%
|
:
|
:
|
§

UNAM

FES
ZARAGOZA

LO HUMANO EJE
DE NUESTRA REFLEXION

UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

L4 4% AAAAVPHAAAA AL LA AR A A

FACULTAD D& ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

DETERMINACION DE ANTICUERPOS Anti-Ro y Anti-La

EN RATONES CD1 et/et Y SU RELACION CON EL ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO EN GLANDULAS LAGRIMALES
Y SUBMAXILARES

T K N I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

CECILIA MARQUEZ PLAZA

DIRECTOR: DR, RUBEN MARROQUIN SEGURA.
ASESOR: M.C. MAURILIO FLORES PIMENTEL

MEXICO, D. F, 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este es un viaje perpendicular

a la regi6n donde pocos se aventuran;
Ya estoy pues en esta ruta en que confluyen
aspiraciones y temores

victorias y derrotas

virtudes y defectos.

Asi en este viaje supe lo que soy;

ni izquierda ni derecha,

hacia atras mirar de vez en cuando
pero nunca claudicar

que de adentro ha de brotar el albatros
que anuncia al navegante extraviado
en mar revuelto;

Préximo esta el puerto.
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ABREVIATURAS

AR: Artritis reumatoide

gr: gramos

HLA: complejo mayor de histocompatibilidad
Ig: inmunoglobulinas

Igsubde: indice glandular submaxilar derecho
Igsubizq: indice glandular submaxilar izquierdo
Iglagder: indice glandular lagrimal derecho
Iglagdizq: indice glandular lagrimal izquierdo
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Igtlag: indice glandular total Igrimal

KDa: kilodaitons

LES: Lupus eritematoso sistémico

Lgi: glandula lagrimal izquierda

Lgd: glandula lagrimal derecha

MCTD: Enfermedad mixta del tejido conectivo
ug: microgramo

uL: microlitro

mg: miligramo

mL.: mililitro

nm: nanometro

PBS: Buffer de fosfatos

SS: sindrome de Sjégren

Scl : Esclerodermia

Smi: glandula submaxilar izquierda

Smd: glandula submaxilar derecha




INDICE

1.INTRODUCCION
2 SINDROME DE SJOGREN
2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS
2.2 CARACTERISTICAS GENERALES.
2.3 ETIOPATOGENIA
2.4 EPIDEMIOLOGIA
2.5 PERFIL DE ANTICUERPOS
2.6 DIAGNOSTICO
2.7 PRUEBAS ESPECIALES
2.8 TRATAMIENTOS

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
3.1 OBJETIVOS
3.2 HIPOTESIS

4. DISENO DE INVESTIGACION
TIPO DE ESTUDIO
GRUPO DE ESTUDIO
CRITERIOS DE INCLUSION
CRITERIOS DE EXCLUSION
CRITERIOS DE ELIMINACION

5. MATERIAL

6. METODO
6.1 BIOPSIA DE GLANDULAS
6.2 DETERMINACION DE ANTI-SSB/Ro
6.3 DETERMINACION DE ANTI-SSA/La




7. RESULTADOS
7.1 RESULTADOS ESTADISTICOS
7.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS

8. DISCUSION DE RESULTADOS

9. CONCLUSIONES

10.ANEXO
| TECNICA DE ELISA
IIMETODOS HISTOPATOLOGICOS
Il PREPARACION DE REACTIVOS

11. GLOSARIO
12. REFERENCIAS

32
47
53
56
59

60
60

67

69
7




1. - INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes no érgano-especificas, también llamadas
sistémicas, se caracterizan por la presencia de auto-anticuerpos circulantes que
pueden ser patogénicos o0 no y que estan dirigidos contra antigenos presentes en
todo el cuerpo, no siendo especifico en un érgano en particular. La presencia de
uno o mas auto-anticuerpos circulantes contra autoantigenos nucleares (ANAs)
es la caracteristica de las enfermedades reumaticas sistémicas. Este grupo de
enfermedades no presenta manifestaciones clinicas homogéneas, sino
graduaciones en la variedad y severidad de los multisistemas involucrados. En
este grupo se encuentran el lupus eritematoso sistémico (LES), la artritis
reumatoide (AR), la esclerodermia (Scl), la enfermedad mixta del tejido conectivo
(MCTD) y el sindrome de Sjogren (SS), objeto de la presente tesis.

2. - EL SINDROME DE SJOGREN
2.1- ANTECEDENTES HISTORICOS

La historia del sindrome de Sjogren comienza en 1882 en un congreso
llevado a cabo en Heidelberg (Alemania) donde el Dr. T. Leber present6 tres
casos de pacientes con queratitis y sequedad de boca. Seis afios después, el
médico cirujano Dr. J.Von Mikulicz-Radecki, presenté a la sociedad médica de
Koénigsberg el caso de un paciente de 42 afios con hinchazén bilateral de las
glandulas lagrimales y salivales. Por este motivo se denomind inicialmente esta
patologia como enfermedad de Mikulicz.




Poco tiempo después, el Dr. WB Hadden también presenté a la sociedad
médica de Londres a una paciente de 65 afos que desde hacia varios meses
padecia de sequedad bucal y lagrimal que se incrementaba gradualmente, por lo
que desde entonces introdujo el término xerostomia.

En 1933 el oftaimélogo sueco, Henrik Sjogren publicé su tesis en la que
describia un sindrome que afectaba a 19 pacientes posmenopausicas
caracterizado por sequedad lagrimal y bucal. Sjégren encontré que 13 mujeres
del total de este grupo sufrian de artritis cronica acompafnada de sequedad de
ojos y boca. [1] En su monografia, el Dr. Sjégren concluye sobre las bases de
una amplia investigacién clinica y anatopatolégica, que este sindrome es
consecuencia de una patologia sistémica generalizada. En 1943 la tesis del Dr.
Sjogren fue traducida al inglés por un oftalmélogo australiano lo que provocd una
amplificacién del interés de esta patologia en diversos campos de la medicina, y
ahora se le reconoce como una enfermedad autoinmune e inflamatoria crénica.
Desde ese momento, los médicos de todo el mundo han puesto atencion al
encontrar pacientes con esta combinacién de sintomas y la han llamado
Sindrome de Sjogren (SS). En las décadas de los 50 y 60 se publicaron
diferentes trabajos clinicos al respecto. En la década siguiente se documentaron
diferencias clinicas y de laboratorio en pacientes que eran portadores o no de
artritis reumatoide. Estos dos grupos se diferencian por su perfil de auto-
anticuerpos y sus marcadores genéticos. Con base en estas comprobaciones,
Block et al y posteriormente otros autores, propusieron subdividir a este
sindrome en primario; que es aquel en que los sintomas estan presentes sin
signos de enfermedades conectivas que lo acomparien; y secundario, cuando los
ojos y la boca seca aparecen acompafiado por una enfermedad del tejido
conectivo, por ejemplo: AR, esclerodermia, LES, etc.




2.2- CARACTERISTICAS GENERALES

El sindrome de Sjégren (SS) es una afeccion inflamatoria crénica
secundaria a una alteracién del sistema inmunolégico, que tiene como
caracteristica la infiltracién linfocitaria. Si bien se trata de un desorden sistémico
(de todo el organismo), las articulaciones y miusculos son afectados pero
preferentemente las glandulas de secrecién externa (sobre todo lagrimales,
salivales, nasales),.

La inflamacién y consecuente destruccién de estas estructuras se traduce
clinicamente en sintomas derivados del déficit secretorio (sequedad de los
tejidos)[2,3]. Esta enfermedad también puede afectar otras glandulas, tales como
las que estan localizadas en el estémago, pancreas, e intestinos, y puede causar
sequedad en otras partes del cuerpo que necesitan secreciones y humedad,
como la nariz, garganta, vias respiratorias y la piel.

El aumento de la glandula salival se produce entre un 30 y 50% de los
pacientes con SS, observandose generalmente difuso, no doloroso y de
consistencia firme, siendo estas alteraciones mas perceptibles en las parétidas.
Como se menciond antes, el sindrome de Sjégren se puede clasificar en dos
formas esenciales:
1-Sindrome de Sjogren primario: definido por la queratoconjuntivitis sicca y
xerostomia en ausencia de otro cuadro.
2-Sindrome de Sjégren secundario: cuando estan presentes una xerostomia y/o
xerosftalmia en el contexto de una enfermedad autoinmune bien definida,
especialmente aquellas que afectan al tejido conectivo como: conectivitis mixta,
esclerosis, vasculitis, crioglobulinemia mixta, purpura hipergammaglobulinémica,
hepatitis crénica, tiroiditis de Hashimoto, LES, AR etc.[4]




Esta enfermedad se observa predominantemente en el sexo femenino, ya
que el 90% de los individuos con este sintoma son mujeres, cuya edad promedio
es 50 aflos, aunque se han presentado casos en nifios [5]. Aproximadamente en
el 50% de las personas afectadas la enfermedad se presenta como una patologia
primaria (SS primario), mientras que en el resto se observa en relacién con artritis
reumatoide u otra enfermedad del tejido conjuntivo.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la sequedad ocular
(xeroftalmia 94%)- y orofaringea (xerostomia 96%), que suele manifestarse de
manera insidiosa[2]. En el SS ya sea primario 0 secundario, el componente
acuoso es el que se altera primero, dando lugar a una sensacioén subjetiva de
sequedad ocular y orofaringea.

Debido a que la pelicula lagrimal esta compuesta en un 90% de agua y es
el componente principal de la saliva, en la que se encuentran disueltas enzimas y
electrolitos, todo ello secretado por el componente epitelial, asi como una
pequeiia proporcién de moco producido por el acino glandular. Esto refleja que
probablemente es el epitelio el que primeramente se ve afectado por el infiltrado
inflamatorio. El mecanismo por el cual se reduce la secrecién salival y lagrimal es
objeto de cierto debate; la creencia previa de que el fallo glandular es debido
simplemente a la infiltracién inflamatoria, parece ser incorrecta, al menos en
parte, pues de hecho la atrofia acinar, la hiperplasia ductal y la dilatacién de las
glandulas salivales, son consideradas actualmente como alteraciones poco
especificas y probablemente mas relacionadas con la edad.

El grado de dafio epitelial no siempre se corresponde con la alteracién de
flujo salival y la estimulacién con farmacos, como la pilocarpina que a menudo
restaura el flujo salival normal en pacientes con importante sequedad oral [7].




Estas observaciones han llevado a algunos autores a sugerir que el
infiltrado mononuclear puede inhibir la funcién exocrina mediante la liberacién de
sustancias con efectos antisecretores, o por otras interacciones con la célula
epitelial que no suponen la destruccion de la misma. La influencia del sistema
nervioso puede ser otro mecanismo importante ya que la glandula salival esta
ricamente inervada, asi mismo el sistema parasimpatico esta fundamentaimente
implicado en la secrecién acuosa y el simpatico en la secrecién mucinosa.

En la biopsia de la glandula salival menor de pacientes con SS se ha
observado una importante destruccion de fibras nerviosas, lo que sugiere que un
descenso del estimulo neurogénico puede contribuir a la disfuncién glandular
[27, 28].

La sequedad ocular suele ser descrita como “sensacién de arenilla
intraocular” “ardor ocular “ o *“fatiga visual®, pudiendo acompadfarse de otras
manifestaciones como disminuciéon de agudeza visual y dolor ocular. La
exploracién puede revelar, dependiendo de la severidad, una conjuntiva
deslustrada e hiperemica con filamentos mucosos, pérdida del contenido liquido
en el saco conjuntival inferior y ulceraciones cornéales (queratoconjuntivitis 6
sicca).

La sequedad oral conlleva a la necesidad de ingerir con mayor frecuencia,
liquidos para mejorar la deglucién de los alimentos. Dicha sequedad puede
acompanarse de otros sintomas como disfagia o alteraciones en el sentido del
gusto. La exploracibn mas detallada de la boca puede conducir a observar
ausencia de liquido en el receso sublingual y atrofia de las papilas de la lengua.




Un tercio de los pacientes, fundamentalmente en el estadio del SS primario,
desarrollan tumefaccién parotidea, por lo general bilateral, no dolorosa y de
consistencia firme. Pueden presentarse episodios agudos similares a una
parotiditis aguda que a veces se debe a la destruccion de los conductos
excretores: la queilitidad angular, candidiasis crénica eritematosa de lengua y las
caries dentales son complicaciones relativamente frecuentes [7].

La biopsia de glandula salival menor suele mostrar un infiltrado linfocitario,
destruccion del epitelio glandular y grados variables de fibrosis [8]. En algunos
pacientes es posible observar parte de la glandula bien conservada, por lo general
la insuficiencia salival se atribuye a la destruccién del estimulo neurégeno
necesario para su funcionamiento. La sequedad de mucosas puede extenderse a
otras localizaciones, dando lugar a epistaxis, ofitis.

La enfermedad sistémica en el SS puede atravesar por etapas con
sintomas generales como astenia, adinamia o febricula-fiebre persistente o con
las manifestaciones especificas producidas al comprometer diferentes érganos.
Existe afectacion articular en aproximadamente el 50% de los pacientes, que la
presentan, por lo general, en forma de artralgias y menos frecuente, como
poliartritis no erosiva de curso crénico, afectando grandes y pequefas
articulaciones de forma bilateral y en ocasiones se produce artropatia de Jaccoud.
Se observa afectacion renal en el 30 a 40% de los casos, lo habitual es que se
produzca neuropatia intersticial moderada que se expresa por alteraciones
tubulares (Acidosis tubulorenal, diabetes insipida, Sindrome de Fanconi) y que

rara vez evoluciona a insuficiencia renal terminal [10, 11].




La glomerulonefritis es poco comun y se asocia con crioglobulinemia y
lleva a plantear la posibilidad de padecer LES.

La afecciébn de aparato respiratorio es muy comin pero en pocas
ocasiones es relevante. La desecacién del arbol traqueobronquial da lugar a una
tos persistente que se ha descrito como una obstruccion de la via aérea
pequefia, acompafiada de inflamacién linfocitaria peribronqueal. El lavado
bronqueoalveolar ha mostrado una alta frecuencia de alveolitis linfocitaria, que
suele ser asintomatico y sin traduccion radiolégica, aunque algunos de estos
casos desarrollan posteriormente neuritis intersticial que puede progresar a
fibrosis pulmonar. La infiltracién linfomatosa del parénquima pulmonar puede ser
dificil de distinguir de la neuritis intersticial, aunque su patrén radiolégico suele
ser diferente (nddulos) y se acompania de adenopatias mediastinicas. La disfagia
es el sintoma gastrointestinal mas frecuente, probablemente debida a Ila
xerostomia.

La enfermedad puede afectar el pancreas y ocasionar hiposecrecion
pancredtica e hipoclorhidea, gastritis atroéfica o trastornos de absorcién, pero
suelen ser asintomatica y solo evidenciables mediante pruebas diagnésticas. La
pancreatitis aguda o crénica es rara, pero la hiperamilasemia asintomatica puede
presentarse hasta en un 25%. Existe una clara asociacién del SS con la cirrosis
biliar primaria y con la hepatitis crénica activa (25-33%)[4]. En el caso de la
primera, los paciente presentan sequedad ocular y faringea. La mayoria de los
casos en los que coexisten estas enfermedades siguen un curso clinico y
presentan una asociaciébn con antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) similares al SS secundario y a la AR.




Los efectos del SS sobre el sistema nervioso central (SNC) son motivo de
controversia, si bien en algunos trabajos parece que se ha llegado a diagnosticar
en el 20% de los casos y en otros estudios no se ha confirmado este hecho.

2.3- ETIOPATOGENIA

Dentro de los factores externos mas importantes se encuentran los virus,
ya que en algunos casos la enfermedad comienza en conjunto con una infeccién
virica y en otros con la reactivacion de un proceso virico latente. Se ha implicado
al virus Epstein-Barr, al citomegalovirus, al herpes virus humano tipo 6, al virus C
de la hepatitis y los retrovirus, pero no hay datos contundentes que avalen tales
afirmaciones [12, 40-43].

Se ha detectado particulas retroviricas de tipo A y anticuerpos contra
glucoproteina p24 de la capside virica de HIV en aproximadamente. 30% de los
enfermos, mientras que en la poblacién general el porcentaje es de 1-4%. Los
factores internos constitucionales mas relevantes son las hormonas y el complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA). La mayor prevalencia de SS en mujeres
sugiere que alguin factor hormonal realiza un papel patogénico, las hormonas
sexuales son capaces de regular diversas funciones inmunes, a pesar de esto el
SS no parece mejorar en la menopausia y la terapia hormonal sustitutiva no
produce exacerbaciones de la enfermedad[40].. Todo ello sugiere que el
predominio en la mujer no se explica Unicamente por los niveles de estrégenos.
Se ha descrito la asociacion del SS primario con los antigenos B8, DR2, DR3,
DQ1, DQ2, DRw52 del HLA. Mientras que el secundario se asocia con el DR4
(13}




Los estudios de tipificacion de HLA sugieren una predisposicion genética
para el desarrollo de dicha enfermedad. Con frecuencia la HLA-B8, HLA-DR3,
HLA-DR2 y mas notablemente HLA-DRw52, que estan aumentada en el sindrome
primario[14]. Se presentan dos tipos principales de alteraciones
inmunorreguladoras; la primera de ellas es una actividad andémala del sistema
inmunitario celular, manifestada por una intensa infiltracion inflamatoria por células
monoclonales, que se observa en las glandulas salivales, compuestas
predominantemente por linfocitos T activados y también se puede detectar
linfocitos B activados. Estos infiltrados son los responsables de muchas de las
manifestaciones clinicas de sindrome de Sjégren [15].

El segundo trastorno inmunorregulador es una alteracién oligoclonal de
células B, el exceso de la actividad de estas células se manifiesta por
hipergammaglobulinemia policlonal, elevacién de los niveles de inmunocomplejos
circulantes y produccién de SSA(anti-Ro) y de SSB (anti-La), aunque no se ha
aclarado el significado clinico exacto de estos y otros marcadores, la mayoria de
los pacientes con manifestaciones graves han resultado positivos para SSA[16].
Su estrecha vinculacién con enfermedades autoinmunes ha permitido un estudio
profundo sobre la naturaleza e identidad de las moléculas involucradas.

2.4- EPIDEMIOLOGIA

El Dr. H Sjégren describié al SS como una enfermedad rara con una
prevalencia de 0.05%. En 1971, el Dr. M.A. Sheam estimé la prevalencia del SS
primario y secundario entre 0.2 y 0.44%. Existen sin embargo evidencias
crecientes de que la prevalencia del SS supera a la de la artritis reumatoide, que
afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mundial.




En las décadas de los 70 y 80 los estudios llevados a cabo en poblaciones
geriatricas mostraron una prevalencia que oscila en un rango del 2 al 4.8%.

Un estudio sueco que evalué la prevalencia del SS en personas de 52 a
72 afios determindé que la misma alcanza el 2.7% y una reciente publicacion
china registré una prevalencia del 0.8%. Puede concluirse que el SS parece ser
un desorden comun que tiene una amplia distribucién mundial. En el caso del SS
secundario, aproximadamente un 30 % de los pacientes también padece artritis
reumatoide, un 10% lupus y un 20% sufre esclerodermia.

2.5- PERFIL DE AUTO-ANTICUERPOS

La alteracion de laboratorio mas caracteristicas es la aparicioén de diversos
auto-anticuerpos. El auto-anticuerpos cominmente encontrado en SS es el factor
reumatoide, que presenta titulos altos con o sin artritis reumatoide. Las tres
principales clases de inmunoglobulinas (Igs) pueden ser elevadas en el SS,
encontrandose mayor elevacién en la fraccién IgG,: mientras que la IgA, IgM
aparecen muy poco elevadas. Debido a que en SS ante todo se implica a la
superficie mucosa, es sorprendente que los niveles de IgA sean los menos
afectados.

La IgA secretora puede ser elevada en el suero pero esta es una pequefa
fraccion de la IgA total, ademas sé ha demostrado que se encuentra elevado en
muchas enfermedades cronicas.
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Los niveles de IgM e IgG salivales son elevados en los pacientes con SS 'y
son relacionadas con el grado de compromiso con la glandula salival. Sin
embargo, los que se encuentran sumamente altos son los niveles de gamma
globulina; la crioglobulinemia es la complicacién del SS. La crioglobulinas son
inmunoglobulinas compuestas de aminoacidos y carbohidratos, asi por ejemplo,
los niveles de B*microglobulinas son elevados en la orina, suero y saliva de
pacientes con SS [9]. Entonces la elevacion de las p2-microglobulinas en suero
puede ser Util para pronosticar una recaida de la caracteristica clinica del SS,
mientras que cuando bajan las B2-microglobulinas indican un mejoramiento
clinico. Los niveles de P2-microglobulinas salivales pueden ser usados para
predecir el compromiso de la glandula salival, los altos niveles reflejan la extensa
infiltracién de células mononucleares.[34]

Existe una gran variedad de autoantigenos involucrados en reconocimiento
de los autoanticuerpos relacionados con las enfermedades autoinmunes
sistémicas ente ellas se encuentran las particulas ribonucleoproteicas (RNP)
altamente conservadas como SSA/Ro, SSB/La y nRNP.

Los anticuerpos antinucleares en suero que mas frecuentemente se
observan en los pacientes con SS son: el anticuerpos SS-B/lLa, el cual esta
relacionado con la forma primaria de la enfermedad en un 60-70% de los casos
debido a que son los mas especificos por ser raros en otras enfermedades
autoinmunes; en la forma secundaria, cuando se relaciona con LES en el 70 al
80% de los pacientes, se detecta el anticuerpo SS-A/Ro, sin embargo se
considera que este es especifico para el SS cuando esta presente también el
anticuerpo SS-B/La.




ANTI-SSA/Ro

Clark y Col, en 1969 descubrieron por primera vez el antigeno SSA/Ro en
un paciente con LES. Estudios posteriores, utilizando sueros de pacientes con SS,
revelaron que los mismos eran capaces de precipitar tres antigenos diferentes, que
fueron designados como A, B y C y con el prefijo SS, indicando que estan
involucrados en SS.

Afios mas tarde Alspaugh y Maddison demostraron que el Ro y SS-A eran el
mismo antigeno y que no eran especificos del SS, ya que se encuentran en los
sueros de pacientes con LES, aunque en menor frecuencia.

Estos autoanticuerpos reconocen particulas ribonucleicas pequefias, cuyo
compo|nente proteico varia entre 50 y 150 kD. El elemento proteinico contenido en
estos complejos inicialmente se reportd que tenia un tamafio de 60kD que se
asocia a pequefios ARN de 83-112 nucledtidos. Recientemente se detectaron
proteinas con un tamaiio de 52kD en estos complejos[18].

Cuando se utilizan eritrocitos, como fuente antigénica, los sueros de
pacientes reconocen dos proteinas de peso molecular de 54kD o 60kD
antigénicamente diferentes, ya que se han encontrado sueros capaces de
reconocer a una y no a otra proteina [16]. La disociacién de la respuesta inmune
hacia distintas proteinas de Ro sugiere la posibilidad de diferentes procesos
autoinmunes.
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ANTI -SSB/La

Los autoanticuerpos SS-B reconocen a una proteina nuclear de 48kD (SS-
B) que actia como cofactor para la ARN polimerasa Ili. E! antigeno esta asociado
también con todas las RNA transcritos por ARN polimerasa Ill, incluyendo tARNSs,
ARNSs, 5S ribosomal, ARNs viral codificado para ARN polimerasa Il del huésped,
incluyendo el virus del Epstein-Barr 1 y 2. La deteccién de la presencia de los
anticuerpos SS-B en los sueros de pacientes con SS primario es muy variado y
oscila entre el 40 y 96%.

Algunos complejos de SS-A/Ro RNP contienen la proteina de SS-B/La
[19]. Recientemente se ha encontrado que se produce una dramatica acumulacién
de SS-B/La en las membranas celulares de las glandulas salivales y conjuntivas
de pacientes con SS [20]. Esta observacibn conduce a la hipétesis de que la
expresién superficial de antigenos normalmente cripticos pueden ser inducidos
por factores tales como una infeccién viral, la cual, junto con la expresion antigena
HLA clase ll, puede servir como estimulo para la produccién de respuestas
autoinmunes especificas de SS. El hallazgo de anticuerpos antagonistas de SS-
A/Ro (con polipéptidos de 60 kDa en 42 a 88 % de los casos y de 52 kDa en 35 a
87 % de los casos) y SS-B/La-48 (en 46 a 77 % de los casos) en suero de.
pacientes con SS, ha sido considerados como un parametro de diagnéstico en el
criterio de California y de manera preliminar en el criterio Europeo. Sin embargo, el
diagnoéstico con estos reactivos no es definitivo debido a que estos anticuerpos
también se han encontrado en pacientes con ofras enfermedades
autoinmunes[21].
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En este trabajo se realizd la determinaciéon de Anti-Ro y Anti-La utilizando
una placa de diagnéstico comercial. Esto con el fin de averiguar si los valores
determinados con este método son proporcionales al dafio que presentan las
glandulas salivales y lagrimales en ratones.

2.6- DIAGNOSTICO

Depende de la valoracién del conjunto de manifestaciones clinicas, datos de
laboratorio y resultado de las exploraciones complementarias ya que ninguna
valoracién aislada proporciona un diagndstico certero. Para delimitar y hacer una
clasificaciéon con un margen aceptable de confianza se ha convenido en
acumular los datos segun los criterios de San Diego (1986), que a continuacion
se describen [33 ]

A- Sindrome de Sjégren primario.
o Signos y sintomas de sequedad ocular.
Prueba de Schrimer positiva.
Tincién positiva con rosa de bengala.
o Signos y sintomas de sequedad oral.

Biopsia de glandula salival menor anormal (mas de 2 focos linfocitarios)
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o Presencia de trastornos inmunitarios
Factor reumatoide elevadc (>1/320)
Anticuerpos anti-nucleares con titulo alto (>1/320)
Auto-anticuerpos especificos anti-SS-A y/o anti-SS-B
B- Sindrome de Sjégren secundario
o Signes y sintomas caracteristicos del SS primario definidos en el punto 1

o Datos clinicos suficientes para el diagnéstico de artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, polimiositis, linfoma preexistente, infeccién por VIH,
virus de la hepatitis B o C, fibromialgia primaria, otras causas conocidas
de neuropatia autébnoma y ofras causas de queratitis seca o crecimiento
de glandulas salivales.

2.7- PRUEBAS ESPECIFICAS.

a) PRUEBA DE SCHIRMER :

Ayuda a determinar el grado de sequedad de los ojos. Se introducen dos
pequefias piezas de papel, una en cada ojo, dejandolas durante 5 minutos.

' . H s -
Posteriormente se retira el papel y se miden los milimetros que ha mojado la
secrecion lagrimal de sus ojos.
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b) POR EXAMEN CCN LAMFARA DE HENDIDURA:

Es un metcdo mas ajustado de ver la sequedad de los ojos. Se pone una gota
de un colorante en el cjo y examina el ojo con una lampara especial. El colorante
tefiird aquellas areas secas o erosionadas de los ojos. Este examen lo efectia un
oftaimélogo.

¢) GAMMAGRAFIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES:

Consiste en la administracién de un contraste por la vena que se acumula en las
glandulas salivales. Una glandula enferma elimina y secreta el contraste de forma
mucho mas lenta quedando esio reflejado en una radiografia especial.

d) SIALOMETRIA:

Procedimiento que se utiliza para medir el fiujo salival. Los valores normales a
tener en cuenta son en reposo menor de 0,1 mL/min y en la saliva estimulada
menor a 0,7 mL/min aproximadamente.

e ) SIALOGRAFIA:

Método invasivo que se emplea para su realizacion la introduccion de un
material de contraste en los conductos excretores de las glandulas salivales,
donde encontramos rasgos no especificos. Observamos sialectasias, imagenes
multiformes que demuestran la destruccion del sistema parenquimatoso glandular
con extravasacion. También se puede producir un enlentecimiento en la
eliminacién del liquido de contraste durante semanas o meses.
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f) ESCINTIGRAFIA:

Es un método no invasivo que valora las zonas no funcionales. El trazador
utilizado es el Tc, que permite visualizar las glandulas salivales y su mecanismo
excretor. Las anomalias frecuentemente observadas son asimetria entre las dos
glandulas parétidas y su retardo en la eliminacién.

g) BIOPSIA DE GLANDULAS SALIVALES MENORES:

Es un método sencillo que consiste en: colocar la anestesia infiltrativa local en
el labio inferior, se realiza una incision pequefa y horizontal sobre la mucosa
labial, entre la linea media del labio y la comisura, las glandulas salivales
menores son diseccionadas liberandolas de la facia. 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
las biopsias; en los focos de infiltracion linfocitaria de mayor tamafo 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 I6bulos glandulares, en los que se
debe hacer una graduacién en términos de nimero de focos de infiltracion
linfocitaria por area 4mm?, un foco linfocitario esta constituido por 50 linfocitos o
mas la presencia de mas dos focos por area se considera diagnéstica en
términos anatomopatolégico, grados menores de infiltracién se consideran como
sugestivos. la biopsia de labio tiene una sensibilidad de 82% y una especificidad
del 86%. [32]




h) HISTOPATOLOGIA:

Encontramos focos de infiltracién linfoidea, con atrofia acinar e hipertrofia del
epitelio ductal, con obstruccién gradual de la luz y desarrollo de islotes de células
epiteliales formadas a partir del epitelio ductal proliferante. Se pueden definir
diversos grados inflamatorios dependiendo del grado de severidad. Se considera

positiva cuando se observa 1foco/4mm? de tejido glandular constituido por 50 o
mas linfocitos.

i) ANALISIS DE RUTINA:

« Anemia normocrémica 6 hipocrémica (en el 256% de los casos).

« Leucopenia (en el 30% de los casos).

« Aumento de la eritrosedimentacion.

« Eosinofilia.

« Trombosis o trombocitopenia apreciable (cuando se encuentra asociado a la AR
o LES).

« Alteraciones inmunolégicas.

« Hipergamaglobulinemia.

« Ac. antiducto salival, SS-A, SS-B, SS-C y AAN.

« Factor reumatoide positivo.
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2.8- TRATAMIENTO
A) MEDIDAS SINTOMATICAS

1- Bucales: Se debe insistir a los sujetos que mantengan una higiene bucal
perfecta, con uso regular de pasta dental fluorada, lavados bucales y
evaluaciones dentales regulares, los sorbos frecuentes de agua y el uso de
goma de mascar sin azucar. La pilocarpina es util algunas veces en los casos
que no responden a las medidas conservadoras. Muchos individuos
encuentran que es de ayuda la preparaciéon de saliva artificial en aerosol, un
humedecedor para disminuir la xerostomia nocturna para el tratamiento de la
candidiasis bucal se recomiendan los trociscos de nistatina.

2- Oculares: Las lagrimas artificiales alivian los sintomas oculares y protegen
contra las complicaciones de los ojos. La terapéutica para complicaciones
oculares refractarias incluye mucoliticos, oclusién puntiforme.

3- Ofras: la resequedad de la piel se puede fratar con cremas o aceites
humectantes, la resequedad vaginal y nasal se alivia frecuentemente
mediante lubricantes estériles, miscibles en agua.

B) MEDIDAS SISTEMICAS

Los antinflamatorios no esteroide son de utilidad en el tratamiento de la
artritis no erosiva, los corticosteroides o inmunosupresores pueden ser (tiles
en la terapéutica de personas con enfermedad grave o que ponga en peligro
la vida como linfoma, macroglobulinemia o infiltracién linfocitica masiva en
o6rganos vitales.
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3- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la mayoria de los pacientes con sindrome de Sjogren se observan
anticuerpos anti-La (SS-B) y anti-Ro (SS-A) que van produciendo un infiltrado
que es una caracteristica inmunitaria de la enfermedad. Es necesario contar con
un modelo animal de éste sindrome, para entender mejor la patogenia de la
enfermedad. Por ello se desarrolla un estudio en ratones CD1 et/et, cuyas
glandulas mostraron, en analisis previos un infiltrado semejante al presentado
en las glandulas de los enfermos del sindrome de Sjogren. Nuestro interés es
observar si el aumento en dichos niveles puede asociarse a la destruccion de las
glandulas salivales y lagrimales, con la finalidad de utilizar estos antigenos como
marcadores para predecir el dafio ocasionado en la glandula, sin necesidad de
realizar una biopsia.
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3.1- OBJETIVOS

a)- Determinar los niveles de anti-Ro y anti-La en sueros de ratones machos y
hembras et/et, et/+ y +/+.

b)- Realizar estudios histopatolégicos en glandulas lagrimales y submaxilares en
las tres cepas de ratones.

c)- Relacionar los niveles de anti-Ro y anti-La, y determinar el dafo presentado
en las glandulas salivales y submaxilares.

3.2- HIPOTESIS.

A mayor titulo de anti-Ro y anti-La, mayor sera el daiio encontrado en las
glandulas lagrimales y submaxilares.
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4. - DISENO DE INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO

Comparativo, transversal, observacional y prospectivo.

GRUPO DE ESTUDIO.

98 ratones et/et, 16 ratones et/+ y 20 ratones +/+

CRITERIOS DE INCLUSION:

Ratones hembras y machos de 18 a 68 semanas de las cepas +/+, et/+y et/et.
CRITERIOS DE EXCLUSION.

Ratones del estudio que presenten infecciones, tumoraciones.

CRITERIOS DE ELIMINACION.

Se eliminaran aquellos animales que no tengan completos sus datos.

MODELO ANIMAL

El modelo animal que se utilizara es un ratén hipotimico alopécico derivado
por una mutacién espontanea de la cepa albina CD1 como resultado de un gen
recesivo autosémico simple, [22,23] surgida en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza. Los animales son obtenidos al aparear machos y
hembras et/+ o bien machos et/ety hembras et/+.

A este ratén se le llam6é CD1 etlet, el simbolo “et’ se a adaptado 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 CD1et/+, mientras que en las hembras
CD1et/et, se presenta una estructura parecida a un nédulo linfatico en lugar de
timo y el peso de ésta estructura es mas bajo que el peso del timo de las hembras
eutimicas CD1et/+[24,25].
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Las glandulas de algunas hembras et/et desarrollan una exocrinopatia que
se asemeja al sindrome de Sjogren[26] Los crios CD1et/et se separan de sus
hermanos con pelo se diferencian al nacer por la ausencia de vibrisas (vibrisae), se
crecen por separado y se mantienen bajo condiciones convencionales del bioterio,
con libre acceso al alimento, agua y a temperatura de 21 -24°C.
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5. - MATERIAL

REACTIVOS
[PRODUCTOS “MARCA
i [Acido citrico HaCsH50.H.0 iTécnica quimica
|Agua desionizada | Hycel
| Agua destilada | Hycel
- lAIbﬂmina de huevo |J.B.Baker
: l Bicarbonato de sodio lTécnica quimica
‘ Carbonato de sodio ‘ J.B. Baker
: ‘ Cloruro de sodio NaCL [Técnica quimica
: [ Cloruro de potasio KCL ITécnica quimica
Fosfato de potasio K;HPO, IJ.B.Beker
§ | Fosfato de sodio NaH,PO, |J.B.Baker
; | Gelatina U.S.P. |J.B.Baker
: |o-fenilendiamina (ODP) CgHgN> ISigma
1 Peroxido de Hidrégeno H.O, 1
: ‘Twen 20 1 Hycel de México

: l Leche descremada i
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EQUIPOS

[PRODUCTO ‘ MARCA

| Lector de ELISA ‘ Awareness Technology Inc
{Lampara uv i Cole-Palmer Instrument Compay
[ Balanza analitica ! Mattler H 80

i Incubadora |[ RIOSSA

|Agitador Vortex-Genie [ Scientific industries NC

: ‘ Centrifuga | Solbat

_ \ Refrigerador I Phillips 127volts-VA
MATERIAL

: i Placas de poliestireno de alta adherencia Nunc.

_ | Micropipetas

' | Pipetas tipo Eppendorf

‘ Puntas para pipetas

' I Equipo de microdiseccién

: | Matraz volumeétrico 1000mL

__ l Vasos de precipitados 150 y 500mL

; ‘ Papel aluminio

; | Papel absorbente

i | Probetas graduadas 50mL, 100mL, 200mL

,[Tubos de ensaye 12x875, 13x100,
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MATERIAL BIOLOGICO

| CEPA |I RATONES ‘ NUMERO DE RATONES
[1 — [ cD1 |2o

I
|2 [ CD1et/+ | 16

)

- | 3 I CD1 et/et | 98
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6. -METODO

Se estudiaron 134 ratones machos y hembras de varias =sdades(
20CD1,16CD1et/+, 98 CD et/et ) antes del sacrificio de los ratones se observaron
las lesiones visibles y se clasificaran como: 1)Ratéon sano, 2)Ratdon con ojo
inflamado, 3)Raton con cataratas, 4)Raton ojo perdido. Se registré la edad, sexo,
peso, y una vez anotadas las caracteristicas de cada una de las cepas se
anestesiaron los animales en cdmara de éter y se procedié a colectar la sangre por
incisién axilar, seguida de su sacrificio (figura 1). La sangre se dejé coagular, se
obtuvo el suero, en el que se realizd la medicién de anti-Ro y anti-La.

'y

FIGURA 1. Incisién axilar

6.1 BIOPSIA DE GLANDULAS

Las glandulas salivales submaxilares (gsub) y lagrimales (glag) izquierda y
derecha ( izq, der ) para el andlisis histopatolégico son extirpadas de los ratones
CD1, CD et/+, CD1 et/et se pesan y con estos datos se calcula el indice
glandular (lIg), segun la siguiente formula




Pg
[ ———— g [ 0[4]0]
Pa
Donde
Pg = Peso de la glandula
Pa =Peso del animal
X =izquierdo, derecho o total

Las glandulas se almacenan independientemente en una solucién de
formalina al 10% de PBS para su preservacion. Después de Ia fijacion, el tejido es
deshidratado en series de grados de soluciones de etanol e incluido en parafina,
las secciones son cortados en S5um usando un micrétomo rotatorio después se
tife con hematoxilina y eosina (H-E), las secciones de tejidos son evaluadas

usando un microscopio dptico




6.2 DETERMINACION DE ANTI-SSB/Ro

Se utiliz6 un imnunoensayo enzimatico de fase sdlida, utiizado para la
determinacién de autoanticuerpos antagonista directos SS-A/Ro, SS-B/La, Sm,
RNP/Sm, Scl-/70, So-1, centromeros (CENP-B), fosfoproteinas ribosomales(RPP),
Marca Dia Sorin.

PROCEDIMIENTO

1-Todos los reactivos y el suero se equilibran a temperatura ambiente 18-25°C,
se almacenan a una temperatura de 2-8°C. La placa se equilibré a temperatura
ambiente en su empaque para proteger las paredes de posible condensacién.
2-Diluir el suero 1:50 con PBS.

3-Colocar 100uL de especimenes de prueba diluidos en los pozos. Tratando de
realizar esta operacién antes de los 5 min.

4- Incubar los pozos por 30 a 35 min a 37°C.

5-Eliminar el contenido de los pozos por decantacion o aspiracion con un aparato
de vacio .

6-Llenar todos los pozos con PBS-Tween agitando y decantando, repitiendo dos
veces mas para un tfotal de tres lavados. Remover todo el liquido residual de los
pozos por inversion y colocar el plato sobre papel absorbente.

7-Colocar inmediatamente 100uL de conjugado enzimatico en todos los pozos,
completando esta operacién en 5 min.

8- Incubar de 30 a 35 min a 37°C.
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9-Decantar el conjugado enzimatico de los pozos y lavar con PBS-Tween como
se describié en el paso No 6.

10.-Inmediatamente agregar 100uL de cromégeno en todos los pozos. Incubar a
37°C por 15min, manteniendo lejos de la luz.

11.-Agregar 50uL de solucién de stop en todos los pozos y en el mismo orden y
a la misma velocidad que como se hizo en el caso del cromégeno y mezclar por
agitacién suave de la placa. Hecho esto el color debera de cambiar a amarillo.

12.- Medir la absorbancia de cada pozo. Los valores de absorbancia debe ser
medidos en los siguientes 30 min, posteriores a que se completo el ensayo.

6.3 DETERMINACION DE ANTI-SSA/La

PROCEDIMIENTO

1-Todos los reactivos y el suero se equilibran a temperatura ambiente 18-25°C,
se almacenan a una temperatura de 2-8°C. La placa se equilibro a temperatura
ambiente en su empaque para proteger las paredes de posible condensacion.
2-Diluir el suero 1:50 con PBS.

3-Colocar 100uL de especimenes de prueba diluidos en los pozos. Tratando de
realizar esta operacién antes de los 5 min. y usando una muestra de diluyente
para calibrar a cero.

4-Incubar los pozos por 30 a 35min a 37°C.

5-Eliminar el contenido de los pozos por decantacién o aspiracién con un
aparato de vacio.

6.-Llenar todos los pozos con PBS-Tween agitando y decantando, repitiendo dos
veces mas para un total de tres lavados. Remover todo el liquido residual de los
pozos por inversion y colocar el plato sobre papel absorbente.
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7- Colocar inmediatamente 100uL de conjugado enzimatico en todos los pozos,
completando esta operacion en 5 min.

8- Incubar de 30 a 35 min a 37°C.

9-Decantar el conjugado enzimatico de los pozos y lavar con PBS-Tween como
se describi6 en el paso No 6.

10.-Inmediatamente agregar 100uL de cromégeno en todos los pozos. Incubar a
37°C por 15min, manteniendo lejos de la luz.

11.-Agregar 50uL de solucion de stop en todos los pozos y en el mismo orden y
a la misma velocidad que como se hizo en el caso del cromégeno y mezclar por
agitacion suave de la placa, el color debera de cambiar a amarillo.

12.- Medir la absorbancia de cada pozo los valores de absorbancia debe ser
medidos en los siguientes 30 min, posteriores a que se completo el ensayo.
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7.-RESULTADOS

Se estudiaron 134 ratones distribuides en 3 cepas, cuyas caracteristicas fisicas y

datos glandulares se indican en las tatlas 1, 2, 3.

TABLA 1. Caracteristicas fisicas y datos glandulares de los ratones CD1 (cepa 1)

' No lCET| SEMANAS ] SEXO PF -y o 1 2 o
gr) | LESION | (gr) (91 (@0 (an)
[31 F*l 8 [ | 47 ‘ 0 |0‘0164 ‘00088 |o,0735 [ 0.034
Iaz |17[ 18 [ 1 I 39.5 \ 0 |0.o<393 [0.0145 | 0.024 [0.0215
[ ﬁ[ 18 i 1 ‘ 345 | 0 ’0.0307 | 0.018 [0.0335 [0.0281
[84 | 1 | 18 1 1 [ 32 , 0 |o.0554 |o.0347 \0,0128 |o‘0219
|35 [_1_! 18 [ 1 [ 39 \ 0 |o,ozsa !0.0232 |o.0353 10,0336
[as W[ 18 [ 1 | 39.5 [ 0 10.017& ‘0.0202 |0,0243 ‘ 0.04
[57 | 1 [ 18 | 1 | 41 | 0 ‘ 0.01 |o.o132 |0_0282 |o,0275
| 88 ‘ 1 | 18 1| 1 \ 40 ; 0 |0.01az |0.0276 ‘0.0266 |0,0271
|89 l 1 | 18 [ 1 i 315 [ 0 |0,0113 romzv | 0.015 |0.o14s
]90 i 1 ‘ 18 E 1 Ir 435 [ 0 {0.0145 ‘0,0128 |0,0285 1 0.02
_[91 [ [ 18 | 2 { 50 [ 0 [0.0282 [0.0193 Wm—
|?r1' |—1_e—| 2 [ s [ o0 [o.mzs [00173 |o.0233 |o.oas7
|93 | 1 ( 18 [ 2 | 45.5 ‘ 0 |o,0189 |vo223 ‘ 0.027 | 0.03
(94 r 1 ‘ 18 [ 2 | 425 ‘ 0 |0A0223 ‘0.0223 |o.0345 |o.0236
fes [T | 1 | 2 [45 | o0 0030500311 00192 [0.0397
|—967| 1 [ 18 1 2 \ 46 | 0 |0,0133 | 0.036 WW
{ 97 ’_1_[ 18 [ 2 | 485 [ 0 I 0.03 [0.0135 [ 0.045 |0.038?
[ 9 [ 1 [ 18 | 2 |_4'ms'[ 0 !0,0261 |o‘0224 |0‘0361 | 0.034
| o[ 1 [ 18 [ 2 [45 [0 [00237 00266 [0.0524 [0.0431
|Too_‘ 1 | 18 [ 2 | 495 ’ 0 |D.0396 |0.0386 |o.o47& | 0.053
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TABLA 2 Caracteristicas fisicas y datos glandulares de los ratones CD1et/+

marcados como cepa 2

|
[;‘ CEPA

EDAD

| PESO

SEMANAS |SEXO ‘ (gr)

LESION

Smd
(gn)

Smi
(gr)

gld
(ar)

. gl
(gn

=

r‘li [ 40 ( 2 , 50.5 F 2 |o.ooea 10.0147 |0.0552 |o.0559
|¥f 2 ‘ 40 |' i 515 ‘ 0 i0.0138 |o.0154 |0.0437 10,0532
FEF] 2 l 40 [2 | 50 ! 0 |a0092 |aooes |u0623 [aorse
1_[ 2 | 40 2 ‘ 40 | 0 ‘0.0072 |o,ooag 1 0.025 }0.0263
F?r_"| 40 [ 2 [ a8 = 0 lamw[onma|amwiom&
W[ 2 | 40 1 2 [ 38.5 l 0 io.oosa ‘o.ooeg \ 0.038 |o,oa73

71 lf 2 ‘ 40 \ 2 [ 425 [ 0 |o.oo7a [0‘0143 [0.0387 |o.0349
ﬁ_[_ 2—[ 40 | 2 | 46.5 \ 0 |0.ooe1 [0.0047 |o.0343 | 0.037
F!Ti 40 % 1 | 46.5 | 0 |o.0229 |o.0248 |o.0322 [0,0222
F?T‘ 2 40 : 1 ‘ 385 | 0 [0.0072 Io.ooss |o.0157 \0,0225
iﬁ’T| 40 ]I 1 \ 40 | 0 [0,0141 [0.0171 | 0.023 |o.0191
[?E"f‘??‘“l 40 ‘ 1 [ 40 ‘ 0 |ao139 |u0299 [uo149 |on1sa
(77 {‘??“[ 40 [ 1 | 40.5 ‘ 0 |on1as joo274 ! 0.02 |u0209
[?E’[‘E“‘[ 40 [ 1 | 405 i 0 |00225 |on1o1 |oo1se |uo1g4
3(?5‘(‘??“| 40 ; 1[5 [ o [o007 [00103 [00178 [ 0033

40 | 0

[0.0193 |o.o11a Io.ozzs ‘0.0249
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TABLA 3. Caracteristicas fisicas y datos glandulares de los ratones CD1 et/et
marcados como cepa 3

EpAD | | PESO sm [ smd gl [gid
NO |CEPA SEMANAS ’;EXO (gr) | LESION (an) | (an) (gn | (a0
["1"'1 3 I sa_l ‘ 355 1 0 lo,oo24 rﬁoﬁ'ﬁﬁw
i‘[a_r 68 [ 1 [ 325 [ 1 [o.0076 lo.oo}'s [0,0112 [o,oo91
[3 | 3 I 68 [ 1 | 355 | 1 |0Ao122 W’WW
ré:"'| 3 ‘ 68 t 1 | 3 | 0 lo.o112 |0,0113 [o.ooga ‘0,0042
| 5 I 3 ' 68 | 1 | 345 | 1 10,0133 |o,0133 | ‘0.012
| 6 1 3 i 68 | 1 l 33.5 | 0 ,o.ozaa | 0.009 ,o.co43 lo‘oow
7 3 68 1 335 1 0.0028 | 0.004 [ 0.0057 [0.0074
l{ 8 E 3 I 68 = 1 { 33 ] 2 }o.ooag }0.0079 io.oon Io.oon
‘ 9 | 3 | 27 [ 1 | 32 | 0 |vo203 10.0211 |o.0074 |o.oo7
|10 | 3 ‘ 27 | 1 | 335 | 0 |o,ooe7 io.mos ‘0.0092 |0,0105
I 1 1 3 [ 27 | 1 [ 305 | 2 10.01&1 |0.0215 \0.0083 ]0.0079
‘12 | 3 | 27 [ 1 [ 27.5 l 3 [ 0.007 lo.ooga |0‘0043 ‘0‘0065
‘13 | 3 I 27 ‘ 1 [ 34.5 | 3 |o.0172 |o.ot72 |0.0045 [o,oosa
|14 | 3 1 27 ‘ 1 | 35.5 | 1 |0.0059 ‘0.0057 ro.ooair |0.oo73
| 15 | 3 [ 27 | 1 | a7 | 3 | 0.0179 } 0.0058 | 0.0081 |o.ooaa
‘16 1 3 [ 27 | 1 | 31 | 0 |0.0061 to,oon [0,0032 |0.0052
‘ 17 I 3 | 27 I 2 ‘ 385 ‘ 1 10.0128 |0.0167 ‘0.0173 !0.0157
|1a | 3 | 27 ‘ 2 | 36 [ 3 [0‘0072 | 0.007 |o.01sa ‘0.0133
| 19 I 3 ‘ 27 \ 2 | 43 | 0 | 0.012 10.0119 |0.D196 |0.o199
J2o0[ 3 | 27 [ 2 | 38 | o0 [00068 0012 [00166 [0.0198
|21 3 27 2 a7 0 0.0073 | 0.0062 | 0.0323 [0.0288
‘izz i 3 I 27 ! 2 ‘( 43 |[ 0 1[0.0144 }0.0131 }o‘ozsa Io.ozaa
23 | 3 27 2 44 1 |o.o159 fo,om 10,0254 !o,ozas
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[24 [ 3
El 3 ‘ 27
[277i i l 25 ![ z [r_355
[?8—1 2 [ 2: E 2 i 42 ! S
g| 3 [ 25 | 2 ! 395 l 0 |0.008{3
| = | = |2 | "_ 0 o [0:0065
lT‘I 3 | 25 l 2 ! 37 | ! I 0.0146 '0.0104 ' 00018 [0
{“I 3 I 25 1 2 1 42.5 [ 1 [0-0335 Ec'-01-!.Q ‘ 0.0186 |0-0183
hl 3 | 25 | 2 [ 37 BE [0.0131 [0.0265 (00246 | 0248
I'—l 3 1 39 ‘ 2 ‘ 39 ! 0 i 0.0086 | 0.0186 [ 0.0167 |:|,023
ias | 3 ‘ 39 E 1 [ 40.5 | 3 |0.Dg}72 |D'0085 [0,0175 5188
|37 | 3 [ 39 r 1 i 275 I 2 IO’DO95 |0-0094 |0»0181 [0-0178
W! 3 l 39 I 1 | 35 | 2 [ 0.0088 [00104 [0.0131 I0'0213
|40 I 3 [ 39 | 1 | 36.5 ! 2 |0.0128 ‘0‘0088 |0‘0168 ‘0-0196
|Tl 3 | 39 | 1 | 37 ‘ 3 10-0232 ‘0-0168 | 0.019 ,0-0141
142 ' 3 | 35 ! 1 [39‘5 ‘7 3 [0-0102 I0-0135 | 0.01 (0,02
(& = i E B i [ i i
A mer IR e el o
e == L el o
'|46 | 3 [ 35 | 1 | 335 | 1 |°-0095 |°-0173 [00128 [0-0173
[v]3 | 3% [ | 405 | o [o.0111 [o.0167 \ 0,02_l°<oo73
|48 [ 3 ! 35 | 1 | 33 ‘ 0 I 0.01 |'0-(‘.l133 |0-0222 10'0165
[ s % %3 B i = 5 o
1_I 3 | 26 * 1 l 30 l 0 ‘0-014? \0-0147 |0'0145 [00141
(il I A BRL- L e o =
[?l 3 | 26 [ 2 I 39 | 0 ! 0.0046 i 0.0327 | 0.0147 i0-0156
Al [T I e B s
b M S | 2 | 365 | 3 [0.0108 [0.0348 [ 002 [0.01%6
| 26 | 2 | 39 | © |°-01,3 |°.o134 [00131 [0.0228
l 2 ] 425 \ 0 l 0.0129 | 0.0209 I 0.0353 l 0.018
| 3 | o [ oo [0.0101 [0.0353 [0.0363
| 1 I0.0151 ‘0‘0126 | 0.021 ‘0-0351
[00135 [o0i08 [00372 [0.0221
0.019 |0-0417 l 0.038
[ 0.0409 [0.0415
|°-0397
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-

[55 [ 3 | 26 ‘ 2 \ 4 ‘ 0 Ic.ooag |0.0107 |o,0291 [0.0355
|¥|—'3_1 % [ 2 | 3 [ o [ oot | 001 [00274 fo,ozﬂ
W‘] 3 ‘ 26 | 2 I 33 | 0 10,0232 ‘ 0.018 [o.os13 | 0.03

[58 l i 26 [ 2 [ 44 1 0 |0.02?8 [0.0233 |o.0449 \0,047

| 59 | 3 i 26 \ 2 ! 45 [ 3 l 0.0153 | 0.0083 | 0.0476 |0.0387
[eo ! 3 [ 26 i 2 | 27.5 | 0 [0,0107 l0.0163 ‘o.mss |o,o167
’FI 3 \ 26 | 2 1 32 I 0 |0,0134 ‘o.wes io.0224 ]0.0259
|€2‘| 3 [ 26 ‘ 2 i 375 1 1 |0.0136 |o‘0152 |o.oa12 [0,0337
|53 | 3 | 26 \ 2 | 37 f 0 10.0163 | 0.017 |0.0337 |0.0388
[54 ] 3 [ 26 | 2 | 40 | 2 10,0119 | 0.013 10.0488 [0,0475
[To?l | 23 | 2 ‘ 455 | 3 |o.o119 |o,0122 |0,0315 ‘0.0262
|107 | 3 | 23 ‘ 2 | 40 ‘ 2 | 0.0083 | 0.0083 | 0.0376 |0.0364
W [3 ‘ 23 | 2 | 39 | 3 ‘ 0.015 ’0.0137 |0.0369 | 0.04

ﬁﬁ} 3 [ 23 | 2 1 36 | 2 | 0.016 |0,0158 io.0345 ]0,0313
|111 [ 3 i 23 1 2 W—( 3 |0,0228 [0.0179 |0.0304 [0.0313
’W| 3 r 23 [ 2 | 36 [ 3 |o.0234 |o.ozs1 |o.0444 |o,0391
[W[ 3 [ 23 [ 2 | 36.5 | 3 [omss 10.0144 [0.0333 |o‘0331
|115[ 3 [ 23 | 2 ] 315 | 2 | 0.008 | 0.017 |o.0264 10.0272
[ﬁﬂ 3 | 23 [ 2 | 43 \ 2 |0.0232 | 0.011 |0.0391 Im
W‘ 3 [ 23 | 2 | 39 | 3 ‘o.ooaa ‘0.0102 |o.0309 |o,0315
Iﬁl 3 [ 19 | 1 ‘ 35 | 2 |0,0271 io.ozss lo.01a9 Wm?a
|125| 3 | 19 { 1 | 34.5 { 2 |0,0204 |0,0126 | 0.01 [0,0134
W] 3 | 19 ‘ 1 | 30 i 2 ‘0.0169 lomae I 0.014 |0,o145
|129i 3 1 19 | 1 ‘ 32 | 3 [0.0132 ’0.0144 [0.0234 !0,0211
lﬁl_a—i_ﬁa-'i 1 | 375 l 2 |0.o155 |0.0137 |o.0272 W
Fsﬂ—s_[ 19 [ 1 | 325 | 3 ‘0.0152 [0.0256 |0.o107 ro.mz?
Iﬁi 3 ‘ 19 | 1 ‘Til 1 Io,ozoz ]o.o133 ‘0.0294 |o,0225
[ﬁ| 3 | 19 ‘ 1 30.5 1 3 |o‘oz4a |o‘0377 io.ozos ‘0.0227

19 [ 1 1

0.0078 |0,oo77 |o.0432 |D.0269
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|o.o143 ‘0,0267 ‘0,0261 |o.oza4

|0.0148 i0,0122 ‘0‘0131 10.0147

|0.0151 |0.o1a1 | 0.014 ‘0.0126

’E[ 3 ] 19 ” 1 [ 35 | 1 [0.0122 l0,0116 ]0,0137 {0.0032
[TE{T( 19 ! 2 \ 41 ‘ 3 |0.0235 ‘ 0.021 [0.0205 |0.0257
[ﬁ'}'—r_a"r'm f 2 ] 31 ‘ 2 | 0.024 [0.0153 ‘0.0302 10_0292
Wa—‘[ 19 | 2 | 35 ‘ 2 |o.o133 [0.0157 I0.0316 10.0294
!ﬁ{ 3"—'| 19 ‘ 2 { 45 } 3 | 0.0223 | 0.0364 | 0.0337 ‘0,0254
ﬁ ‘ 3 | 19 ( 2 [ 44 }7 2 10.0352 |o.0263 |o.0325 ’0.0304
159 [ 3 ‘ 19 [ 2 \ 41 1 10.0217 |o.0277 1 0.0305 |0.0228
[150[ 3 ‘ 19 | 2 [39.5 [ 1 | 0.022 ]0.0336 ‘ 0.03 |o.0297
i153 l 3 ‘ 28 | 1 i 32 [ 3 | 0.0138 l 0.0202 [ 0.0122 |0,011?
|164 l 3 [ 28 l 37 l 2 | 0.0125 I 0.0109 | 0.0165 ‘0.0136
1157{ 3 | 28 ‘ 365 | 1 {0.0093 |0,0136 [ 0.015 10,0146
17?‘ 3 | 28 [ 32 | 1 [0.0131 |0.0098 |o.0171 |0.o159
175*[T1 28 | 39.5 | 1 [0A0174 |o.o173 10,0214 |o.0204

| [#e [

| (= [ =

| (= [

S

al - N N = ] ] -

-
w
e o P T s B e i

| 15 [0.0094 |0.0125 |o.0159 [0,0134

Sexo= 1-macho, 2- hembras

Tipo de lesidn: 0= sin lesién, 1= ojo inflamado, 2= ojo clcatarata, 3= ojo perdido.

Smi= glandula submaxilar izquierdo.

Smd= glandula submaxilar derecho.

Lgi= glandula lagrimal izquierdo.

Lgd= gléndula lagrimal derecha.

Una vez obtenidos los datos anteriores, se calculd el indice de glandulas submaxilares

(Igsub) y lagrimales (Iglag) para las tres cepa utilizando la formula 1
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TABLA 4 Valores de indice glandulares de ratones CD1 ( cepa 1)

WECEPA ]EDAD ‘SEXO ‘fESION ’Tgsubde [lgsubizﬁ .Il.glagde ‘Iglagizq ||gzsub |Igt Iag.

IF; 1 [ 18 | 1 [ 0 [ 1.9 [ 35 | 72 l 15.7 1 5.4 |22,9
1@'; v [ [ 1 [ 0o [ 37 [ 99 [ 54 [ 61 [136 [ 115
’? 1 | 18 ‘ 1 | 0 | 5.2 1 [ 8.1 ] 97 |14,1 ‘17.9
[F 1 | 18 [ 1 f 0 [ 10.8 I 17.6 [ 6.8 ‘ |2a.5 \10.3
|¥| 1 [ 18 [ 1 [ 0 [ 59 | 6.9 | 8.6 | 9.1 |12.a |17.7
WE 1 [ 18 | 1 l 0 [ 5.1 | 45 | 10.1 | 6.2 ] 96 |1s.3
W| 1 i 18 ! 1 | 0 | 3.2 I 24 ‘ 6.7 | 6.9 [ 57 ‘13‘6
|¥l 1 | 18 ‘ 1 | 0 l 6.9 1 46 [ 6.8 ] 6.7 [11,5 (13,4
:[ﬁ"i 1 rﬁf\ 1 [ 0 [ 4 | 36 | 46 ‘ 48 | 76 [ 94
1—9?; 1 [ 18 | 1 ‘ 0 i 2.9 | 33 | 46 ‘ 66 | 6.3 |11_1
[?!: 1 [ 18 | 2 | 0 | 3.9 | 58 [ 8 | 6.8 | 95 |14.a
'IEI_TW ® [2 [ 0 |38 | 28 |79 | 63 |66 |42
|¥i 1 ‘ 18 l 2 | 0 ‘ 5 l 42 | 6.6 ‘ 5.9 |9,2 112.5
W} 1 ‘ 18 i 2 1 0 l 5.2 | 5.2 | 56 ‘ 8.1 |10‘5 [13.7
l"%?; 1 | 18 [ 2 [ 0 | 73 | 7.2 | 9.3 [ 45 |14.5 |13.9
F[ 1 | 18 l 2 [ 0 | 7.8 | 4 ‘ 8.3 ! 6.9 !11.3 |15.3
W[ 1 | 18 [ 2 | 0 I 38 ‘ 6.2 , 8 I 9.3 1 10 |17,3
]'798— 1 "Trz_l 0 [ i 6.4 | 8.4 1 8.9 rm ‘173
[_; 1 i 18 | 2 [ 0 [ | 49 | 8.9 [ 10.8 |104 i197
W‘ | 18 | 2 | 0 | 78 I 8 1 10.7 |

|158 |2o4

Igsubde = Indice glandular submaxilar derecho
Igsubizq = indice glandular submaxilar izquierdo
Iglagde = [ndice glandular lagrimal derecho
Iglagizq = Indice glandular lagrimal izquierdo

Igtsub = Indice total glandular submaxilar
Igtlag = [ndice total glandular lagrimal
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TABLA 5 Valores de indices glandulares de ratones CD1 et/+ ( cepe 2)

]ﬁ?‘ CEPA ‘EDAD 15EXO 1LE5ION ngubde. ||§5Iubi;; .!Igle.!.gde .Elglalgizq_ Eﬁsiﬁ;gﬁﬁa_g_

’E\ 2 [ 40 2 2 2.9 13 :
|§| 2 | 40 ‘| 2 : 0 “ 3 l[ 27 ‘[ 11:4 lf 182: ! :: ‘ L;B
67| 2 40 2 7 ‘ . ’1 -
| | | | 0 | 1.3 | 18 i 15.1 ‘ 12.5 | 32 iz?.s
E) 2 ‘ 40 \ 2 l 0 | 1 | 18 ! 6.6 | 6.3 [2‘8 |1z.a
.[@| 2 [40 [ 2 [ 0o [34 [ 31 [67 [57 [65 [124
W| 2 | 40 | 2 | 0 \ 18 [ 14 1 97 ‘ 2.9 ‘3,2 i19,s
F‘ 2 ‘ 40 1 2 1 0 | 35 | 18 i 8.2 [ 9.1 | 53 P?.a
E[ Z I 40 [ 2 I 0 | 1 | 13 | 8 | 75 |2.3 |15.4
[;| ; | 40 | 1 | 0 [ 53 ‘ 49 | 48 | 6.9 |1o.3 |11.7
r [ l 40 I 1 | 0 l 2.2 [ 1.9 1 58 | 4.1 ‘ 44 ‘9.9
Iﬁl 2 ] 40 ] 1 1 0 | 43 [ 35 [ 48 rs.a | 7.8 [10,5
|ﬁ| 2 | 40 [ 1 | 0 | 75 | 47 r4.2 | a7 |12.z | 79
[Tz [4 [ 1 [ o [ 68 | 34 | 62 [ 49 |11 [f01
{ﬁ\ 2 [40 [ 1 [ 0 i 25 [ 56 [ 43 I 3.9 ‘ 8 |86
|ﬁ| 2 40 1 '
| \ [ 0 | 2 | 14 rs.s ra.s [ 34 l 10
@| 2 | 40 | 1 0 !
| | 3.1 | 52 ! 6.6 | 5.9 | 8.3 |12.5
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TABLA 6 Valores de indices glandulares de ratones CD1 et/et ( cepa 3)

WlCEPA !EDAD |SEXO !LESION; [lgsubde Ilgsubizq !lglagaa llglagizq |tgtsub |lgl |ég

|T| 3 ‘ 68 I 1 | 0 | 06 1 07 | 2.4 | 16 [ 13 | 4
12 | 3 [ 68 ‘ 1 | 1 | 23 ‘ 23 i 28 1 3.4 ‘ 46 ! 6.2
1T| 3 l 68 \ 1 | 1 1 31 [ 34 ] 3 ‘ 2.4 ‘ 6.6 1 53
{4_| 3 | 68 | 1 ] 0 ‘ 36 | 36 [ 14 [ 32 } 7.3 [ 45
IT[ 3 | 68 | 1 ‘ 1 ‘ 39 [ 39 | 35 } 2.7 [7.7 ‘ 6.2
|Tl 3 | 68 | 1 l 0 l 2.7 | 86 | 26 | 13 |11.a [ 39
|_7_| 3 l 68 ! 1 } 1 i 1.2 | 0.8 | 22 | 17 | 2 | 39
I
]T| 3 \ 68 | 1] 2 [ 24 J 12 | 22 | 0.3 | 36 [2.5
IE } 3 [ 27 ] 1 | 0 } 6.6 E 6.3 } 22 | 2.3 |12‘9 | 4.5
10] 3 | 27 i 1 | 0 .3,2 2 31 1 5 ! 52 | 7.9
[W[s [ [1 [ 2 [ 7 [0 |26 |27 | | 5.3.'
W[ 3 | 27 | 1 [ 3 | 36 | 25 | 24 [ 17 | 6.1 14.1
1_13_| 3 | 27 | 1 | 3 | 5 ! 5 | 15 | 13 [ 10 [ 28
’T| 3 \ 27 | 1 | 1 | 16 ‘ 17 | 2.1 | 25 | 33 | 45
Eil 3 [ 27 1 1 | 3 | 16 [ 48 | 2.4 | 22 |6.4 [4.6
_' 15] 3 | 27 [ 1 | 0 ‘ 23 | 2 \ 1.7 | 1 | 43 | 27
if17 ] 3 27 2 1 43 3.3 41 45 77 | 86
ERLAKR I | EX 27 ]
W| 3 l 27 | 2 l 3 | 1.9 [ 2 | 5.1 \ ‘ 39 ‘ 938
.;-]W| 3 [ 27 | 2 | 0 | 2.8 (.2.3 | 46 l \ 56 \ 9.2
'!20| 3 \ 27 ! 2 | 0 | 32 [ 18 | 52 | [ 49 | 9.6
|T| 3 | 27 ‘ 2 | 0 ‘ 1.7 | 2 ‘ 7.8 | | 36 |1s,5
' 3 [2 [ 2 0 3 [93 [54 [ 6

6.4 | 11.7
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2%
i?l 3 | @
ls—l 3 l 26 | < ‘
I_TI 5 [ 2 2] T
|_| 3 [ 2 | 2 | ® ; s
1_| 3 | 2 [ 2 i 0 l[ 28 ‘[ 35
’6_| . % 2 | " 26 |22 [102
{;| 5 | % l 2 0 i 55 [ 28 [ 87 | 105
|7| 5 | 2% I 2 | 3 | 6.4 | 7 | 56 ! 73 | 83
; F‘ - [ | 2 { 0 [ 18 | 63 [ o1 [ 72 [ 48 lzo‘-;
|*’ . = [2 5 [5e (34 [707 [ss 1'5,3 D
l7| s [ | 2 | 1 | 27 | 39 EE [0z (128 [ 128
:';l 3 | 2 | ® | o F‘v"—[ 42 | 61 | 108 [ 128 | 186
i IR [ [ 2 | 2 | 46 | 36 X | © | 52 | 208
?i11OI 3 | 23 I 2 I 3 | 33 | 4.4 | 10.3 I 7 E 9.8 [19‘2
Il:jl : I - | z } 2 | 27 | 5 | 105 ! 83 ie_s ‘12‘1
|-11—2[ 3 | 23 | 2 1 3 | 21 ‘ 26 | 11.9 | | 77 ‘[15'1
I;' 3 | 23 | 2 ’ 2 I 35 ‘ 2.1 ! 58 i 122 | 3 |13<6
‘11_5| % ' 23 | 2 i 3 ‘ 4.4 ’ 38 ‘ 91 FG_Q 1 62 196
.i116| 3 [ ) ‘ 2 | 3 [ 46 | 4.4 [ 10.3 [ 04 ‘5‘3 |241
s Rl — EAL s ke
|ﬁ| 3 I 23 i 2 2 r3-9 | 6.5 | 8 | 96 [7-4 o
-'?Qlil 3 [ [ 2 [ 2 [54 [45 EZ 78 (o8 187
li! 3 | e | ! | 2 | & | 28 | o1 | 123 | 104 | 18
’__| 5 [ | 1 | 2 | 28 | 54 [ 86 BEE [138 | 158
l—l 3 | 1 | 1 | 2 | 72 | 22 | 97 | 84 | 85 | 22
| 3 I 19 [ 1 r 2 | 37 | 7.7 i 8.1 ‘ 9.1 1 79 |1B‘2
2 [ K | @ | 82 [ 59 [77 BE [8 | 17
3 | 19 | 1 | 2 | 4.5 l 56 | 5.3 I 54 [ 48 |15-8
1 | 1 ‘ 3 | 37 | 87 | 48 | 29 | 154 ‘ 16
[ 1 | ! | 79 | 41 [ 68 [ a7 IED | 131
| 3 | 4 | 47 | 58 | 73 [118 | 82
12.4 | 6 | 39 [ 73 [ 102 | o5
8.1 | 6.7 i 33 [73 |139
74 | 88 [ 126 | 18
6.7 I 10 ‘7-2
| 155

20.5
l 14.1
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[Eé'] 3 ] 19 ‘ 1 | 1 ‘ 21 \ 2.1 [ 74 | 118 ‘ 42 ‘19.2
W[ 3 [ 19 [ 1 [ 1 | 33 [ 35 [ 0.9 [ 53 's,a [6.3
[Wi 3 ’ 19 | ) | 3 | 5.1 | 7 ]I 6.3 [ 5 I12.1 |11,3
IW| 3 | 19 | 2 ! 2 | 5.1 | 77 [ 9.4 i 9.7 !12.3 119.2
ﬁﬁ] 3 | 19 ‘ 2 \ 2 ‘ 45 [ 38 l 84 ! 9 ] 83 ‘17_4
‘ﬁ[ 3 ] 19 l 2 i 3 i 8.1 ! 5 | 5.6 1 75 [ 13 [13_1
[ﬁ| 3 \ 19 | 2 | 2 | 6.1 | 8 | 6.9 ‘ 74 ‘14.1 |14‘3
@| 3 | 19 | 2 l 1 i 6.8 | 53 ’ 56 l 7.4 | 12 | 13
!W‘ 3 | 19 1 2 ] 1 ( 8.5 | 56 | 75 l 76 |14.1 115.1
[ﬁl 3 { 28 [ 1 | 3 l 6.3 ' 43 | 37 ! 38 ]10,5 [ 75
W| 3 [ 28 | 1 | 2 | 2.9 | 34 ‘ 37 [ 45 ‘6,3 [3,1
[ﬁ[ 3 [ 28 [ 1 I 1 | 37 | 25 } 4 ’ 41 | 63 | 8.1
]ﬁ[ 3 | 28 | 1 { 1 \ 3.1 | 4.1 [ 5 | 53 |7.2 |10‘3
175[ 3 28 1 1 4.4 4.4 5.2 5.4 88 | 106
[ ® 1= ] % | } \ | 52 | | B8 |
|?0?| 3 [ 15 | 2 | 1 | 7.3 | 3.9 | 78 | 72 ‘ 1.2 ‘ 14.9
?|1as| 3 | 15 | 2 | 2 | 4.4 [ 5.3 ] 53 [ 47 [ 9.6 [ 9.9
W[ 3 | 15 ! 1 1 3 | 48 | 4 fa.s | 37 |a,7 | 7
|?s?| 3 ‘ 15 [ 1 [ 3 [ 37 l 28 | 55 | 47 |6.5 |10.2

Para aquellos especimenes que presentaron los indices glandulares menores se
determinaron los anticuerpos anti-Ro y anti-La tomando 10 ratones de la cepa 1,
10delacepa 2, y38delacepa3
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TABLA No 7 Absorbancias obtenidas de anti-Ro y anti-La por la técnica de

ELISA.

5 (3

o~ [+ [Te] o = @ =] =
S | [ (DY (U - SN - () )| N Y B S S, B AR S R LA
c o lo |° o |g |6 © o o |6 | |6 | || |o | o
1 OO N O O O O O
N oo v le @ s o lv o~ o |0 o o 7 T |~
© |6 o |6 (= (b [T |6 & [ 6 o o o o & = |V

7.7
11.3
2
36
5.2
13
6.1
10
‘_3.5—
’_6.4-—
43
[~ 72
'|*39
‘ 5.6
‘ 4.9
[ 36
‘ 6.4
‘ 43

1
0
1
2
0
2
3
3
1
3
0
1
3
0
0
0
0

I

L

[27|2

IRRE AN

sl

.308

0.101

|

9.5

8.6

1

2

[-2.5—[-3_‘_25*'—2—’_0_[—5?1 103 |

[78‘3[25
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0 |- O (= | &
~ v |+ |lo ¥ |~
- |8 | & & |

10:83323
2 |0 |0 | |0 |©
/o P s T LTl e B
© |6 |~ |6 | |©

.293

0.104

.282

.396
.338

0.097
0.099

‘ 13.6 | 1.5 ,

0

2] v [ 1]

=l e[|

‘ 14.1 | 17.9 ’

0

.239
.186

329

l 28.5 | 10.8 [

o I O I

0.118

0.088
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7.1 RESULTADOS ESTADISTICOS

DESCRIPCION DE SUBPOBLACIONES CD1, CD et/+, CD et/et UTILIZANDO
EL PROGRAMA ESTADISTICO SPSS-10 PARA MS WINDOWS

TABLA No.8 Comparacién de los indices glandulares totales lagrimales (Igtiag) y

submaxilares (lgtsub) y las cepas utilizadas

CASOS | MEDIA

DESV

MEDIA

DESV

[CEPA

. Iglag  |ESTANDAR | Igtsub ESTANDAR
[cEPA1=CD 1 20 [454g50 | 34932 11.2700 5.0425
[CEPA 2= CD1et/+ 16 [14.4438 [ 5.9511 6.0932 3.0532
-[CEPA 3= CD1etlet 98 |[11.6541 [ 5.2059 8.1500 3.5026

TABLA No.9 Prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de tukey para el

indice total de glandulas lagrimales vs cepa

o =0.05 DSH= 3.36

’ l MEDIA DE CEPA 1 ‘ MEDIA DE CEPA 2 ‘ MEDIA DE CEPA 3

*
MEDIA DE CEPA 1 0 0.7412 3.8
i | MEDIA DE CEPA 2 [ 0.7412 [ 0 | 2.7897
j 353*
MEDIA DE CEPA 3 ‘ 2.7897 0
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TABLA No.10 Prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de tukey para el

indice total de glandulas submaxilares vs cepa o = 0.05 DSH= 3.36

| MEDIA DE CEPA 1 i MEDIA DE CEPA 2 '{M_Eﬁiﬂ'ﬁé'égﬁki q
| MEDIA DE CEPA 1 o [ 51763 Ir— 31200
| MEDIA DE CEPA 2 | 51763 0 [ 20560
éﬁébﬁﬁ(ﬁﬁ 5 i 31200 f_ 2.0560 “_il o

INDICES DE GLANDULAS

f o

MEDIAS

‘miGTSuB| -
\1‘ oTiAG | CEPAS CEPA 3

GRAFICA 1. Diferencias de medias de las glandulas lagrimales y submaxilares con
relacion a las cepas utilizadas
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Del mismo modo se analizé el tipo de lesion segun la cepa la cuai se presenta en
la tabla 11
TABLA No11 Tipo de lesiones presentadas con relacién a ia cepa

T i‘s’ANO'" {IN'F'CA_ME\BO_" " "?:ATA’R’A?K ~ PERDIDO

CEPAT [ 10 [ 0 | 0 R
CEPA2 [ o375 |__ _'655"_'__‘—__'0_"_ | o0
CEPA3 | 2050 | 2449 ""| 2040 | 2551

Si se analiza los resultados de la tabla 11 se puede observar que existe
diferencia significativa entre la cepa 3 (CD1 et/et) con relacion las cepas 1Y 2.

LESIONES vs CEPAS

% DE CASOS

; ' | OCEPA1
SANO INFLAMADO CATARATA PERDIDO | ICEPAZ—‘
LESION | OcePa3

== — — = - ]

GRAFICA 2 Porcentaje de tipo de lesion por cepa
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DESCRIPCION DE LA SUBPOBLACION CD1 et/et LLAMADA CEPA 3

TABLA No.12 Indice total de glandulas vs sexo

[
|

HEMBRAS | MACHO

No.RATONES

l
i
]

‘| 47 51
iINDICE GLANDULAR TOTAL ! '; e
| |
LAGRIMAL (MEDIA) ; 8.30 | 1474
A e T, o - S O g o St I - i_.___ ——— e
INDICE GLANDULAR TOTAL SUBMAXILAR (MEDIA) t 8.36 i 7.95
INDICES GLANDULARES VS SEXO
2
a
w
=
oieTsuB|
SEXO macho | . "IGTLAG

GRAFICA 3 Medias de indices glandulares totales lagrimales y submaxilares

con relacion al sexo en la cepa 3
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Con base en los datos anteriores se encontré que existe diferencia significativa
en el indice glandular lagrimal por sexo, mientras que en el indice glandular
submaxilar no existe diferencia significativa.

TABLA 13. Se presentan las medias de los indices glandulares totales
lagrimales y submaxilares de la cepa 2 con relacién a la edad.

DAD INDICE GLANDULAR TOTAL NDICE GLANDULAR TOTAL
EMANAS UBMAXILAR (medias) LAGRIMAL (Medias)
15 9 10.5
: 19 1 11.488 ! 13.141
; r 23 | 7.91 | 17.82
i | 25 [ 6.888 | 9.737
‘ 26 | 7.544 [ 17.756
| 27 | 6.538 r 7.5
: | 28 | 7.84 | 8.92
: | 35 [ 9.088 l 10.338
_ ] 39 [ 86 ] 8783
l 68 | 555 [ 4563
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INDICE GLANDULARES VS EDAD

MEDIAS

SEMANAS ' |
CISEVE
LLSILad

GRAFICA 4. Indices de glandulas totales lagrimales y submaxilares con relacion
a la edad

ANTI-Ro y ANTI-La
|
| o |
| g |
g |

2 |

(@]

o - |
A 1 2 3 |
'OANTI-Ro | — |
OANTHa| |

GRAFICA 5 Positividad obtenida de anti-Ro y anti-La en las diferentes cepas




7.2. RESULTADOS HISTOLOGICOS

FIGURA 3 Glandula submaxilar raton CD1 et/+ macho de 40 semanas de edad a
40 X. Se observan conductos interlobulares, conductos salivales y estructura
acinar definida

FIGURA 4.Glanua lagrimal Rabn CD1 et/+ macho de 40 semanas d edad a
40X. Se observa tejido conectivo como los acinos bien definidos




FIGURA 5. Glandula lagrimal Raton CD 1et/et hembra de 23 semanas de edad
a 40 X. Pequeiia area de infiltracion con presencia de células plasmaticas

FIGURA 6. Glandula submaxilar ratén CD1 et/et hembra de 22 semanas de
edad a 40 X. Presencia de focos linfocitarios con areas de fibrosis
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FIGURA 7. Glandula submaxilar Ratén hembra de 27 semanas de edad a 100
X. Areas de atrofia, fibrosis e infiltracién (células mononucleares, plasmaticas y
linfocitos)

FIGURA 8. Glandula lagrimal raton CD1 et/et hembra de 68 semanas de edad a
40 X. Destruccioén y sustitucién del parénquima por infiltrado linfocitario

n
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8.- DISCUSION DE RESULTADOS

Al realizar un anélisis comparativo del indice glandular total lagrimal(lgtiag),
se encuentra que es menor en la cepa 3 (CD et/et) y la prueba de Tukey refleja
que la diferencia solo es significativa («0.05) entre las cepas 1 y 3(tabla 8, 9). Por
otro lado, al analizar los indices glandular submaxilar (Igtsub) en las cepas
encontramos un indice menor en la cepa 2, observandose que la diferencia
significativa se presenta entre esta y cepa 1.

Si la cepa 1 es nuestro control negativo, la grafica 1 indica que las
gldandulas en la .cepa 3 estdn disminuidas, probablemente como una
consecuencia del dafio producido por la autorespuesta. Esto coincide con lo
encontrado en la literatura para el caso de los humanos.

Por otro lado, al hacer la comparacién de los indices glandulares en la
cepa 3 en relacién al sexo se observa que es menor en las hembras que en los
machos (grafica 3), esto nos puede indicar que el dafio que presenta la glandula
esta ligada a los factores constitutivos, siendo uno de los mas relevantes las
hormonas, como parece sugerir el hecho de que exista una mayor prevaléncia de
SS en mujeres. Las hormonas parecen desempeiar un papel muy importante en
la enfermedad debido ha que los estrégenos son inmunopotenciadores. Mientras
que la testosterona tiene actividad inmunosupresora.

Al analizar los indices glandulares se observa que se modifican con la edad
(grafica 4), el tamafio mayor de la glandula lagrimal se encuentra en la semana 19
y disminuye en forma muy importante en la semana 68. Mientras que para la
glandula submaxilar el maximo tamario se presenta en la semana 25 y disminuye
con la edad.
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La principal caracteristica del SS es un alteracion de la respuesta inmune
que se manifiesta por un infiltrado linfocitario en las glandulas submaxilares y
lagrimales .

En los ratones CD1 et/et se encontraron cambios histopatolégicos en
glandulas salivales y lagrimales que son similares a los encontrados en el caso de
los humanos. Las glandulas analizadas presentan lesiones que van desde
infiltraciones clase I-IV en areas periductales y perivasculares por células
mononucleres, plasmaticas y linfocitos, observandose un desarreglo celular en los
acinos de la glandula lagrimal, ademas de la pérdida de los conductos
interlobulares (figura 5-8). Dado que estos acinos son secretores de tipo seroso, la
ausencia de estos conductos en la glandula submaxilar nos permite sugerir que
presenta xerostomia, mientras que en la glandula lagrimal queratoconjuntivitis. En
los resultados obtenidos de la determinacién de anticuerpo Anti-Ro y Anti-La
permiten inferir que, contrario a lo que se esperaba no existe una relacién al
menos evidentes entre la presencia de estos anticuerpos y el dafio presentado en
la glandula aunque en los datos de literatura indican que pueden presentarse
antes o después del dafio.

Asi mismo encontramos en los especimenes en que se detectd Anti-Ro no
necesariamente se encontré anti-La, como lo sugiere Ia literatura para el caso de
la enfermedad en humanos, sin embargo no consideramos estos concluyente ya
que como encontraron M.Sakarellos-Doitsiotis et al (29) algunas técnica como
ELISA pueden conducir a falsos negativos, lo cual se puede resolver utilizando
una técnica de anti-idiotipo (ld/anti-ID). (29). Como se ha comprobado, la técnica
de ELISA presenta una sensibilidad del 78 al 89% y una especificidad del 69 al
97% (30).
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La técnica de ELISA permite, por ejemplo detectar el anticuerpo anti-La con
una sensibilidad del 85 % y una especificidad del 94 %, pero en el caso de anti-
Ro con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98 % (31).

Todos los anteriores datos nos permiten afirmar que el modelo de ratén
utilizado es adecuado y las lesiones en estos ratones son notablemente similares
a las que se manifiesta en humanos con SS .

Se presentaron anticuerpo Anti-Ro y Anti-La observando que los
anticuerpos Anti-La no correspondieron a un dafio en gldndulas como esta
reportado en humanos, esto pudiera ser debido a que se requiere de un método
diferente al ELISA, que nos detecte los anticuerpos anti-La con una sensibilidad y
especificidad mayor.
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9.~ CONCLUSIONES

> Las glandulas lagrimales y submaxilares estan disminuidas en las cepa CD
1 et/et (cepa 3) como una consecuencia de un dafio autoinmune.

> Las glandulas lagrimales y submaxilares estudiadas en los animales CD 1
et/et presentan diferentes grados de infiltrados linfocitarios.

> Al comparar el tamafio de glandulas en machos y hembras de la cepa et/et
encontramos que las hembras tienen glandulas mucho méas pequefas que los
machos.

> Las etlet involucionan con la edad obteniendo un maximo alrededor de la
semana 19 y 25, encontrandose las glandulas mas disminuidas en la semana
68.

> Los anticuerpos Anti-Ro y Anti-La no correlacionan con el dafio presentado
en las glandulas submaxilares y lagrimales
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10.- ANEXO

l.- TECNICA EMPLEADA (ELISA)

Descrito en 1971 por Engvall y Periman en Suecia, fue utilizado para la
cuantificacién de antigenos y posteriormente para la titulacion de anticuerpos En
esta técnica se utilizan anticuerpos conjugados a una enzima (Fig 1 A). En estos
conjugados el anticuerpo conserva su capacidad de unién especifica del antigeno,
mientras que la enzima es capaz de catalizar una reaccion déxido-reduccién, en la
cual un sustrato o cromégeno se transforma en un producto colorido. En este
sistema el anticuerpo o el antigeno se adsorben a una fase soélida insoluble
(micropozos, tubos, perlas, papel de nitrocelulosa.

Existen diversas variante de esta técnica: como son los métodos indirectos,
directos, en sandwich y competitivo. Estos permiten la determinacién de antigenos
en fluidos biolégicos a excepcién del método indirecto con el que se detecta
anticuerpo. En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamente contra
el antigeno es el que se lleva la enzima, en cambio en los métodos indirectos se
usa para medir la concentracion de anticuerpos en muestras de fiuidos biolégicos.
El antigeno inmovilizado reacciona con el anticuerpo de la muestra y
posteriormente reacciona con en segundo anticuerpo unido a la enzima

En los métodos competitivos se puede usar como conjugado un antigeno-
enzima o un anticuerpo-enzima. Cuando el conjugado es anticuerpo-enzima el
antigeno especifico se adsorbe fisica o covalentemente a una fase sdlida,
después el conjugado es inoculado en presencia de un anticuerpo estandar o la

muestra a ser analizada y competird por los sitios de unién del antigeno
inmovilizado.




En esta técnica la concentracion de los preductos dei sustrato es
inversamente proporcional a la concentracion del estandar o del antigeno de la
muestra. En los métodos no competitivos o ELISA de sandwich, el conjugado
enzima-anticuerpo reacciona con el antigeno que se ha unido al primer anticuerpo,
adsorbido a una fase sélida. El o los componentes que no reaccionan se eliminan
con los lavados; por ultimo se agrega el sustrato de la enzima y un cromégeno y
se mide la intensidad de color desarrollado, el cual es proporcional a la magnitud
de la reaccién antigeno-anticuerpo.[35]

CARACTERISTICAS DE LOS ELEMENTOS QUE SE USAN EN LA
TECNICA DE ELISA:

FASE SOLIDA. Se utilizan placas de poliestireno, tubos de polivinilo,
policarbonato, particulas de agarosa y poliacrilamida , la inmovilizacion del
antigeno en la fase sélida es por enlace covalente o por absorcién continua de
interacciones no covalentes

ETAPAS DE LAVADO. Se debe realizar con una solucién de buffer de fosfatos
salinos-Tween 20 después de revestir la fase solida esta fase es importante ya
que pueden quedar residuos de material que reaccionen y alteren los resultados
MUESTRA A ENSAYAR. Algunas muestras contienen sustancias de peso
molecular elevado, que pueden pegarse de manera inespecifica a la fase sélida
.Este problema se puede reducir si la muestra se diluye en PBS.

ANTIGENO. Para cada ensayo es necesario determinar la concentracién optima
del antigeno, la cual se establece por titulacion.
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CONJUGADO. Para la obtencién del conjugado se debe considerar los siguiente:

Preparacion de la inmunoglobulina

Tipo de inmunoglobulina

Especie del animal usado en la inmunizacién (conejo, oveja u ofro)

Tipo de enzima, debe ser econdmica, de alto grado de pureza, elevada
actividad especifica, estable al almacenamiento, soluble y no dar enlace cruzado.
La enzima mas utilizadas son la peroxidasa de rabano(PR), fosfatasa alcalina (FA)
y B-D galactosidasa (BG).

METODO DE CONJUGACION: Estos métodos se basan en la reaccion entre los
grupos amino presentes en el anticuerpo y los grupos carbohidratos de la enzima
con ayuda de un reactivo bifuncional, como glutaraldehido benzoquinona.
SUSTRATO. Los sustratos que se utilizan para la enzima PR son el peroxido de
hidrégeno o el peroxido de urea, que al ser reducidos dan productos incoloros por
lo que se acompaian con cromégenos, los cuales al ser oxidados en la reaccién
enzimatica desarrollan color, debe ser barato, soluble, y de facil uso los mas
frecuentemente usados son orto-fenilendiamina (OPD), diaminobencidina (DAB) y
ortodianisidina entre otros [36].

LAS ETAPAS PARA LA BUSQUEDA DE ANTICUERPOS EN ESTE SISTEMA
INCLUYEN:

1- El forramiento o recubrimiento de los pozos en las placas para ELISA con una
cantidad apropiada de antigeno( ng, ug dependiendo del antigeno).

2- La eliminaciéon del exceso de antigeno por lavado de los pozos con un
regulador fisiolégico adicionado de un detergente (cominmente se utiliza solucién
salina- fosfatos, PBS, pH 7.4 con Tween-20),

3- El bloqueo de los sitios de los pozos no ocupados por el antigeno, con una
proteina inmunolégicamente irrelevante para el sistema de prueba (albumina,
gelatina, caseina o leche descremada).
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4- La adicion de los sueros problema apropiadamente diluidos en P8BS (la dilucién
se establece experimentalmente) e incubacién del sistema.

5- La eliminacion del exceso de suero por lavado con solucién PBS-Tween.

6- Incubacién del sistema con un segundo anticuerpo conjugado a una enzima (la
mas comun es peroxidasa de rabano) a la dilucién conveniente.

7- La eliminacion del exceso de anticuerpo conjugado por lavado con PBS-Tween
8- La adicion de una mezcla de substrato y cromogeno (cuando el segundo
anticuerpo esta conjugado a peroxidasa, se utiliza una mezcla de peréxido de
hidrégeno y orto-fenilendiamina).

9- La incubacion de las placas a temperatura ambiente

10 -La detenci6n de la reaccién por adicién de H,SOs diluido

11- La lectura de la absorbancia

1 de Anticuer

Figura 1 A Representacién esquematica del meétodo de ELISA para la
determinacioén de anticuerpos.
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Il. METODOS HISTOPATOLOGICOS

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. El procesamiento del tejido termina con su inclusion en un material que
facilite su corte; existen varias técnicas de inclusion, la mas usada es la parafina.
La fijacion del tejido tiene como finalidad protegerlo del ataque bacteriano, evitar la
autolisis, distorsiones y retracciones, ademas de prepararlo para posteriores
tratamientos.

FUNDAMENTO DE LA TINCION

La tincién es una manera de mejorar la imagen del tejido. La reaccién con
células y tejidos varia mucho ya que algunos colorantes son muy selectivos para
ciertos componentes celulares o tisulares. La hematoxilina (basica H) y eosina
(acida E) son inespecificos y se usan frecuentemente en histologia, en este caso
el colorante basico es la se aplica primero seguido de un acido. La hematoxilina
se extrae de una fuente natural que al combinario con un mordente como el
alumbre presenta en color plrpura azul intenso que confiere un color morado
azulado a los elementos celulares acidos, mientras que la eosina es un colorante
sintético, que confiere un color rosado o rojo a los componentes basicos .

Las propiedades pigmentantes que diferencian elementos celulares y
tisulares permiten una identificacion sencilla y son una manera practica de
conocer sus propiedades bioquimicas en células y tejidos.
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OBTENCION DE LA MUESTRA: Los tejidos deberan separarse en el menor
tiempo posible para que sean minimizados los cambio autoliticos.
FIJACION: en la fijacién quimica se aplican diferentes agentes a las muestras
histolégicas con el propésito de detener la autdlisis postmortem, estos agentes
desnaturalizan las proteinas e inactivan las enzimas que originan los cambios
autoliticos. Las fijadores usados con mayor frecuencia son el formaldehido,
glutaraldehido, paraformaldehido, alcohol etilico, acido acético, acido picrico,
dicromato de potasio, cloruro mercurico y los acidos cromicos y ésmico. El fijador
mas comuln es la solucién de formalina amortiguadora neutra al 10% Ila
proporcion ideal de volumen de fijador respecto al volumen del tejido es 30:1, la
accidn de los fijadores son:

1) Impide la autélisis post mortem

2) Endurece los tejidos para facilitar su corte.

3) Mejora el efecto de los colorantes pr su accion mordente

4) Estabiliza los componentes estructurales para conservarlos lo mas parecido

a las condiciones in vivo.
5) Como efecto antiséptico que protege a las personas que trabajan con e

DESHIDRATACION Y ACLARACION : Primero debera extraerse el 75% del agua
del tejido con un deshidratante (alcohol etilico, butirico dioxano, isopropanol ) y
después las muestras se someten a concentraciones crecientes hasta la
deshidratacién total. Su uso obliga que las muestras se procesen después con
aclaradores, siendo mas importantes el xileno, tolueno y benceno, su efecto de
aclaracién y transparentaciéon .
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En general, los deshidratantes y ios agentes de inclusion no son micibles
entre si, por otra parte, los aclaradores son micibles con !os deshidratantes y con
los de inclusién, de modo que ios aclaradores remplazan al deshidratante y la
sustancia de inclusion sustituye a su vez al aclarador
INCLUSION: Una vez aclarados, los tejidos se colocan en soluciones de
concentracion crecientes de parafina, que deben mantenerse durante todo el
proceso a temperatura de derretimiento (50 a 68°C ) una vez embebidas se
colocan en moldes donde se vierten mas parafina y se deja cuajar.

MICROTOMIA: Cuando la parafina esta dura, se sacan los bloques del molde y se
recortan para exponerse el tejido embebido: se montan en un microtomo donde se
obtiene 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, Por ultimo se colocan en una plancha tibia para
una mejor adherencia del corte al cristal.

TINCION Y MONTAJE: Casi todos los colorantes usados en histologia son
solubles en agua o aicohol, La parafina debe eliminarse antes, para lo cual se
desarrolla todo el ciclo a la inversa, de modo que las secciones se aclaran para
eliminar el agente de inclusién y posteriormente se pasan por concentraciones
decrecientes de alcohol para permitir su hidratacion; quedando listas para su
tincién, deshidratacién, aclaracién y su montaje [37,39 ]
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iii -PREPARACION DE REACTIVOS

REACTIVOS PARA ELISA

A) AMORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO pH 9.6

Carbonato de sodio Na;CO; 0.150g
Bicarbonato de sodio Na,HCO; 0 293g

Disolver en 100mL de agua bidestilada .

B) PBS (BUFFER SALINA FOSFATOS)

Cloruro de sodio NaCL 8.0g
Fosfato de potasio KH2PO4 0.29
Fosfato de sodio KHzPO; 12H,0 2.99
Cloruro de potasio KCI 0.2g

Disolver en 1000mL de agua bidestilada.

C) PBS-TWEEN
A un litro de solucién de PBS se le agrega 0.5mL de tween 20 .
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D) SUSTRATO DE PEROXIDASA

Acido citrico  0.1M (24.3mL) (1.0507g/ 50mL)
NAHPO; 0.2M ( 225.7mL) (1.41196/ 50mL)

Disolver 40mg de o-fenilendiamina en 100mi de amortiguador del sustrato y
adicionar 40uL de peroxido de hidrogeno al 30%
El sustrato se prepara al momento de usarse pues lo dafia la luz

E) SOLUCION BLOQUEDORA

GelatnaV.S.P  (0.5q/50mL)

Albimina de huevo (0.5g/50ml)

Se mezclan en el momento de usarse
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11. - GLOSARIO

ANTICUERPO: Es una molécula glucoprotéica denominada Ig, producida por los
linfocitos By que se une a antigenos. Realizan diferentes funciones como la
neutralizacion de antigenos activacién del complemento y la promocién de la
destruccion de microorganismos dependientes de los leucocitos.

ANTICUERPO MONOCLONAL: anticuerpo que es especifico de un antigeno y
que es producido por un hibridoma de células B una linea celular derivada por la
fusion de una sola célula B normal con una linea tumoral de células B inmortales.
ANTIGENO: Es una molécula que se une a los anticuerpos o a un TCR.

ARTRITIS REUMATOIDE (AR): Enfermedad autoinmune caracterizada,
principalmente por la lesién inflamatoria crénica de las articulaciones y en
ocasiones por inflamacion de los vasos sanguineos los pulmones y otros tejidos.
AUTOANTICUERPO: anticuerpo producido en un individuo que es especifico de
un antigeno propio, pueden causar dafios en las células y los tejidos y se
producen en exceso en las enfermedades autoinmunitarias tales como LES.
AUTOINMUNIDAD: Estado del sistema inmunitario adaptativo caracterizado por
la respuesta a los antigenos propios, que se produce cuando fracasa los
mecanismos de autotolerancia.

CITOQUINAS: Proteina producidas por muchos tipos de células distintos que
median las reacciones inflamatorias e inmunitarias, son uno de los principales
mediadores de la comunicacién entre las células del sistema inmunitario.

ELISA: Es un enzimoinmunoanalisis en el cual uno de los reactantes, es el
anticuerpo o el antigeno, que se fija a un soporte previamente y su interaccién con
el reactante complementario da como resultado un producto colorido, el nombre
proviene del ingles enzyme-linked inmunosorbrnt assay
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ESCLERODERMIA: Enfermedad de causa desconocida que se caracteriza por un
incremento anormal de deposito de colagena en la piel

ETIOLOGIA: Algin agente causante de la enfermedad ya sea virus, bacteria,
factor genético, o factor ambiental.

HLA: Moléculas del complejo principal d histocompatibilidad (MHC) que se
expresan en las superficies de las células humanas.

IgA: Clase de inmunoglobulinas que se encuentra en las secreciones.

IgD: Inmunoglobulina que su funcién es incierta, que se encuentra presente en la
superficie de las células linfoides B.

IgE: Inmunoglobulina mediadora de la hipersensibilidad inmediata.

IgG: Inmunoglobulina que es producida en las respuestas secundarias
sanguineas.

IgM: Inmunoglobulina que se expresa en los linfocitos B virgenes y secretadas en
respuestas inmunes primarias.

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: trastorno inflamatorio del tejido conjuntivo
XEROFTALMIA: Sequedad ocular.

XEROSTOMIA: Sequedad oral
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