con falta del gen Ipr): ligero comienzo- atraso de enfermedad
autoinmune, sialoadenitis (infiltrados de CD4+ y CD8+), infiltracién de la glandula
lagrimal.

Nonobese diabetic mouse(NOD): diabetes mellitus insulino-dependientes,

Inflamacién en las glandulas salivales y lagrimales.

Miniature poodles: Queratoconjuntivitis seca, xerostomia, caries dental.

HTLV-1 tax transgenico: neurofibromas, infiltrados linfociticos y proliferacion de
células epiteliales en glandulas salivales y lagrimales.

HTLV-1 tax transgenico: histologicamente similar a AR.

TGF-B1 knock-out mice: mezcla multifocal inflamatoria de células infiltrantes en
muchos érganos incluyendo la giandula salival.

Graft-versus-host disease mouse: infiltracion linfocitica en glandulas salivales,
enfermedad autoinmune.

Murine leukemia virus-infected mice (MAIDS): infiltraciones linfociticas periductales

de las glandulas salival y lagrimal, higado, rifién, pulmén y pancreas.

Tabla 4. Modelos animates del sindrome de Sjégren.®
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar varios parametros inmunolégicos e histopatolégicos asociados al
sindrome de Sjégren en el ratén hipotimico alopécico CD1 et/et.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Realizar estudios histopatologicos en glandulas submaxilares y lagrimales.

2. Determinar la presencia de Factor Reumatoide por aglutinacion pasiva
usando lgG heterologa.

3. Determinar anticuerpos antifosfolipidos por ELISA.

4. Realizar electroforesis de suero en acetato de celulosa.
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HIPOTESIS

Debido a los hallazgos de alteraciones en ojos (uveitis) y de las glandulas en el
ratdn hipotimico CD1 et/et, se cree que estos animales presentan un

proceso autoinmune similar al observado en el sindrome de Sjogren

en humano.
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JUSTIFICACION

El sindrome de Sjégren esta clasificado como una enfermedad autoinmune que
tiene una prevalencia importante en México. El ratén CD1 etlet tiene las
caracteristicas de desarrollar este sindrome, por lo que consideramos
importante realizar su caracterizacién ya que podria usarse como un modelo
animal, donde se entenderia mejor la patogenia de la enfermedad y la

posibilidad de evaluar diferentes tratamientos con farmacos.
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MATERIAL

LISTA DE REACTIVOS

.. _. _Nombre
Acido citrico

Alcohol Etilico absoluto al 96%

Albumina sérica bovina (BSA)

_TFEC&-HesO? s H,O

Formula

|CH3CH,0OH

_ Proveedor

- |JT. Baker
{JT. Baker

JT. Baker

Acido Acético

(CH3C0),0

Merk

Carbonato de sodio anhidro

N32C03

JT. Baker

Citrato de sodio

Na306H507 . 2H20

Técnica Quimica

Cloruro de potasio

KCI

Técnica Quimica

Cloruro de sodio

NaCl

JT. Baker

Colorante Ponceau S8

Gelman
Sciences, Inc.

Eosina

Merk

Folin & Ciocalteu’s
(Agente de fenol)

SIGMA

Fosfato de potasio dibasico

K2HPO,4

Merk

Fosfato de sodio dibasico
dodecahidratado

NaH,POs ¢ 12H,0

JT. Baker

Fosfato de socdio monobasico

NaH:PO,4

JT. Baker

Hematoxilina

SIGMA

Hidréoxido de sodio al 0.1N

NaOH

Merk

Metanol

CH30OH

JT. Baker

Membrana de Acetato de
Celulosa

Gelman
Sciences,Inc.

O-fenilendiamina (OPD)

CgHsaN2

SIGMA

Parafina

Peroxido de hidrégeno al 30%

H202

Productos
Quimicos
Monterrey

Sulfato clprico

(NH4)2S04
CuSO,  5H;0

|JT. Baker
JT. Baker

Suero de Bovino Adulto (ABS)

Tartrato de sodio y potasio

C4H4KnaOg e 4H,0

Merk

Hycel de Mexico

Hycel de México
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LISTA DE SOLUCIONES

..Nombre

Buffer Salina Fosfato (PBS)

Buffer Salina Fosfato Tween (PBS-Tween)

Buffer Carbonato Bicarbonato (pH 9.6)

ulador de Glicina Salina a pH 8.2

Buffer para electroforesis (Electra HR)
IFormaIina al 10% en PBS
Reg

EQUIPO

Nombre

Agitador de placas de microtitulaion,

Descripcion
Bellco Glass Inc

Agitador vortex genie.

Scientific Industries Inc

Aplicador de muestras

Geiman Sciences, Inc

Balanza analitica.

Mettler H 80

Balanza Granataria
Bafio Maria

Ohaus
Lab-Line .

IEC Division

Cwoﬁd elador -20°C

| Solbat

_Becman Mod. TJ-6

Fisher Scientific Isotermp
Laboratory Mod. 3486

Camara para electroforesis

Gelman Sciences, nc. Model
51157

Espectrofotémetro para ELISA
Espectrofotémetro Spectronic 20.
Estufa

Dynatech MR 250
Bausch & Lomb
Riossa

Histogquinette

Leica TP 1010

Incubadora.

Riossa EC.

Lampara de Luz UV

Cole-Parmer Instrument
Company

Microscopio

Zeizz

Microscopio para fotografia

Olympus CHS

Refrigerador. R
Potenciémetro digital

| Philips 127 volts-VA

Cole Palmer Ep500/15468

Placa de calentamiento

Thermolyne

Ultracentrifuga

Eppendorf 5415¢c
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MATERIAL

Material Proveedor
_ PYREX ) ) ,

Camaras para tren de tincion - |PYI )
Micropipeta de 20-100uL Transferpette
Micropipeta de 200-1000uL Transferpette
Vidrios para electroforesis Owl Scientifics, Inc.
Separadores para electroforesis BIO-RAD

Membrana de acetato de celulosa

Beckman microzone plus

Moldes porta-tejidos

Moldes de inclusidén o embebedor de
parafina

Placas de Poliestireno de alta
adherencia

Disposable Sterile Plates
Corning 25801

Sistema de Destilacion _

[PYREX

Tubos Eppendof

CONJUGADOS

Conjugado
Chivo Anti ratén-peroxidasa de rabano
picante anti IgG

Becton, Dickinson

Proveedor
[Sigma Chemical Compani, USA

Chivo Anti-ratén-peroxidasa de rabano
picante anti IgM

Sigma Chemical Compani, USA

Chivo Anti-ratdén-peroxidasa de rabano
picante anti [gA

MATERIAL BIOLOGICO

Cepa
~ » RatonesCD1

Sigma Chemical Compani, USA

» Ratones CD1 et/+
> RatonesCD1etlet |
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METODOS

PARTE EXPERIMENTAL

Los ratones se mantuvieron bajo condiciones convencionales de bioterio, con
acceso al alimento y agua, temperatura de 21-24 °C, hasta el momento en el
que fueron sacrificados; los animales Cd1 et/et se obtuvieron cruzando machos
Cd1 et/et con hembras Cd1 et/+; los crios Cd1 et/et se separan de sus
hermanos con pelo, de los cuales se diferencian al nacer por la ausencia de
vibrisas (vibrissae), crecierondo por separado.

Se estudiaron 200 ratones machos y hembras de varias edades; antes del
sacrificio de los ratones CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et se observaron las lesiones
visibles y se clasificaron como: 1) Ratén sano; 2) Ratén con ojo inflamado; 3)
Ratén con cataratas y 4) Ratén con ojo perdido; ademas de cualqguier otra
observacion (nédulos que se observaron en el pecho de dos ratones); en cada
cepa se registro la edad, peso y sexo. Una vez anotadas las caracteristicas de
cada una de las cepas se anestesiaron a los ratones en camara de éter y se
colectd la sangre por incision axilar seguida de su sacrificio para la extirpacién
de las glandulas salivales (submaxilares) y lagrimales de los ratones CD1, CD1
et/+ y CD1 et/et, tomandose el peso de cada una de estas glandulas para sacar
el indice glabdular total de lagrimal (IGTL) y submaxilar(IGTS), estas glandulas
fueron almacenadas independientemente en una solucién de formalina hasta
su utilizacién. La sangre se dejo coagular se separo y centrifugo a 3000 r.p.m.
durante 10 nim para obtener suero, en el que se realizo |a determinacion de
proteinas séricas por electroforesis y factor reumatoide en suero fresco,
con el resto de suero se realizaron alicuotas de 40 pL en tubos Eppendof para
la realizacién de las ELISAS; a cada raton y a cada suero se le asigno un
numero progresivo.
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8.1 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

La electroforesis de proteinas se realizd con sueros frescos sin congelar; los
sueros se corrieron con un regulador de tris-barbital- sodium barbital pH8.6 y
una fuerza idnica de 0.05u en membranas de acetato de celulosa en camara
Gelman:; el corrimiento se realizé durante 20 min a 200 volts, las tiras se tifieron
con rojo de Ponceau S; una vez que se quitd el exceso de colorante con una
solucién de acido acético al 5% se secaron y se leen en un densitometro a una
longitud de onda de 510 nm **

8.2 FACTOR REUMATOIDE

A 0.95 mL de regulador de glicina salina a pH 8.2 se le anadi¢ 0.05 mL de cada
uno de los sueros frescos sin congelar de los ratones de CD1, CD1 et/+ y CD1
et/et (dilucidn 1:20), en uno de los anillos de la placa depositar 0.05 mL de
suero diluido; afadir a cada uno de los anillos 1 gota del latex-anti factor
reumatoide previamente resuspendido, mezclando la placa manualmente

durante 2 min, después de este tiempo se realizo la lectura.

8.3 ESTUDIO HISTOLOGICO

Las glandulas salivares y lagrimales para el andlisis histopatolégico son
extirpadas de los ratones de CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et y puestos en formalina
al 10% en PBS para su preservacion. Después de la fijacién, el tejido es
deshidratado en series de grados de soluciones de etanol y empotrado en
parafina, las secciones son cortadas en 5 um usando un micrétomo rotatorio,
después se tifie con hematoxilina y eosina. Las secciones de tejidos son
evaluadas usando un microscopio.
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8.4 TECNICA DE ELISA PARA ANTICUERPOS ANTI-
CARDIOLIPINA (ACA)

Para la técnica de ELISA se usaron placas de poliestireno de alta adherencia y
se irradiaron con luz UV durante 30 min a 30 cm para aumentar la adhesividad
segun el método descrito por Boudet,®® se estandarizo la técnica de ELISA
para el sistema anticuerpos anti-cardiolipina siguiendo el procedimiento de Galli
M et al,*® usando sueros que por observacion de la electroforesis de proteinas
se encontraba una hipergamaglobulinemia, siguiendo un sistema de ajedrez
seglin Rabin et al;*’ las placas de microtitulacion fueron pegadas con
cardiolipina (se encontrd que a 30 ug/mL fue la concentracion adecuada para el
antigeno de cardiolipina en etanol por pozo); después de la evaporacion del
solvente seguido por lavados con PBS las uniones de los sitios no especificos
son bloqueados con Albumina sérica bovina al 10% en PBS por 1 hr, las
muestras fueron diluidas 1:25 en suero bovino al 10% en PBS y
subsecuentemente aplicadas a los pozos, con una dilucién de trabajo de
1:1000 del conjugado de chivo anti ratdn- peroxidasa de rabano picante anti
IgA, anti Ilg My anti Ig G; la densidad dptica fue medida a 410nm.

8.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los trabajos experimentales requieren ser procesados, de tal manera
que el investigador pueda interpretarlos con facilidad, obteniendo de ellos el
mayor provecho posible; los analisis estadisticos exigen que los resultados
sean organizados, resumidos y transformados hasta el punto en que el
investigador ha obtenido la mayor informacion; la informacién de los resultados
obtenidos, puede resumirse mediante el calculo de medidas estadisticas.

Los resultados obtenidos fueron procesados con un paquete estadistico SPSS
para WINDOWS, por lo que a continuacién se mencionan los fundamentos
matematicos en los que se apoya dicho paquete estadistico para el analisis de
resultados.
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La estadistica no-paramétrica es conveniente si no se conoce la distribucién

de 1a poblacién, por ejemplo, en la investigacion exploratoria. Mas aun, otra

ventaja es que, por 1o general, los célculos necesarios son mas sencillos. Los

métodos no-paramétricos pueden ser usados para datos de tipo cualitativo, ya

sean ordinales o jerarquizados 6 nominales, asi como también para datos

cuantitatives. La prueba H de Kruskal-Wallis o andlisis de varianza por

rangos considera la magnitud de cada observacién con relacién a las otras

observaciones y los pasos a seguir son:

>

La observaciones nq, Nz, ....... ng de las k muestras se combinan en una
sola muestra de tamafion =ny + Nz + .......... + ng y se arreglan en
orden de magnitud (considerando su identidad dentro de cada muestra)
desde la mas pequefia a la mas grande. Las observaciones son,
entonces reemplazadas por sus rangos del 1 al n. Si dos o mas
observaciones tienen el mismo valor (estan empatadas) se les asigna la
media aritmética de los rangos correspondientes a las observaciones
empatadas.

Se suman los rangos correspondientes a las observaciones de cada
muestra por separado, dando origen a K sumas.

Se calcula el estadigrafo de prueba H por la formula:

12k R%
H= z _ 3(n+1)
nin+1) i=1 n

donde: k = es el numero de nuestras o tratamientos.
ni = es el nimero de observaciones en la muestra i.
n = es el nimero de nuestras o tratamientos.
Ri = es la suma de rangos en la muestra i.

Cuando hay tres muestras con 5 é menos observaciones cada una, la
significacion de H se determina usando la tabla A-15. Cuando hay mas
de 5 observaciones en cada muestra 6 mas de tres muestras se debe
gue H esta distribuida aproximadamente como X? con k-1 grados de
libertad.**

Pdgina 45 de 78




RESULTADOS

CARACTERISTICAS ENCONTRADAS EN OJO DE RATON CD1, CD1
ET/+ Y CD1 ETIET

Los ratones bajo estudio son mutantes del ratén CD1 mostrado en la foto 1.
Ducho ratén CD1 presenta caracteristicas fenotipicas iguales a la del ratén
CD1 et/+ por lo que no se muestra una foto de este ultimo raton. El espectro de
lesiones oculares espontaneas macroscopicas que se presentan en los ratones
CD1 et/et se clasificé de acuerdo a lo observado como sigue: 1) Ratdn sano
(foto 2); 2) Ratén con ojo inflamado (foto 3); 3) Ratdén con cataratas (foto 4) y
4) Raton con ojo perdido (foto 5).

Foto. 1. Ratén eutimico CDA1.
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Foto 2. Ratén hipotimico CD1 et/et con ojos normales.

N

PRARL

faciant

Foto 3. Ratdn hipotimico CD1 et/et con ojos inflamados.
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Foto 5. Ratén hipotimico CD1 et/et con pérdida de ojo.
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

En la electroforesis en acetato de celulosa se separaron las proteinas del
suero en las fracciones que pudieron identificase como albumina,
alfaglobulinas, betaglobulinas y gammaglobulinas. En la siguiente tabla
se muestra la correlacién de cada una de las fracciones.

Correlacion de las fracciones de proteinas de los sueros de ratones por cepa
de Subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 etlet por Kruskal-Wallis.

ea - agos
Albamina Alfa Beta

S S

CcD1 . 2871 . 3729 3043
CDiet+ | 5413 2597 | 3373 |

CDietlet | 3388 & 4086 39,54

Significancia _ .0030 - 4308

Prueba de Regresion Multiple de Thukey-HSD para las fracciones de
proteinas séricas por cepa.

CEPA ALBUM .SIG .ALFA SIG BETA SIG GAMMA SIG
cD1  [53.7871 10.1343 T2a1986f 711.3829 [*

59.5787 §.8993 24 8587 5.8040
15377711 [11.5454 7.7938

*

El grupo de portadores es diferente al grupo eutimico e hipotimico al
comparar la albumina, no existe diferencia entre CD1 y CD1 et/et, cuando se
compara alfaglobulinas el ratéon hipotimico es diferente de la cepa eutimica y
portadora, no existe diferencia entre CD1 y CD1 et/+; y en la gammaglobulina
el ratén eutimico es diferente, no existe diferencia entre CD1 et/+ y CD1 et/et.
No existe diferencia significativa entre los grupos en la determinacién de
betaglobulinas.
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En la Foto 6 se observa un patrén electroforético donde se muestra en el carril

1 la fraccién gamma normal, €l en carril 2 la fracciéon gamma moderada, en

carril 3 la fraccion gamma alta y en el carril 4 un aumento en la region gamma

en un suero de ratén CD1 et/et.

Foto 6. Proteinas Plasmaticas en Ratdn CD1 et/et
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Descripcion de Subpoblaciones CD1, CD1 ET/+ y CD1 ET/ET por
SPSS para MS WINDOWS

Cuando se compararon las poblaciones de ratones CD1, CD1 et/+ y CD1
et/et se encontrd lo siguiente;

Medias y Desviacion estandar del indice glandular total lagrimal (IGTL) y
submaxilar (IGTS) por cepa.

Cpa Casos edi esiaci Mia Desviacion
IGTL STD IGTL IGTS STD IGTS
Entre poblacién | 134 | 12.5142 5.2506 - 8.3701 3.9439

CEPA1=CD1 | 20 |15.1850 34932 : 11.2700 |  5.0425

[CEPA 2 = et/+ 16 | 14.4438 59511 60937 3.0532
CEPA3=etlet | 08 |116541] 52050 | 81500 3.5026
T 200 Total de Casos ;

Casos perdidos = 66 el 33.0%

Grafica comparativa de medias de indice glandular total de
submaxilar y lagrimal por cepa

16
14
12
10

Medias

O N o

(D1 et/+ (D1 etfet
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Correlacion del indice glandular total del lagrimal (IGTL) y submaxilar (IGTS)
por cepa de subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 etlet por Kruskal-
Wallis.

Rago de IGTL - ango de IGTS

Cep Casos
1¢cDt | 20 | 90.28 ST T 9363
2 CD1et/+ 16 71.75 43.59
3 CDletet; 98 | 61.18 ' - 66.07
 Significancia .0050 .0005
134 Total de Casos

Existe una diferencia significativa en el indice glandular de submaxilar y
lagrimal por cepa entre los ratones CD1 et/et, CD1 et/+ vy los CD1 con una
(P< 0.05) por Kruskal-Wallis.

Grafica comparativa del indice glandular total de submaxilary
lagrimal por cepa

100
90 1
80 -
70
60
50
40-|
30 -
20
10 -

Rango

) CD1et/+ (Diet/et
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Al aplicar la Prueba de Regresion Multiple de Thukey-HSD con un nivel de
significancia de 0.050 se obtuvo lo siguiente:

Prueba de Regresion Multiple de Thukey-HSD para el indice glandular total
de submaxilar y lagrimal por cepa.
Cepa Media del  Diferencia _ Mediadel  Diferencia
IGTL significativa IGTS significativa
CD1 15.1850 T“”""'T“”'"'} S 112700 | v
CD1 et/+ 14.4438 | 6.0937

CD1 etet 116541 TT81500

i
|
!
:

* En la comparacion de IGTL el grupo eutimico es diferente al grupo de
portadores e hipotimico, no existiendo diferencia entre CD1 et/+ y CD1 et/et.

* * Se encuentra que existe una diferencia significativa entre la cepa CD1 y las
cepas CD1 et/+ y CD1 et/et, mientras que entre 1as cepas CD1 et/+ y CD1 et/et
no existe tal diferencia.
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Correlacion del indice glandular total del lagrimal (IGTL) y submaxilar (IGTS)
por sexo de subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et por Kruskal-Wallis

Casos Sexo Rango de IGTL o Rango de IGTS

65 EFi=HEﬁBRA . B - 71.18
69 ' 2=MACHO i 64.03

~.2863

" Significancia

134 Total de Casos

Existe una diferencia significativa en el indice glandular de lagrimal por sexo
entre los ratones CD1 et/et, CD1 et/+ y los CD1 con una (P< 0.05), mientras
que en el indice glandular de submaxilar no existe diferencia significativa por
Kruskal-Wallis.

Grafica comparativa del indice glandular total de submaxilar
y lagrimal por sexo

Hembra Macho

Sexo

| et oers |

En la prueba de Regresiéon Multiple de Thukey-HSD para el indice
glandular total de submaxilar y lagrimal por sexo no es significativa.
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Se determiné mediante la técnica de ELISA inmunoglobulinas contra los
diferentes isotipos IgA, IgM e IgG encontrandose lo siguiente:

Correlaciéon de IgA, IgG e IgM por ELISA para los sueros de ratones por cepa
de subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 etlet por Kruskal-Wallis.

Caos Rang

20

16
162

F— = — —

" Significancia

198 Total de Casos
Existe una diferencia significativa en la determinacién de inmunoglobulinas por

cepa entre los ratones CD1 etfet, CD1 et/+ y los CD1 con una (P< 0.05).

Grafica comparativa de inmunoglobulinas por cepa

120

100

80 -

60

Rango

40 -

20 -

1gA IgG lgm
Inmunoglobulinas

OCD1 OCD1 et/+ BCD1 etlet |
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Prueba de Regresion Multiple de Thukey-HSD para IgA, IgG e IgM por cepa.
Cepa Mediade Dif. Mediade Dif. Mediade Dif.
IgA igG IgM
cDt 0.1655 0.0461

CDlet+ = TToaie7 |7 T [ 00449 |
| CDtet/et . f 0.2622 0.0893

*

En la comparacién de 1gG el grupo hipotimico es diferente al grupo de
portadores y eutimico.

* * Se encuentra que existe una diferencia significativa entre la cepa CD1 et/et
y las cepas CD1 et/+ y CD1, mientras que entre las cepas CD1 et/+ y CD1 no
existe tal diferencia.

Para IgA no existe diferencia significativa cuando se analiza mediante la prueba
de Thukey-HSD.
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Correlacién del grado de lesién presente en los ratones por cepa de
subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 etlet por Kruskal-Wallis.

Rango Casos
64.50 20 CEPA=1 CD1
70.66 16 CEPA=2 et/+

106.67 ' 162 CEPA =3 et/et
Significancia .0001

198 Total de Casos

Existe una diferencia significativa en el grado de lesién por cepa entre los
ratones CD1 et/et, CD1 et/+ y los CD1 con una (P< 0.05).

Grafica comparativa del grado de lesién por cepa

D1 CD1 et/+ (D1 etfet

Cepa

Rangode M DOCasos j
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Prueba de Regresion Multiple de Thukey-HSD para el grado de lesion por

cepa.

| Cepa ~ Medias Direncia Significativa
CD1 ! 00000 N o |

CD1 et/+ r'ﬁ_—“bT?é'O“ T
CD1 et/et }

* * Existe una diferencia significativa entre la cepa CD1 et/et y las cepas CD1
et/+ y CD1, mientras que entre las cepas CD1 et/+ y CD1 no existe tal

diferencia.

Correlacién de la cepa por lesiones presente de subpoblaciones CD1, CD1
et/+ y CD1 etlet por Kruskal-Wallis.

Rangos Casos Lesiones b

90.35 0 sano y

117.50 1 inflamados

113.26 | 2 catarata

“_-;i 1.7.:,5_0 e e e ———— . - -—
Significancia .0001
198 Total de Casos

'3 perdidos |

Existe una diferencia significativa de la cepa por lesiones entre los ratones CD1
eVet, CD1 et/+ y los CD1 con una (P< 0.05) por Kruskal-Wallis.
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Grafica comparativa de cepa por lesiones

140
120
100
80
60
40 +
20

Rango

Normal Inflamado Catarata Perdido

Lesion

Rango de M OCasos

Prueba de Regresion Mualtiple de Thukey-HSD para cepa por el grado de
lesion.

Lsiones | | Medla O Dfr Significativa
"0Sano 25703 |
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* En la comparacién observa que existe diferencia significativa entre el grado

de lesién 1,2 y 3 con respecto a los sanos.
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DESCRIPCION DE LA SUBPOBLACION CD1 ET/ET
Correlacion de IgA, 19G e IgM por edad (semanas) del ratén CD1 etlet por

Kruskal-Wallis,
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Correlacién del indice glandular total de lagrimal (IGTL) y submaxilar (IGTS)
por edad (semanas) del raton CD1 etlet por Kruskal-Wallis.

IGTL
4438
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Significancia .0000
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Grafica comparativa del indice glandular total de submaxilar
y lagrimal por edad de ratones CD1 et/et
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Correlacion de lesiones presentadas en los ratones CD1 et/et por edad
{semanas) del ratén CD1 et/et por Kruskal-Wallis

Rango de medias

Significancia

Grafica comparativa de lesiones presentadas en el ratén
CD1 et/et por edad
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HISTOPATOLOGIA

La histopatologia de las glandulas salivales y lagrimales son evaluadas por el

1.2* con los siguientes rangos de

uso del criterio de clasificacion de Fox, R.
clasificacion: clase | ( glandula salival normal con pocos linfocitos), clase
( infiltracién linfocitaria diseminada que contiene < 1 foco / 4mm? )( foto 9) ,
clase II! (es definida como 1 foco /4 mm? )y clase IV ( = 2 focos linfocitarios /
4 mm?) ( fotos 10-15); en donde un foco es definido como un racimo de por lo
menos 50 linfocitos; las fotografias obtenidas fueron tefidas con hematoxilina
y eosina.

La glandula salival y lagrimal de los ratones Cd1 et/et presentan cambios

notables a partir de la semana 15 de edad y de progresién severa con la edad.
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Foto 7. Glandula submaxilar a 40 X. Ratén CD1 et/+ macho de 40 semanas de edad.
Agqui se observan los conductos interlobulares, conductos salivales y la estructura
acinar definida.
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Foto 8. Glandula lagrimal de raton CD1 et/+ macho de 40 semanas de edad a 40X
es normal en el examen histopatolégico. Se observan tanto el tejido conectivo como

los acinos bien definidos.

Foto 9. Glandula lagrimal a 40 X. Pequeiia area de infiltracién, con presencia de
células plasmaticas. Ratén CD 1et/et hembra de 23 semanas de edad.
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Foto 10 (arriba), Glandula submaxilar a 40 X. Ratén CD1 et/et hembra de 22 semanas
de edad. Foto 11 (abajo). Glandula lagrimal a 40x. Ratén CD1 et/et hembra de 68
semanas. Apariencia histoldgica de glandula submaxilar en ratones CD1 et/et donde
se observan focos linfocitarios con presencia de fibrosis.
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Foto. 12 (arriba). Glandula submaxilar a 100 X. Foto. 13 (abajo). Glandula lagrimal a
40 X. Raton hembra de 27 semanas de edad. Aqui la arquitectura lobular de la

glandula apenas puede ser reconocida. Ademas se observa ireas de atrofia, fibrosis
e infiltracién. Las lesiones son caracterizadas por infiltraciones de células
mononucleares, células plasmaticas y linfocitos. También se observa remplazamiento
del tejido por infiltrado linfocitario.
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Foto 14 (arriba). Glandula lagrimal a 40 X. Ratén CD1 et/et hembra de 68 semanas
de edad. Foto 15 (abajo). Glandula submaxilar a 10X. Ratén CD1 et/et hembra de 27
semanas de edad. Destruccion y sustitucidn del parénquima por infiltrado linfocitario

significativo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se establecio la correlacién entre todas las variables estudiadas, mediante un
programa de andlisis de varianza anova en el paquete estadistico SPSS*2.
Estableciendo un nive! de significancia de P < 0.05.

Aqui el metodo estandar de ELISA es modificado debido a que se requiere en
la unién de anticuerpo anticardiolipina (ACA) a liposomas que contienen
fosfolipidos con carga negativa, a partir de lo sugerido por Galli M et al,** quien
observa que en la unién del anticuerpo antifosfolipido al fosfolipido inmovilizado
se requiere la presencia de plasma, de este modo un complemento del plasma
es necesario para obligar al anticuerpo anticardiclipina a inmovilizar a la
cardiolipina, es la proteina llamada ACA-cofactor, y es requerida para la
expresion de la actividad de ACA.

Se ha demostrado que en pacientes con sindrome de Sjégren la activaciéon
exagerada de las células-B y su transformacién en células plasmaticas da
como resultado mayor cantidad de productos humorales; principalmente
inmunogiobulinas. Algunos de estos anticuerpos muestran propiedades de
autorreactividad que asociados a su depuracién disminuida por parte del
sistema reticuloendotelial, puede conducir a que los complejos inmunes
circulantes se depositen en el tejido glandular o extraglandular, ® asi como se
pudo observar en los ratones CD1 et / et la presencia en suero de multiples
autoanticuerpos circundantes de los isotipos IgA, IgG e IgM; haciendo un
andlisis de estas inmunoglobulinas por ELISA para los sueros de ratones
contra cardiolipina por cepa de las subpoblaciones CD1, CD1 et/+ y CD1 et/et
por Kruskal-Wallis, se encontrd que hay diferencia significativa entre las cepas,
mientras que en la comparaciéon mediante la prueba de regresién multiple de
Thukey-HSD se encuentra que en la cepa hipotimica, la respuesta de
inmunoglobulinas igG e IgM es mayor al grupo de portador y eutimico. Por otro
lado, al hacer la comparacién de medias de la inmunoglobulina IgA por cepa
no hay diferencia significativa por la prueba de Thukey-HSD, lo que hace
pensar que el hibrido con el hecho de poseer el gen se comporta de una
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manera diferente, por lo tanto debe haber algo mas en el ratén CD1 et/+ para
que se presente la enfermedad, aunque se han encontrado ratones et/+ con
cataratas. Cuando se comparan la respuesta de los ratones de la cepa CD1
et/et contra cardiolipina, con relacién a la edad, se observa que las
inmunoglobulinas IgA, 1gG y IgM fluctian a lo largo de las diferentes edades,
este comportamiento se debe a la vida media de los anticuerpos 0 a que hay
una regulacion de la respuesta contra la cardiolipina del tipo idiotipo-
antiidiotipo.

La principal caracteristica del sindrome de Sjégren primario es una alteracién
de la respuesta inmune que se evidencia por un infiltrado linfocitario en las
glandulas salivales y lagrimales, la proliferacién linfoide de la glandula salival
menor puede ser reactiva o evolucionar a una neoplasia. En los ratones
hipotimicos alopésicos CD1 et/et se encontraron cambios histopatolégicos en
las glandulas salivales y lagrimales que son notablemente similares a los
encontrados en los humanos; revelando que las glandulas contienen lesiones
que presentan infiltraciones en areas periductales y perivasculares por células
mononucleares, células plasmaéticas y linfocitos; estas lesiones en las glandulas
de los ratones CD1 et/et que van desde infiltraciones de clase |-V hasta la
destruccién general de la glandula acompanada por acumulacion de celulas
mononucleares y cambios degenerativos en las células secretorias,
observandose un desarreglo celular en los acinos de la glandula lagrimal
ademas de la perdida de los conductos interlobulares; dado que estos acinos
son secretores de tipo seroso, la ausencia de estos conductos nos permite
sugerir que la glandula presenta xerostomia y keratoconjunctivitis.?  La
severidad de la lesién autoinmune de la glandula en esta cepa hipotimica
incrementa conforme avanza la edad.

Se observa también que existe mayor nimero de ratones con lesiones de ojos
como son: inflamados, cataratas y perdida total del ojo en la cepa CD1 et/et
con una significancia de 0.0001, los cuales no se observan en las otras cepas.
Al hacer la comparacion del indice glandular total de lagrimal (IGTL) y de
submanxilar (IGTS) se encuentra que existen glandulas mas grandes en el ratéon
CD1, con respecto a las cepas hipotimica y portadora, esto nos hace pensar
que el dafio a glandulas submaxilares y lagrimales en los ratones CD1 et/et, se

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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evidencia, por el incremento de infiltrado linfocitario, el aumento de
autoanticuerpos y los cambios histolégicos observados.

La correlacion que se realiza por medio de la prueba de Kruskal-Wallis se
observa que existe diferencia significativa entre machos y hembras en el IGTL,
esto nos puede indicar que el dafio que hay en la glandula esta ligada a los
factores constitutivos, uno de los mas relevantes son las hormonas, de ahi la
mayor prevalecia del SS en mujeres desempefiando un papel patogénico, ya
que las hormonas sexuales del tipo de los estrégenos son
inmunopotenciadores.

En la evaluacién de la concentracion de proteinas plasmaticas de los ratones
CD1, CD1 et/+ y CD1 etlet, se observd que el valor de 1a concentracion de
alfaglobulina fue significativamente mayor en los ratones CD1 et/et con relacién
a los ratones CD1 y CD1 et/+ al aplicar la prueba de Thukey-HSD (P < 0.05),
un aumento en la region alfaglobulinas en un suero suele presentarse en
trastornos inflamatorios y degenerativos. No se mostré diferencia significativa
en el resto de las proteinas separadas electroforéticamente entre los grupos
estudiados.
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CONCLUSIONES

La causa de las lesiones en las glandutas salival y lagrimal de humanos que
caracterizan al SS son desconocidas, Igualmente obscura es la frecuencia de
asociacién de este sindrome con otros desordenes autoinmunes. Un modelo
adecuado para el sindrome de Sjégren primario ocurre en los ratones CD1 et/et
con desarrollo espontdneo de algunas de las caracteristicas vistas en la
enfermedad del humano; esta conclusion esta sustentada por los hallazgos
tanto histopatolégicos (infiltracién linfocitaria grado 4, hasta la destruccion
general de la glandula acompafada por acumulacion de células
mononucleares, células plasmaticas y linfocitos, cambios degenerativos en las
células secretorias, observandose un desarreglo celular en los acinos de la
glandula lagrimal y salival ademas de la perdida de los conductos
interlobulares) asi como la asociacién de los desordenes autoinmunes
(anticuerpos contra fosfolipidos de los isotipos IgA, IgM e IgG), ademds de la
prevalencia en hembras que es evidenciada con el indice glandular total del
lagrimal.

En la cuantificacion de proteinas la concentracién de la fraccidn alfaglobulina
los ratones CD1 et/et presentan una concentracién significativamente mayor,
mientras que en la prueba de factor reumatoide por aglutinacién pasiva usando
laG heterdloga fue negativa, esta prueba es indicativa de una enfermedad
reumatica pero no especifica de sindrome de Sjégren.
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RECOMENDACIONES

Es conveniente ademas de los hallazgos encontrados en el presente estudio,
se propone lo siguiente:
» Determinar la presencia de anticuerpos antinucleares anti-Ro y anti-La.
» Determinar factor reumatoide heterélogo (Rose Waaler).
> Determinar anticuerpos contra glandulas usando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta.
» Elucidar los mecanismos de la patogenia implicados en el sindrome de
Sjogren.
» Evaluacién de la Bromhexine, en este modelo como régimen de
tratamiento para el sindrome de Sjogren en humanos.
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