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"Cuando quieres alguna cosa, todo el Universo conspira para que la
consigas. Creo absolutamente en ésto. No obstante, el acto de vivir el propio
destino incluye una serie de etapas que exceden en mucho a nuestra
comprension, y cuyo objetivo es siempre reconducciones al camino de nuestra
Leyenda Personal; o hacer que aprendamos las lecciones necesarias para
cumplir el propio destino."

Paulo Coelho
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1. Resumen

Se sacrificé un lote de 30 ratones: 10 +/+, 10 et/+ y 10 et/et; con la finalidad
de obtener el suero y algunos Organos internos (glandula lagrimal y
submaxilar, higado, rifién y bazo).

También se obtuvo antigeno mitocondrial a partir de higado de rata, el cual se
corrié electroforéticamente en distintas concentraciones para obtener la
concentracion ideal a usar en la inmunoelectrotransferencia, y verificar su
peso molecular.

Primero se realizo la técnica de ELISA para todas las muestras de suero del
lote de ratones, obteniendo titulos altos de anticuerpos antimitocondriales en
los sueros correspondientes a los ratones et/et, a éstos se les realizd
inmunoeletrotransferencia como prueba confirmatoria para la determinacion
de anticuerpos antimitocondriales, resultando €stos positivos.

Se obtuvo el peso relativo de las glandulas y érganos para correlacionarlos con
los resultados anteriores. Se realizaron cortes histologicos de higado pudiendo
observar lesiones en los conductos biliares interlobulares en los ratones et/et a
diferencia de los +/+ que no presentaron lesiones.



2. Introduccion

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad inflamatoria crénica
secundaria como consecuencia de una alteracidon del sistema inmunolégico,
caracterizada por sequedad de ojos y de boca, consecuentes a la destruccion de
glandulas salivales y lagrimales por un mecanismo inmunitario. Este puede
ocurrir como un trastorno aislado (forma primaria) o mds frecuentemente
asociado a otras enfermedades autoinmunitarias (forma secundaria).

Este sindrome presenta una caracteristica particular, los 6rganos afectados
presentan un infiltrado linfocitario predominando células T colaboradoras
CD4+ y algunas células B.

En pacientes con SS se han identificado muchos anticuerpos, tanto especificos
como no especificos de 6rgano; sin embargo los mdis importantes son los
dirigidos contra dos anticuerpos anti-ribonucleoproteinas (RNP), antigeno
nuclear SS-A (Ro) y antigeno citoplasmatico SS-B (La), que pueden
detectarse hasta en un 90% de los pacientes.®">”

En su forma secundaria el SS puede tener manifestaciones sistémicas, en este
sentido se ha encontrado que un porcentaje importante de pacientes con ese
padecimiento desarrollan Cirrosis Biliar Primaria (CBP), esta es una
enfermedad crénica, progresiva y muchas veces mortal y se caracteriza por la
destruccion granulomatosa de los conductos biliares, un rasgo caracteristico de
esta enfermedad es la presencia de autoanticuerpos, especialmente los
anticuerpos antimitocondriales.

Estudios anteriores muestran que una cepa de ratones alopécicos hipotimicos
denominados et/et (por su forma mutante), muestra sintomas semejantes al
cuadro clinico presente en pacientes con Sindrome de Sjogren, estos ratones
derivaron de una mutacion espontdnea descendiente de la cepa albina CDI1
como resultado de un gen recesivo autosdmico simple, surgida en el bioterio
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.®>>?

Este trabajo pretende evaluar el dafio hepatico (cirrosis biliar primaria) en
ratones que muestran sintomatologia semejante a la presente en el Sindrome
de Sjogren, por medio de la determinacion de anticuerpos antimitocondriales.



3. Marco Teorico

3.1. Enfermedades autoinmunes

Procesos autoinmunes que contribuyen en la patogenicidad de la
enfermedad y que estdn asociadas con la formacién de autoanticuerpos.

Y pueden clasificarse:

¢ Enfermedades especificas de O6rgano: con producciéon de
autoanticuerpos especificos de cada Oorgano. Por ejemplo la
enfermedad de Hashimoto (lesion especifica de la glandula tiroides).

¢ Enfermedades autoinmunes sistémicas o no especificas de érgano:
pertenecientes a la clase de trastornos reumaéticos, por ejemplo lupus
eritromatoso sistémico.

Entre estas dos clases encontramos trastornos en los que las lesiones
tienden a estar ubicadas en un Unico érgano, pero los anticuerpos no son
especificos del 6érgano. Por ejemplo, la cirrosis biliar primaria, en la cual el
pequeiio conducto biliar es blanco principal de la infiltraciéon de la célula
inflamatoria, pero los anticuerpos presentes (sobre todo mitocondriales) no
son especificos de higado.



Especificas de Organo
Tiroiditis de Hashimoto

Enfermedad de Graves
Enfermedad de Addison
Miastenia gravis
Sindrome de Goodpasture
Penfigoide

Oftalmia simpética
Esclerosis multiple
Anemia hemolitica autoinmune
Cirrosis biliar primaria
Colitis ulcerosa
Sindrome de Sjogren
Artritis reumatoide

Esclerodermia

v

No especificas de  |Lupus eritematoso sistémico (LES)
Organo
Tabla 1. Espectro de enfermedades autoinmunes

3.2. Lesion y muerte celular

La célula normal estd confinada a un rango muy estrecho de funcién y
estructura por sus programas genéticos de metabolismo, diferenciaciéon y
especializacion; por las restricciones de las células vecinas; y por la
disponibilidad de sustratos metabdlicos. No obstante, es capaz de manejar
las demandas fisiolégicas normales (llamada homeostasis normal).
Esfuerzos fisiologicos més excesivos o algunos estimulos patolégicos
pueden llevar a una serie de adaptaciones celulares fisioldgicas vy



morfolégicas, en las que se alcanza un estado nuevo pero claramente
alterado, preservando la viabilidad de las células y modulando su funcién
en respuesta a tales estimulos.

Si se exceden los limites de la respuesta adaptativa a un estimulo, o ciertas
circunstancias en las que la adaptacion no es posible, se produce una serie
de acontecimientos, imprecisamente denominada lesion celular. La lesion
celular es reversible hasta un cierto punto, pero si el estimulo persiste o es
lo suficientemente intenso desde el principio, la célula alcanza el punto de
no retorno y sufre una lesion celular irreversible y muerte celular.

La muerte celular, es resultado final de la lesion celular, es uno de los
acontecimientos mds importantes en anatomia patoldgica, afectando a cada
tipo celular y siendo la consecuencia principal de la isquemia (falta de flujo
sanguineo), infeccion, toxinas y reacciones inmunitarias. Hay dos patrones
morfoldgicos de muerte celular: necrosis y apoptosis. La necrosis es el tipo
mas comun de muerte celular tras estimulos exdgenos, presentandose
después de agresiones como la isquemia y la lesién, y se manifiesta por
hinchazén celular intensa o ruptura celular, desnaturalizacién y coagulacién
de las proteinas citoplasmdticas y ruptura de los orgdnulos celulares. La
apoptosis es un acontecimiento mas regulado. Esti disefiado para la
eliminacion normal de poblaciones celulares no deseadas durante la
embriogénesis y en varios procesos fisiologicos. También se produce, en
condiciones patologicas en las que se acompafa, en ocasiones de necrosis.

Otros tipos de alteraciones morfoldgicas son: alteraciones subcelulares que
se producen principalmente en respuesta a estimulos lesivos mas crénicos o
persistentes; acumulaciones intracelulares de diversas sustancias como
resultado de trastornos en el metabolismo celular; y calcificacion
patolégica, una consecuencia comun de la lesion celular y tisular.

Adaptaciones celulares
Atrofia, hipertrofia, hiperplasia, metaplasia
Lesion celular aguda
Lesion reversible
Muerte celular
Necrosis
Apoptosis
Alteraciones subcelulares e inclusiones celulares
Acumulaciones intracelulares
Calcificacion patologica

Tabla.2. Respuestas celulares a la lesion



3.2.1. Causas de la lesion celular

Las causas de la lesion celular reversible y de muerte celular varian mucho,
pero podemos agruparlas en:

e Hipoxia. Afecta a la respiraciéon oxidativa aerdbica. La falta de
irrigacion sanguinea (isquemia), que se produce cuando el flujo
arterial es interrumpido por arteriosclerosis o por trombos, es la
causa principal de hipoxia. Otra forma de oxigenacion inadecuada de
la sangre es la pérdida de la capacidad transportadora de oxigeno de
la sangre, como anemia o intoxicacién por monéxido de carbono.

e Agentes fisicos. Comprenden el traumatismo mecdanico, extremos de
temperatura, cambios en la presion atmosférica, radiacion y shock
eléctrico.

e Agentes quimicos y farmacos. La lista de sustancias quimicas que
pueden producir lesién celular escapa a la recopilacién. Desde
sustancias simples como la glucosa o sal, venenos como arsénico o
cianuro y otras sustancias como contaminantes ambientales alcohol o
narcoéticos son algunos de los agentes que producen lesion celular.

e Agentes infecciosos. Estos agentes se distribuyen entre los virus
submicroscdpicos y los grandes céstodos.

e Reacciones inmunoldgicas. Aunque el sistema inmunitario es util en
la defensa contra agentes bioldgicos, las reacciones inmunitarias
pueden, de hecho, causar una lesion celular.

e Trastornos genéticos. La lesién genética puede provocar un defecto
tan intenso como malformaciones o una alteracion sutiles. Los
diversos errores innatos del metabolismo que surgen a partir de
anomalias enzimdticas son ejemplo de lesion celular debido a
alteraciones sutiles a nivel del ADN.

e Desequilibrio nutricional. Las deficiencias y excesos nutricionales se
han convertido en causas importantes de lesion celular.

3.2.2. Lesion v necrosis celular

Los mecanismos moleculares responsables de la lesiéon celular que
conducen a la lesion celular que conducen a la muerte de la célula necrética
son complejos.

Cuatro sistemas intracelulares son particularmente vulnerables:

1. El mantenimiento de la integridad de las membranas celulares
2. Larespiracion aerdbica



3. La sintesis de proteinas enzimadticas y estructurales
4. La conservacion de la integridad del aparato genéticos de la célula

Hay cuatro factores bioquimicos comunes que parecen ser importantes en
la mediacion de la lesion celular y la muerte celular, cualquiera que sea el
agente instigador:

e Oxigeno y radicales libres derivados del oxigeno.

e Calcio intracelular y pérdida de la homeostasis del calcio.

e Deplecion de ATP.

e Defectos de la permeabilidad de la membrana.

3.2.3. Lesion celular inducida por radicales libres

Un importante mecanismo de lesion de la membrana, es la lesion inducida
por radicales libres, en particular por especies de oxigeno activado. Se
presenta en procesos variados como la lesiéon quimica y por radiacion, la
toxicidad por oxigeno y otros gases, el envejecimiento celular, la muerte
microbiana por células fagociticas, la lesion inflamatoria, la destruccion
tumoral por macréfagos y otros.

Lo radicales libres son especies quimicas que tienen un tnico electrén no
apareado en una Orbita externa, es extremadamente reactivo e inestable y
entra en reacciébn con sustancias quimicas inorgdnicas u orgdnicas, en
especial con moléculas claves de las membranas y con 4cidos nucleicos.
Los radicales libres pueden iniciarse dentro de las células por:

[—

. La absorcion de la energia radiante (luz ultravioleta, rayos X)

2. Reacciones enddgenas, habitualmente oxidaciones, que se producen
durante los procesos metabdlicos normales

3. El metabolismo enzimdtico de sustancias quimicas exdgenas o

farmacos.

Las especies reactivas mds importantes son:

e Tres especies del oxigeno, superoxido (O,), peréxido de hidrégeno
(H,0,), e iones hidroxilo (OH).

¢ Oxido nitrico: puede actuar como radical libre y puede ser convertido
a un anion peroxinitrito altamente reactivo (ONOQO), ademéas de NO
2y NO3-.



Los efectos de estas especies se pueden englobar en 4 reaccionas:

1. Peroxidacion de los lipidos de las membranas. Los radicales libres en
presencia de oxigeno pueden causar la peroxidacion de lipidos dentro
de las membranas plasmaéticas y organelos.

2. Modificacion oxidativa de las proteinas. Los radicales libres
promueven la formacién de enlaces cruzados mediada por sulfhidrilo
en los polipéptidos.

3. Lesiones en el dcido desoxirribonucleico (ADN).

Hay, sin embargo, diversos sistemas enzimdticos y no enzimaticos que
contribuyen a la terminacién o inactivacion de las reacciones de radicales
libres, por ejemplo:

¢ Antioxidantes endgenos y exdgenos que bloquean la formacién de
radicales libres o la inactivan. P. ej., vitamina E, cisteina,
ceruloplasmina, albiimina, transferrina y células barrenderas.

¢ Enzimas. Superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa.<44)

3.3. Oxido nitrico (NO)

En 1980, Furchgott observé que la vasodilatacion inducida por la
acetilcolina requeria que el endotelio estuviera intacto. Las células
endoteliales producian un factor de accién breve —el factor de relajacion
derivado del endotelio (EDRF)- que distendia o relajaba el musculo liso de
la pared vascular. Luego se demostr6 que el endotelio vascular produce NO
y que este gas presenta propiedades fisicas y bioldgicas del EDRF.

El 6xido nitrico es un radical libre soluble y gaseoso, que es secretado no
s6lo por las células endoteliales sino también por los macréfagos vy
neuronas cerebrales especificas. Se sintetiza a partir de L-arginina, oxigeno
molecular y NADPH, por accién de la enzima sintetasa del 6xido nitrico
(NOS). En las células endoteliales y en las neuronas, la NOS est4 presente
de forma constitutiva, y puede ser activada rapidamente por el incremento
en la concentracién citopldsmica de iones de calcio en presencia de
calmodulina. La NOS es los macréfagos no es constitutiva sino inducida en
la situaciones en las que estas células son activadas por citocinas.

El NO realiza otras funciones importantes en la inflamaciéon. Reduce la
agregacion y adhesion plaquetaria. E1 NO producido por macréfagos actia
como un radical libre y es citotéxico para ciertos microorganismos y
células tumorales. Puede oxidar grupos sulthidrilo de las proteinas con el
consiguiente agotamiento del glutation citosdlico, y puede reaccionar con
el ani6n superdxido para formar diéxido de nitrégeno (fuertemente



oxidante) y un radical hidroxilo (intensamente reactivo). La produccién de
NO por parte de macrofagos activados en casos de shock séptico puede
producir vasodilataciéon periférica extrema con shock; a su vez, el NO
también ha sido implicado en diversas enfermedades inflamatorias.*¥

Oxido nitrico y cirrosis biliar primaria

En la CBP la capacidad estimulatoria de células dendriticas es baja y esto
puede ser responsable de la disminucién en la produccién de citocinas. Se
estima también que las células dendriticas expresan antigenos superficiales
y producen citocinas como IL-10 e IL-12 y radicales libres como Oxido
nitrico (NO). En la CBP se presentan niveles mds altos de NO que en las
otras Cirrosis.

Asi se dice que hay una relacién directa entre la produccion aumentada de
NO por la células dendriticas y la interrupcion de la tolerancia autogénica
en la CBP, ya que la produccién aumentada de NO ha sido implicada en
patologias de muchos procesos autoinmunes.

Una relacién entre la produccién de NO y la disminucién de tolerancia
autogénica es posible, porque el NO estd relacionado con dafio a tejido
sano por la inhibicién de varias enzimas, ademds de sus efectos téxicos
sobre macréfagos y células malignas. ©%

Ademads se ha descubierto la participacion de la 6xido nitrico sintetasa
(NOS) en enfermedades autoinmunes, se supone una relaciéon entre la
actividad de la NOS y subpoblaciones de linfocitos T y la influencia del
NO sobre la produccién de citocinas. Se estima que el infiltrado de células
T en el higado tiene actividad inducible de la NOS, ademads de observarse
un aumento de nitritos y nitratos en la CBP.®¥

3.4. Ceruloplasmina

Los diversos anticuerpos desarrollados contra las muchas clases de
antigenos, se encuentran en la fracciéon globulina y de las proteinas del
plasma. Las globulinas ¥ se subdividen en los grupos y; y 72 .

La ultracentrifugacion ha mostrado, la presencia de un componente
principal con una constante de sedimentacion de alrededor de 7 s y otro
menos de alrededor de 19 s. El componente de 19 s esta constituido por dos
clases muy diferentes de proteinas, una de ellas emigra como globulina v, y
la otra como globulina o,.“*”



Dentro de las globulinas o, encontramos a la ceroluplasmina.

Cantida | Movilidad Peso Punto Funcién
d electroforéti | molecul | isoeléctric | principal
estimad ca ar o, pH
a
mg/100
mL
Ceruloplasmi 30 4.6 132 kDa 4.4 Transpor
na te de
cobre

Tabla3. Caracteristicas de la ceruloplasmina.

La ceruloplasmina es una proteina plasmdtica, que participa en el
metabolismo del cobre y el hierro en la célula. Esta globulina se sintetiza
principalmente en higado, se dice que es una proteina de fase aguda.

Las funciones fisioldgicas de la ceruloplasmina incluyen:

Transporte de cobre

Coagulacion

Angiogénesis

Ayuda en el estrés oxidativo por captacion de radicales superéxidos
y secuestro de iones libres de cobre.

Oxidacién de lipoproteinas de baja densidad.

e Homeostasis del hierro como ferroxidasa, catalizando la conversion
2 7
de Fe** en Fe’**. ¢

Ceruloplasmina y cirrosis biliar primaria

Se ha encontrado que los niveles de ceruloplasmina sérica y la actividad y
cantidad de cobre se incrementan en la CBP. El transporte de cobre en los
conductos biliares es interrumpido por el colapso de los conductos biliares
interlobulares y por tanto el cobre se acumula en el higado, asi es probable
que la actividad de la ceruloplasmina sérica aumenta para metabolizar los
actimulos de cobre en el higado. ©”

Sin embargo, los niveles de ceruloplasmina en suero no son significativos
para el diagnéstico de la CBP, pero si en el grado de cicatrizacion del
higado. @
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Un estudio realizado sobre la relacién de la CBP y la ceruloplasmina, nos
muestra las concentraciones de esta:

Concentracion
Paciente Diagnéstico ceruloplasmina
(mg/100mL de suero)
A CBP 59
B CBP 58
C CBP 44
D Cirrosis biliar 46
secundaria
E Cirrosis idiopdtica 31
F Cirrosis idiopdtica 50
G Cirrosis idiopdtica 59
H Voluntario normal 3243

Tabla 4. Estudio sobre la relacion de la CBP y la ceruloplasmina.

3.5. El higado

El higado es la glandula més grande del cuerpo. En los hombres saludables
pesa de 1400 a 1800 g y en la mujer de 1200 a 1400g.“”

El higado estd situado debajo de la porcién derecha del diafragma, en la
parte inferior de la parte derecha de la jaula torédcica. El higado normal es
firme y tiene una superficie es lisa.*”

3.5.1. Estructura de higado

El higado estd rodeado por una delgada cédpsula de tejido conectivo, la
cdpsula de Glisson, la cual continta hacia el interior de la glandula. “"

El parénquima hepdtico estd dividi6 en unidades funcionales llamada
lobulillos.”” Los lobulillos estin limitados por el tejido conectivo
interlobulillar, los lobulillos estdn compuestos por cordones de hepatocitos
que irradian hacia la periferia.*"

Las células hepdticas estdn separadas de los sinusoides por un espacio
estrecho (espacio de Disse) que contiene tejido conectivo y representa el
compartimiento intersticial que limita el higado. Células especializadas del
sistema macrofdgico (células de Kupffer) se distribuyen irregularmente en
los sinusoides, entre las células endoteliales.”’

3.5.2. Vias biliares

Las vias biliares comienzan como capilares biliares intralobulares que se
comunican con las vias biliares interlobulillares intrahepéticos.
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Capilares biliares. Tienen localizacion intralobulillar, entre los hepatocitos,
que se caracterizan por presentar un unico capilar biliar central.

Conductos de Hering. Son conductos muy cortos que conducen la bilis
desde los capilares biliares en la periferia del lobulillo, a través de la placa
limitante de las ramificaciones interlobulillares terminales del sistema de
vias biliares.

Conductillos terminales. Representan las dltimas ramificaciones
interlobulillares del sistema de vias biliares y transcurren a lo largo de los
lados de los lobulillos hepéticos hexagonales. Los conductillos terminales
reciben la bilis de los conductos de Hering y transcurren hacia el sitio de
unién entre varios lobulillos.“"

Arteria Vena  conducto
Vaso

linfatico

Figura 1. Diagrama de la estructura del higado. (Fawcett W; Tratado de
Histologia. 11* ed. Madrid: Editorial Interamericana-McGraw-Hill, 1987: 686)

3.5.3. Funciones del higado

El higado tiene una reserva enorme de capacidad funcional, tiene funciones
c Lzt . P 4
sintéticas, excretorias y metabélicas.*”
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¢ Funciones de deposito: acumula glucosa como glucégeno, almacena
cantidades importantes de vitaminas A y B,, dcido félico y hierro.

e Sitio de sintesis de varias proteinas plasmadticas: albimina, varias
globulinas, protrombina y fibrindgeno.

e Metabolismo y transporte de lipidos: la sintesis de algunas
lipoproteinas plasmadticas tiene lugar en los hepatocitos.

e Metaboliza numerosos compuestos liposolubles. Entre ellos
numerosos medicamentos y varios pesticidas.

e Metabolismo de las hormonas esteroides: las hormonas sexuales.

¢ Funcién exocrina: produccién de bilis, que se secreta en forma
continua a los capilares biliares en niveles de unos 500 puL por dia.
La bilis es al mismo tiempo una secrecion digestiva y un medio de
excrecién.“"

3.6. Sindrome de Sjogren

En 1933 el oftalmé6logo sueco, Henrik Sjogren publicé su tesis en la que
describia un sindrome que afectaba a 19 pacientes posmenopdusicas
caracterizado por sequedad lagrimal y bucal. Sjogren encontré que 3
mujeres del total de este grupo sufrian de artritis cronica acompanada de
sequedad de ojos y boca."

3.6.1. Caracteristicas

El sindrome de Sjogren (SS) es una afeccién inflamatoria crénica
secundaria a una alteracién del sistema inmunoldgico, que tiene como
caracteristica la infiltracion linfocitaria. Si bien se trata de un desorden
sistémico (de todo el organismo), las articulaciones y musculos son
afectados pero preferentemente las gldndulas de secrecion externa.”"

Se caracterizada por sequedad de los ojos y de la boca secundaria a la
destruccion las glandulas salivales y lagrimales, por un mecanismo
inmunitario. Puede ocurrir como trastorno aislado (forma primaria o
sindrome seco), o mas frecuentemente, en asociacion con otras
enfermedades autoinmunitarias (forma secundaria), como artritis
reumatoide, esclerodermia, vasculitis, enfermedad mixta del tejido
conjuntivo y tiroiditis.

3.6.2. Morfologia

El primer hallazgo histolégico, tanto en las gldndulas salivales mayores
como en las menores, es la infiltracién linfocitaria periductal vy
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perivascular. Las células epiteliales que revisten los conductos sufren una
hiperplasia que acaba por obstruirlos.

La ausencia de lagrimas produce sequedad del epitelio corneal que se
inflama, se erosiona y se ulcera; la mucosa oral puede atrofiarse y la
inflamacion provoca figuracion y ulceracion; la sequedad y las costras que
se forman en la nariz pueden también provocar ulceraciones e incluso
perforacion del tabique nasal.

En el 25% de los casos se produce alteraciones de tejidos extragladulares
como rifiones, los pulmones, la piel, el SNC y los miisculos.”’

3.6.3. Epidemiologia

El SS afecta en mayor proporcion a mujeres en edad madura o
menopausica.

Esta patologia compromete a todas las razas, el 90% de los casos se
observa en mujeres menopdusicas y el 10% corresponde a hombres o a
jévenes de uno u otro sexo.”

3.6.4. Manifestaciones clinicas.

La enfermedad sistémica en el SS puede atravesar por etapas con sintomas
generales como astenia, adinamia o febriculas-fiebre persistente o con las
manifestaciones especificas producidas al comprometer diferentes
6rganos.®

Sistema Comprometido Manifestaciones

Artralgias
Mialgias
Musculo esquelético Artritis
Miositis
Fibromialgia

Respiratorio Sequedad nasal

Xerotriquea

Enfermedad pulmonar intersticial
Enfermedad obstructiva
Pseudolinfoma

Linfoma

Renal Nefritis intersticial
Glomerulonefritis

Disfuncién esofdgica
Gastritis crénica atrofica
Gastrointestinal Linfoma géstrico
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Sindrome de mala absorcion
Disfuncion pancredtica

Cambios histolégicos compatibles

Hepatobiliar con cirrosis biliar primaria
Hepatitis autoinmune
Vascular Vasculitis leucocitaria

Vasculitis visceral

Neuropatia periférica
Neurolégico Vasculitis sistema nervioso central
Mielitis-esclerosis multiple

Anemia

Hematoldgico Leucopenia

Gamapatia monoclonal
Crioglobulinemia

Linfadenopatia
Linforeticular Esplenomegalia
Pseudolinfoma
Linfoma

Tabla 5. Manifestaciones sistémicas en el sindrome de Sjogren primario.

3.6.5. Mecanismo de respuesta inmune

Se han propuesto tres lineas principales implicados en los mecanismos de
respuesta inmune alterada para estos pacientes: anomalias en la regulacion
linfocitaria periférica y en la seleccion de repertorio de células T, alteracion
en la proliferacion de células B y finalmente, la expresion de autoantigenos.
Parece ser relevante la existencia de errores en la seleccion timica de clonas
de células T potencialmente autorreactivas; existe evidencia de que estas
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+ (7.3 Dentre 40
y 50% y en menor cantidad linfocitos T CD8+ ""'® en un 10-20%.

Los anticuerpos” caracteristicos del SS son los denominados anti-Ro y
anti-La (denominados también anti-SSA y anti-SSb respectivamente), estos
autoanticuerpos estdn fuertemente asociados a las formas severas de SS y
con manifestaciones clinicas mds precoces. LLos anticuerpos antinucleares
(ANA) van dirigidos contra constituyentes nucleares, de ordinario a la
nucleoproteina; estdn presentes en una proporcion de 50-90% y los
anticuerpos La (SSB) aparecen en un 50% estos ultimos estdn presentes
con mayor frecuencia en el SS primario, siendo menos frecuentes en la
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forma secundaria. Los anticuerpos anti-La (SSB) son los mds especificos,
ya que son raros en otras enfermedades autoinmunes, exceptuando el lupus
eritematoso sistémico (LES), en el que pueden aparecer en el 10% de los
casos. Los anticuerpos anti Ro (SSA) son més frecuentes en el SS, pero
pueden aparecer también en el LES (en un 40%) o en el lupus cutdneo sub-
agudo. Los ANA se han mencionado fundamentalmente en el Sindrome de
Sjogren secundario (SSs), con la presencia de artritis reumatoide (AR).
También es frecuente la aparicién de anticuerpos organoespecificos, como
los antitiroideos, anti-célula parietal gdastrica, antimitocondriales, anti-
musculo liso o anti-gldndula 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, crioglobulinemia y gammapatia
monoclonal.

3.7. Cirrosis Biliar Primaria

3.7.1. Definicion de cirrosis

Cirrosis del griego KippoC, que significa amarillo; Laénnec la usé para
referirse al higado grande en enfermos con ascitis, ictericia y varices
esofégicas.

Una definicion mds moderna es la de: fibrosis progresiva del higado con
distorsion del patréon vascular hepatico, debido a la neoformacién de
nddulos, entre ramas de la vena porta y la vena hepdtica, sobreanadido a
una inflamacién crénica con destruccién del parénquima hepético.”

3.7.2. Historia

Addison y Gull la describieron primero en 1851 pero poniendo mds énfasis
en la lesiones de la piel que en el higado y que corresponde a Hasol hace
mds de 100 afios, el mérito de haber sefalado una variedad de cirrosis
hipertréficas.*®

3.7.3. Definicion

La Cirrosis biliar primaria (CBP) es una enfermedad hepética autoinmune,
que se distingue por la destruccion granulomatosa progresiva de los
conductos biliares intrahepdticos microscopicos. Se caracteriza por prurito

. . .. . . . 26,
persistente, ictericia discreta, hepatoesplenimegalia y a veces xantomas.
27,29)
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3.7.4. Etiologia

Si bien no se conoce con precision el mecanismo o agente que precipita el
desarrollo de autoinmunidad, se han postulado varias teorias que atribuyen
a los agentes genéticos, ambientales e infecciosos el desarrollo de la
misma.””

Conocer las teorias etiopatogenias nos ayudard a la comprension de la
enfermedad.

a) Etiologia viral y antigeno australiano: Hace 30 afios, se presentaron 6
casos de hepatitis viral que luego aparentemente evolucionaron hacia
cirrosis biliares primarias. Con la aparicion de un antigeno
australiano se pens6 que se iba a comprobar su positividad en gran
nimero de casos de CBP, pero posteriormente usando diferentes
métodos, otras publicaciones no lo confirmaron mas que en un
pequeiio porcentaje. Hoy se piensa que la hepatitis B no desempeia
un papel etioldgico en la CBP:

b) Drogas: Hay dos medicamentos que se han relacionado
patogénicamente con la CBP: la clorpromacina y la metiltestosterona
y si bien pueden producir colestasis, hoy se cree que no son la causa
de la CBP, pues es de simple observacion que la mayoria de los
pacientes que la padecen no han recibido estas medicinas.

c) Cobre: Una caracteristica habitual de la cirrosis biliar primaria es la
de presentar concentraciones altas de cobre en el higado y corteza
renal, esto hace pensar en un desorden generalizado del metabolismo
de este metal.*”

3.7.5. Autoinmunidad

Los mecanismos inmunorreguladores normalmente inhiben procesos
potencialmente autodestructivos y protegen al organismo de enfermedades
autoinmunes, estos mecanismos son defectuosos en la CBP porque se
presenta una disminucién en la capacidad funcional de los linfocitos; por
ejemplo proliferaciéon disminuida de células T CD4p, disminucién en la
produccién de citocinas como: linfotoxina, factor de necrosis tumoral o
(TNF- o) e interferén y (IFN-G) por linfocitos T, asi como sensibilidad
defectuosa de IL-2 de células T, a pesar de no existir un aumento de
linfocitos reguladores. ©®

La autoinmunidad sugiere la presencia de anticuerpos antimitocondriales
(AMA) muy especificos, la participacion de células en la destruccion de los
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conductos biliares y la presencia de numerosos defectos de la regulacién

inmune. El AMA se encuentra presente en el 84- 96 % de los casos y
. L (26,27

permanece mds o menos constante en toda la evolucién.®*”

AMA es un autoanticuerpo dirigido contra el componente E2 (Tabla 6) del
complejo piruvato deshidrogenasa (PCD-E2), la unidad E2 del complejo 2-
oxo deshidrogenasa 4cida de cadena ramificada (BCOADC-E2) y la
subunidad E2 del complejo 2-oxo-glutarato deshidrogenasa (OGDC-E2),
asi como la subunidad E1 del PDC y la proteina X. Todas estas enzimas se
localizan en las membranas mitocondriales internas.” "

Antigeno Peso Molecular Frecuencia
(kDa)* (%) en pacientes con
CBP’
PDC-E2 70 >95
BCOADC-E2 52 53-55
OGSC-E2 48 39-88
PDC-Ela 41 41-66
E3BP (proteina X) 55 <95

Tabla 6. Antigeno mitocondrial 2-oxo deshidrogenasa acida en CBP.

"Determinado por inmunotransferencia con una preparaciéon mitocondrial de corazén de
ternera.

"Determinado por diferentes estudios.

Los AMA presentes pertenecen a subclases IgGl1 e IgG3, sin embargo se
presenta un aumento de la IgM en la CBP, tal vez esto se debe a un defecto
en el proceso de sintesis de IgM a la sintesis de IgG después de la
exposicién a un antigeno desconocido o a una actividad deficiente de las
células T supresoras.

También se detectan otros anticuerpos como: anticuerpo contra la proteina
de poro nuclear gp210, una glucoproteina transmembrana en un 25% de los
pacientes positivos para AMA.

El sistema del complemento se encuentra activado en forma crénica en los
pacientes con CBP, algunos tienen complejos inmunes circulantes,
resultado de una produccion aumentada, estos pueden contener antigenos
que presentan una identidad parcial o reaccionan en forma cruzada con
antigenos epiteliales de los conductos biliares o las mitocondrias.*”

3.7.6. Anatomia patolégica

Macroscopica

Se presenta higado agrandado, al principio puede ser liso y algo més firme,
al avanzar la fibrosis se vuelve irregular y las nodulaciones pueden ser mas
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o menos grandes, pero generalmente menores a 0.5 cm de didmetro.
Posteriormente el higado puede tornarse pardo o menos verde, con borde
redondeado y cortante y casi siempre duro.

Histologia

La biopsia hepatica se considera necesaria para establecer el diagndstico
definitivo y descartar otras posibles enfermedades del higado.

Se describen 4 estadios o etapas: 1) Lesion florida del conducto biliar
(colangitis destructiva no supurativa). 2) Proliferaciéon de los conductillos.
3) Etapa cicatrizal y progresioén de la fibrosis. 4) Cirrosis biliar verdadera
con nédulos de regeneracién.*®*”

Etapa 1: Lesion inicial florida del conducto biliar. Se caracteriza por dafio
focal en los conductos biliares septales e interlobulares, la parénquima
presenta células de Kupffer aumentadas de tamafio y mds numerosas (B).
La disposicion plana y cuboide del epitelio se pierde, los espacios porta se
agrandan debido al acimulo de células inflamatorias especialmente
linfocitos, macréfagos y plasmocitos con pocos eosinéfilos. En muchos
casos el elemento diagndstico de mayor importancia es la ductopenia,
definida como la ausencia de conductos biliares interlobulares en méas del
50% de los tractos portales.® "

Etapa 2: Proliferaciéon de conductillos. A medida que se destruyen los
conductos, proliferan los conductillos, Atraviesan las placas limitantes y
estan rodeados por un conjunto de células inflamatorias y fibroblastos. Esta
lesion se llama pericolangitis.

Etapa 3: Cicatrizaciéon. A medida que progresa la lesién inflamatoria
cronica, aparece fibrosis que lleva a la colestacia periportal, por
obstruccién de las vias biliares, se observan cicatrices estrelladas sin que
contengan cé€lulas epiteliales.

Etapa 4: Cirrosis verdadera. A partir de los espacios porta cicatrizales,

salen bandas radiadas y si el paciente vive lo suficiente, el parénquima
lobular queda disecado y se forman nédulos regenerativos.®
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Estadio histoldgico inicial
Veloc1dapd/ de 1 ) 3
progresion
1 ano 41% 43% 35%
2 afos 62% 62% 50%

Tabla 7. Cronologia de la progresion histologica en pacientes precirréticos con

cirrosis biliar primaria.

3.7.7. Cuadro clinico

Se trata de una enfermedad principalmente de la mujeres de mediana edad,
con incidencia entre los 40 y 50 afios (Tabla 2), la CBP se ha descrito en
todos los grupos étnicos Su inicio es insidioso, se manifiesta a menudo con
prurito, ictericia sélo en etapas tardias, hepatomegalia tipica y surgen

xantomas y xantelasmas.

Cirrosis Biliar Primaria

Etiologia

Posiblemente autoinmunitaria:
asociada con otros procesos
autoinmunitarios.

Predileccion Sexual

Mujer a hombre, 6:1.

Sintomas y signos

Inicio insidioso: Prurito, ictericia,
malestar, orina oscura, heces claras,
hepatoesplenomegalia.

Hallazgos de laboratorio

Hiperbilirrubinemia conjugada:
aumento de la fosfatasa alcalina
sérica y dcidos biliares. Aumento de
la IgM sérica, presencia de
autoanticuerpos (AMA),
hipercolesterolemia.

Hallazgos anatomopatolégicos
especificos de los conductos biliares

Infiltrado linfocitario denso
alrededor y en las paredes de los
conductos biliares interlobulares con
formacion de granulomas y
destruccion de conductos biliares.

Tabla 8. Rasgos distintivos de la Cirrosis Biliar Primaria.

3.7.8. Sintomas y signos

La CBP puede presentarse de dos formas, una asintomdtica y otra
sintomdtica. Por lo regular forma asintomadtica se establece por un aumento
de fosfatasa alcalina y AMA durante la evaluacion de rutina de pacientes

asintomaticas.
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Desde el punto de vista clinico el sintoma mds precoz, es el prurito, aunque
el malestar general puede ser suficiente para que el enfermo vaya al
médico. Otros sintomas posibles son dolor en el hipocondrio derecho,
anorexia, ictericia y hepatoesplenomegalia (Tabla 6).%"*¥

e Prurito: Es uno de los sintomas mds precoces, suele ser mads
intermitente durante el dia y se torna mas molesto en las tardes y
noches.

e Ictericia: La ictericia es primero leve y luego franca con tinte
“verdinico” mds o menos oscuro. La ictericia no se presenta al inicio
de la enfermedad y por lo denota un prondstico desfavorable.

e Hepatoesplenomegalia: la hepatomegalia es moderada en esta
afeccion, de 2 a 4 cm debajo del reborde y es uno de los signos
caracteristicos de la afeccion. La esplenomegalia estd presente en el
50% a 70% de los casos.®*?”

3.7.9. Otros sintomas

Se observa también una disminucién de peso a medida del progreso de la
enfermedad y puede bajar entre 10 y 20 o maés kilos.

En algunos individuos se identifican depdsitos cutaneos de lipidos en zonas
de presion (xantomas) o alrededor de los ojos (xantelasmas). Cuando la
enfermedad dura varios afios se desarrollan varices esofégicas, arafias
vasculares y alteraciones unguales.

También se presenta una linfadenopatia generalizada, frecuentemente en
axilas e ingles.

Debido a la disminucién de sales biliares a nivel intestinal, ciertos sujetos
sufren estatorrea y osteoporosis de consideracion que se manifiesta por
dolor 6seo, en particular a nivel lumbar y algunas fracturas espontdneas.

En los dos ultimos afios de la vida aparecen hemorragias por ruptura de las
varices esofégicas, ascitis y coma hepético. %272
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Hallazgo Frecuencia (%)
Fatiga 70
Prurito 55

Ictericia 10

Hiperpigmentacion 25
Hepatomegalia 25
Esplenomegalia 15

Xantelasma 10
Ninguno 25

Tabla 9. Signos y sintomas de cirrosis biliar primaria en el momento de la
presentacion

3.7.10. Diagnostico

El diagnostico se establece por resultados de estudios bioquimicos
compatibles con colestasis, la deteccion de AMA en el suero y
caracteristicas histopatoldgicas. >

3.7.11. Alteraciones bioquimicas

El conjunto de pruebas hepdticas es caracteristico de una ictericia
obstructiva. Los valores muestran una acentuada elevacién de los indices
de obstrucciéon biliar (bilirrubina total y directa, lipidos totales,
fosfolipidos, colesterol total, libre y esterificado, fosfatasa alcalina).

Bilirrubinas. La bilirrubina total puede ser normal al principio de la
enfermedad, pero generalmente su valores estin entre 2 y 25mg%,
aumentando en el progreso de la enfermedad. En la enfermedad avanzada,
un cuadro con bilirrubinemia elevada, hipoalbuminemia y prolongacién del
tiempo de protrombina sugieren mal prondstico.% 2"

Acidos biliares. Hay elevacion de los &cidos coélico (trihidroxi) vy
desoxicolico (dihidroxi). La concentracidén de acidos biliares en la piel se
correlaciona con el prurito secundario a la enfermedad.

Fosfatasa alcalina. Casi todos los pacientes presentan elevacion de la
fosfatasa alcalina (FA) en un promedio de dos o tres veces mds sobre su
valor normal, éste es el signo clinico mds temprano en la enfermedad. La
obstruccién produce un gran aumento de actividad de la fosfatasa alcalina
en el higado, y es esta nueva enzima sintetizada la que se va a sangre.
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Lipidos séricos. El colesterol total se eleva de 3 a 4 veces mds, el colesterol
libre es el que explica este aumento més que el esterificado, los fosfolipidos
también se encuentran aumentados. El aumento de los lipidos esta
vinculado con los xantomas y xantelasmas.

Aminotransferasas: La aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT) estdn ligeramente elevadas, unas tres veces el

valor de lo normal, ?® 2"

3.7.12. Diagnostico serologico

La presencia de AMA en el suero se comprueba en alrededor del 90 a 95 %
de todos los casos. Se evidencian titulos altos de anticuerpo
antimitocondriales, de 1:40 o mayores, sobre todo el anti-M2, éste es
dirigido contra el complejo piruvato deshidrogenada de la membrana
mitocondrial interna, tiene sensibilidad del 98% vy especificidad del 96%.
Otros autoanticuerpos presentes son factor reumatoide (70%), anticuerpo
antimusculo liso (66%) y anticuerpo antintdcleo (35 %).26-2)
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3.7.13. Caracteristicas histopatolégicas

La biopsia hepatica es muy util, para confirmar el diagnéstico de CBP o
excluirlo. El cuadro histolégico se caracteriza por la destruccion vy
proliferacion de conductos biliares interlobulares, a nivel histologico se ha
divido en cuatro estadios(zg), los cuales han sido descrito ya anteriormente.

Sintomas clinicos.

Aparece ictericia en algunos casos.
Hipertension portal y ascitis o varices esofdgicas pueden aparecer.
Osteoporosis segun la insuficiencia de vitamina D o calcio puede ocurrir.

Datos de laboratorio.

Presencia de AMA.

Elevacién sérica de enzimas ALP, g-GTP.
Elevacion sérica de acidos biliares.
Elevacion de colesterol total.

Elevacién sérica de IgM.

Pardmetros histolégicos.

CNSDC de tamafio medio en conductos biliares interlobulares y septales;
desaparicion de conductos biliares y granuloma.

Complicaciones.

Xantomas en piel (especialmente cuando la hipercolesterolemia es
continua). Incluida en enfermedades autoinmunes, esclerodermia,
Sindrome de Sjogren, artritis reumatoide y tiroiditis cronica.

Diagnostico.

Se determina que el paciente tiene CBP cuando uno de los siguientes
rasgos es reconocido:
1. CNDS es reconocido en higado y los datos de laboratorio son
compatibles con CBP. En algunos casos. AMA son negativos pero
ANA son positivos.
2. Anticuerpos AMA o anti-PDH son positivos, y la histologia del
higado es compatible con PBC aun cuando CNDC no es reconocida.
3. Anticuerpos AMA o anti-PDH son positivos, y los datos de
laboratorio o el historiales compatible con CBP aun cuando la
histologia del higado no sea revisada.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de la CBP®,

*ALP, fosfatasa alcalina; g-GTP, v-glutamil tranferasa; CNDC, Colangitis
destructiva no supurativa; ANA, anticuerpos antinucleares; anti-PDH, anti-
piruvato deshidrogenasa.
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3.7.14. Tratamiento

Los medicamentos usados pueden ser clasificados segin su mecanismo de
accion y estos pueden ser: agentes inmunosupresores, antiinflamatorios,
cupriuréticos o antifibréticos.

Glucocorticoides: algunos estudios mencionan mejoria de los pardmetros
clinicos y bioquimicos, asi como la reduccién de la magnitud del proceso
inflamatorio, en la actualidad estos medicamentos no son recomendables
pues se puede agravar la enfermedad osteopénica.

D- Penicilamina: el aumento de cobre en la CBP condujo a un posible
efecto benéfico de la D-Penicilina, se reporto mejoria moderada en
algunos pacientes pero muchos efectos adversos a su uso, asi que este
farmaco no es utilizable.

Acido Ursodesoxicélico: El AUDC (7-B epimero del dcido
quenodesoxicolico) se encuentra naturalmente presente en escasa cantidad
en la bilis, hay varias teorias sobre su mecanismo de accion, por ejemplo: la
inhibicion de la absorcion intestinal de sales biliares enddgenas toxicas, la
estabilizacion de las membranas de los hepatocitos contra sales biliares
toxicas y la reduccion de la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad mayor clase I y I sobre el epitelio biliar.*”

3.8. Técnicas inmunolégicas de laboratorio

3.8.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

El inmunoensayo enzimético conocido como ELISA, fue descrito en 1971
por S. Avrameas y B. Guilbert en Francia, E. Engvall y P. Perlmann en
Suecia, y por B. Van Weemen y H. Schuurs en Holanda, estos fueron
utilizados para la cuantificacién de antigeno y posteriormente para la
titulaciéon 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 reaccion oxido-reduccion, en la cual el sustrato y
un sistema indicador da un producto colorido. En este sistema el antigeno o
el anticuerpo se absorben a una fase sélida insoluble (microplacas de
poliestireno, o bien membranas de nitrocelulosa).

Hay diversas variantes del ELISA, como métodos directos, indirectos,
sandwich y competitivo. Estos permiten la determinacion de antigeno en
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fluidos bioldgicos, a excepcion del método indirecto con el que se detectan
anticuerpos.

Los métodos indirectos se usan para medir la concentracion de anticuerpos
en muestras de fluidos bioldgicos; el antigeno inmovilizado reacciona con
el anticuerpo de la muestra y posteriormente reacciona con un segundo
anticuerpo unido a la enzima. En tanto en el método directo, el anticuerpo
dirigido especificamente contra el antigeno es que lleva unida la enzima.
En los métodos competitivos se puede usar 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 sélida,
después el conjugado es incubado en presencia de un anticuerpo estdndar o
la muestra a ser analizada y competirdn por los sitios de unién del antigeno
inmovilizado.

En la técnica de ELISA la concentracion de los productos del sustrato son
inversamente proporcionales a la concentracion del estdndar o del antigeno
de la muestra. Se aplica a una gran variedad de sustancias como IgG,
gonadotropina coriénica y ATP."?

Prueba de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)

— —

| 1 sensibilizar la
placa con antigeno

2 lavar Al
3 anadir el Ag < . .
problema | SNE— =glon
= T al enzimatica
4 lavar ||

5 anadir el ligando ; |
Y S
5 o 4P

6 lavar = .
7 anadir el | | .am B > 0go

cromoégeno TN >ﬁ;@i_l f o Cromogeno
8 revelar la placa | @e®

Figura 2. ELISA indirecto. (Roitt Ivan; Inmunologia. 5* ed. Madrid: Editorial
Harcourt, 2000: 386)
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Elementos usados en la técnica de ELISA.

Fase solida.

Son usadas placas de poliestireno o nylon, las cuales se pueden irradiar con
luz UV (por una hora) con ello se aumenta su adhesividad, tubos de
polivilino, policarbonato, particulas de agarosa y poliacrilamida.

La inmovilizacién del antigeno o anticuerpo en la fase sélida es por enlace
covalente o por absorcién continua de interacciones no covalentes, altas
concentraciones del antigeno o anticuerpo reducen los enlaces no
especificos y mejora los especificos.

Se deben determinar la concentracién Optima de revestimiento para cada
ensayo.

Etapas de lavado. Esta se realiza con una solucion amortiguadora de
fosfatos salinos-tween 20 (PBS-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 PM elevado,
que pueden pegarse de manera inespecifica a la fase sélida. Este problema
puede reducirse 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 titulacion en “tablero de
ajedrez”.

Conjugado. Para la obtenciéon del conjugado se debe considerar lo
siguiente:

® Preparacion de inmunoglobulina: tipo de inmunoglobulina, especie
de animal usado en la inmunizacién (conejo, oveja u otro).

¢ Tipo de enzima: ésta debe ser econdmica, de alto grado de pureza,
elevada actividad especifica, estable al almacenamiento, soluble y no
dar reaccion cruzada. Las enzimas mas usadas en el ELISA son las
peroxidasas de rdbano (PR), la fosfatasa alcalina (FA) y la B-D-
galactosidasa (BG), debido a su estabilidad y reproducibilidad de
resultados.

e Método de acoplamiento o conjugacion: estos métodos se basan en la
reaccién entre los grupos amino presentes en el anticuerpo y los
grupos carbohidratos de la enzima con ayuda de un reactivo
bifuncional, como glutaraldehido, 6 benzoquinona.m’ 14
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Sustrato

Debe ser barato, soluble y de fécil uso. Los sustratos que se emplean para
la enzima PR, son el peréxido de hidrégeno o el peroxido de urea, que al
ser reducido dan productos incoloros, por lo que se acompafian de
cromdgenos, los cuales al ser oxidados en la reaccion enzimdtica
desarrollan color. De estos los mds frecuentemente empleados son: orto-
fenilendiamina (OPD), diaminobencidina (DAB) y orto-dianisina entre
otros, éstos continian 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 ELISA.

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

La técnica de ELISA tiene aplicaciones muy variadas, lo cual lo hace muy
versatil para el diagndstico de enfermedades infecciosas, virales o
parasitarias, cuantificacion de hormonas, haptenos, determinacién de
anticuerpos isotipo-especificos, titulacién de anticuerpos etc.”!”'®

Por lo tanto esta prueba es sumamente ttil en el diagnostico de anticuerpos
antimitocondriales (AMA) dentro del diagnoéstico de cirrosis biliar primaria
(CBP).

3.8.2. Electroforesis

El término 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 migracién 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 serd funcién
de una serie de parametros que marcan las condiciones experimentales de
la electroforesis: pH, fuerza i6nica, gradiantes de voltaje, interacciones con
el soporte, etc.1?

Muestra. Actualmente se llevan a cabo andlisis mediante electroforesis
sobre diferentes liquidos biolégicos, la muestra a emplear y el tratamiento
previo al que puede ser sometida depende de los compuestos que se
pretenden analizar electroforéticamente.

Soporte. Los procedimientos electroforéticos se llevan a cabo sobre
soportes, la llamada ‘electroforesis de zona”. El proceso lleva a la
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obtencién de un “mapa” en el cual se pueden visualizar las distintas
fracciones separadas.
Los principales soportes utilizados son de dos tipos:

e No restrictivos: las particulas colocadas sobre ellos se separan
unicamente en funcidén de sus cargas eléctricas, y pueden moverse
libremente en los mismos.

1.

2.

Papel: primer soporte empleado en electroforesis de zona
(1950), en la actualidad se sustituy6 por el acetato de celulosa.
Acetato de celulosa: se consigue por reaccion entre los grupos
hidréxido de la celulosa y el anhidrido acético. Las tiras de
acetato de celulosa estdn formadas por fibras de este
compuesto, que engloban el aire entre ellas. Cuando se va a
usar, la tira se sumerge en el amortiguador, y estos espacios de
aire son sustituidos por amortiguador, que seré el encargado de
transportar la corriente a través de ella. Se emplea
comunmente el “cellogel”, o acetato de celulosa gelatinizado,
que tiene como ventaja su facil manejo, buena
reproducibilidad, facil lectura, y rapidez de ejecucion.
Agarosa: la agarosa es uno de los componentes del agar
(compuesto de agarosa y agaropectina). El componente de
agaropectina contiene restos de sulfato y carboxilo que aportan
cargas eléctricas no deseables en el soporte, las cuales crean
problemas de enddsmosis y captan el colorante de fondo no
deseable. El componente de azarosa, sin embargo, carece de
estos grupos cargados y no representa los problemas de la
agaropectina.

Se emplea por ello como soporte el gel de azarosa, los mds
purificada posible. Se utiliza a una concentraciéon de 0.5 a 1
gramos por 100mL de amortiguador.

El tamafio de su poro es mayor que el de otros geles, y permite
el paso a través de ellos de sustancias de peso molecular
relativamente alto, por lo cual las particulas migran tan sélo en
funcién de su carga eléctrica.

Su aspecto es claro y transparente, por lo que se presta muy
bien a la cuantificacién por fotodensitometria.

e Restrictivos: el soporte ejerce algin tipo de resistencia al
desplazamiento de las proteinas de la muestra, la intensidad de esta
resistencia estard determinada por el tamafio de poro del gel, y por el
tamafio y caracteristicas de las macromoléculas que deben
desplazarse sobre el mismo.
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1. Geles de poliacrilamida: es el soporte ideal si se quiere
conseguir mas y mejores separaciones electroforéticas. Los
geles se forman por polimerizacion de la acrilamida con un
agente enlazante. El tamano del poro del gel dependerd de la
concentracion de cada componente de manera que se pueden
conseguir geles con un tamafio de poro variable; asi las
moléculas pueden ser separadas de acuerdo con las diferencias
de sus cargas o, ademds de ello, segtin la diferencias de sus
tamafnos. Sus ventajas son: hidréfilos e insolubles en agua,
quimicamente inertes. Porosidad variable en funcién de los
constituyentes. Transparencia de los geles, con densitometria.
Posibilidad de utilizar gradiantes, consiguiendo mejores
resoluciones ain y bandas mas estrechas. Capacidad de
filtracién molecular. Posibilidad de introducir en el gel otros
compuestos quimicos para electroforesis especiales (dodecil
sulfato sddico, urea).(lg)

Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Los geles de poliacrilamida se forma por la polimerizacion del monémero
acrilamida (CH,=CH-CO-NH,) y el cromondémero de entrecruzamiento
N,N’-metilén-bis-acrilamida (CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO=CH,).
Variando las concentraciones del monémero y del mondémero de
entrecruzamiento, se consiguen geles de poliacrilamida con un nivel amplio
de tamafio de poro, que puede ajustarse para optimizar la separacion de los
componentes de la muestra. La reaccion de polimerizacidn se inicia con un
catalizador redox. El sistema de catélisis mas utilizado es el TEMED (N,
N’, N’ ’-tetrametilén-etilén-diamida) y persulfato amoénico. Otro sistema
muy habitual es la descomposicién de la riboflavina por la luz.*”

Permite la separacion con arreglo a la carga neta de la particula y al tamaio
de ésta. Cuando transcurre el proceso electroforético, las particulas migran
en funcién de su carga eléctrica, pero son frenadas en su migracién segin
su tamafio si estd es mayor que el tamafio del poro en el que se realiza el
proceso.

Como resultado de estos fenOmenos, se consiguen separaciones mas
completas, y mayor cantidad de bandas en el espectro electroforético.

Tincién y lectura.
Hay que tener en cuenta que los distintos colorantes tienen afinidad distinta

sobre diferentes grupos quimicos o moléculas. Est4 se debe conocer, con el
fin de emplear adecuadamente cada colorante para tefiir las moléculas.
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Los procesos de coloracién, fijacion, transparentacion, etc. Deben ser
respetados minuciosamente, pues son reacciones quimicas que requieren
tiempo y condiciones de ejecucion diferentes.

Se deben tener en cuenta asi mismo, la estabilidad y conservacién de estos
reactivos, para lograr procesos reproducibles. ek

3.83. Inmunoelectrotransferencia

La técnica de inmoelectrotransferencia (IET) o Western Blott, fue descrita
por Towbin et al. En 1979, es uno de los métodos mds ttiles con que se
cuenta en la actualidad para el andlisis antigénico.*"

Este método combina el poder resolutivo de la electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia o ausencia de detergentes como duodecil
sulfato de sodio (SDS), con la reaccién antigeno-anticuerpo en fase
s6lida.®> >

Esencialmente, Wester-blott involucra la separaciéon de polipéptidos en
geles por una variedad de medios, seguido por la transferencia
electroforética de los polipéptidos separados por una matriz inmovilizante o
membrana, la mas cominmente usada es la membrana de nitrocelulosa. En
este paso, una “réplica” de la separacion de polipéptidos previa, a partir del
paso de electroforesis en gel es creado en la membrana, que puede ser
probado con antisuero y otros ligandos, tales como oligonuclétidos o
lectinas para identificar polipéptidos especificos.** >

Existen muchas ventajas en transferir los polipéptidos a una membrana:

e La membrana es mds ficilmente manejable que el gel original
(especialmente las membranas a base nylon).

e Los polipéptidos inmovilizados sobre la membrana son mas
accesibles a probar con varios reactivos (por ej. Anticuerpos).

e Las membranas con estos polipéptidos inmovilizados pueden ser
almacenados por algin tiempo previo a su uso, y en algunos casos,
puede ser posible rehusar la misma membrana varias veces con
diferentes reactivos.”*”

El método de IET tiene un gran nimero de aplicaciones en diversos

campos de la inmunologia y 4reas afines, por su alto poder analitico
permite identificar que antigenos pueden ser ttiles para el diagnéstico.*”
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LaIET junto con la técnica de ELISA nos permitird realizar un diagnéstico
mas eficientes, completo y seguro acerca de la presencia de anticuerpos
antimitocondriales en el suero de la poblacion de estudio.

gel de separacion

Inmunotransferencia

camara de transferencia

transferencia de los

inmunotincion
de la membrana

muestras de antigeno péptidas adicion de
e a una mambrana de | anticuerpo, lavado,
nitrocelulosa (blot) adicidn de
— — — e conjugado marcado
& B e e radiactivamente
e N — == r .
=i === ||— '
— i | -\_.
péptidos separados 9 | S —_:__.—_"

radioautografia

Figura 3. Inmunoelectronsferencia. (Roitt Ivan; Inmunologia. 5* ed. Madrid:
Editorial Harcourt, 2000: 387)

3.8.4. Inmunodifusion radial

Uno de los primeros descubrimientos acerca de las reacciones antigeno-
anticuerpo fue su capacidad para dar lugar a precipitados cuando se
combina en proporciones iguales o proximas al punto de equivalencia

Las técnicas en gel s6lo permiten analizar los antigenos y los anticuerpos
de forma cualitativa, pero mediante una modificacién posterior se
desarroll6 la técnica de inmudifusion radial que permite cuantificarlos.(6)

Cuando un antigeno difunde desde un orificio al agar que contiene el
antisuero apropiado diluido, en un comienzo esti presente en una
concentracion relativamente alta y forma complejos solubles, a medida que
el antigeno difunde mds, la concentracién disminuye de modo continuo
hasta que se alcanza el punto en el cual los reactantes estdn mds cerca de
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las proporciones 6ptimas y se forma un anillo de precipitado. Cuanto més
alto es la concentracion de antigeno, mayor es el diametro del anillo.(7)

La inmunodifusion radial permite cuantificar Ag. Se afiade Ab a un gel de
agarosa de agar que, a continuacion, se vierte sobre una ldmina de vidrio y
se deja solidificar. Cuando el agar ya esta so6lido, se excavan en el mismo
unos pocillos y se afiade a cada un volumen estindar de Ag problema a
diferentes concentraciones. Las placas se incuban durante un periodo
minimo de 24 horas, durante el cual el Ag se difunde hacia el exterior de
los pocillos y forma complejos con el Ab. La concentracién de las muestras
problema se determina mediante interpolacién a partir de una curva de
calibraciéon. El proceso también se puede llevar a cabo a la inversa

utilizando un gel con Ag para determinar concentraciones desconocidas de
Ab.(6)

Inmunedifusion radial simple

ael con Ab anillo de precipitina
._.1\1 ff__\l I,.-"'\\
(Ag) (A (A (ag)
\\_,_g.-’} \-.._g_/ll ""\.;j l‘\_,_g_/l

Figura 4. Inmunodifusion radial simple. (Roitt Ivan; Inmunologia. 5* ed. Madrid:
Editorial Harcourt, 2000: 383)

3.9. Preparacion de tejidos para histologia
Se lleva a cabo la fijacién “**>°?, utilizando una porcién del o los érganos
extraidos, se etiquetan y se fijan con formalina al 10% en PBS, durante un
tiempo minimo de una semana.

Para la deshidratacién®” primero se extraen el 75% del agua del tejido,
para lo cual las muestras se someten a concentraciones crecientes de etanol
(70°, 96°) se mantienen dentro de cada solucién a temperatura ambiente,
durante un lapso de 50 minutos, hasta obtener la deshidratacion total.“*®
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. ., (4 . . .,
En el proceso de inclusion™® 50), posteriormente a la deshidratacion, los

tejidos se colocan en parafina, la cual se mantiene durante todo el proceso a
temperatura de fusion (entre 56-60°C). Una vez embebidos los tejidos en
parafina, se colocan en moldes, los cuales previamente deben tener
parafina, para terminar el relleno del molde, y por ultimo se deja solidificar.

Posteriormente se lleva a cabo la microtomia, ya solidificada la parafina, se
separan los bloques del molde y se recortan para exponer el tejido
embebido; se montan en el microtomo, y se obtienen cortes finos con un
espesor de 3-4 um, las bandas se hacen flotar en agua tibia con un poco de
gelatina, lo que ejercerd un efecto de planchado y entonces se pueden
recoger sobre un portaobjetos, finalmente se colocaron dentro de la estufa a
30°C, con la finalidad de que el corte tenga mayor adherencia al
portaobjetos.

En el siguiente paso se tifie y monta, se elimina el agente de inclusion , y
posteriormente se pasan dentro de etanol absoluto por concentraciones
decreciente de (96°, 70°) para permitir nuevamente su hidratacion. Por
ultimo se realiza su tincidén con hematoxilina y eosina y una vez mds se
deshidratan, aclaran y montan.
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3.10. Modelo animal

El modelo animal que se utilizard es el raton hipotimico alopécico (et/et)
derivado por una mutacién espontdnea de la cepa albina CDI1 como
resultado de un gen recesivo autonémico simple ©°*, surgido en el bioterio
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Estos animales se
origina al aparear machos y hembras et/+ o bien machos et/et y hembras
et/+.

A este ratén se le llamé et/et, “et” se adopté para referirse a la forma
mutante y se encontré que los ratones machos de esa cepa, presentan un
timo rudimentario el cual es de aproximadamente la mitad en peso de uno
presente en un ratén eutimico et/+, mientras que las hembras et/et, se
presenta una estructura parecida a un nddulo linfético en lugar de timo y el
peso de ésta estructura es mas bajo que el peso del timo de una hembra
eutimica et/+.””

En el 2002, se realizaron estudios en los cuales se encontraron datos que
sugieren que el ratén et/et presenta manifestaciones clinicas similares a las
asociadas al Sindrome de Sjogren primario en el humano, el cual es una
enfermedad autoinmune caracterizada clinicamente por la sequedad ocular
y orofaringea (sindrome seco), la cual se produce por la destruccion
progresiva de las gldndulas salivales y lagrimales por un infiltrado
y presencia de anticuerpos anti Ro y La

13) (52)

linfoplasmocitario,

Figura 5. Ratones et/et.
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4. Planteamiento del problema

El sindrome de Sjogren (SS) en su forma secundaria presenta una serie de
manifestaciones sistémicas, se ha encontrado que una parte importante de los
pacientes con este sindrome desarrolla cirrosis biliar primaria (CBP), esta
enfermedad se caracteriza por presentar destruccion progresiva de los
conductos biliares intrahepaticos y tiene una caracteristica clinica particular,
que es la de presentar un titulo alto de anticuerpos antimitocondriales (AMA)
en suero.

Por tanto es importante tener un modelo animal con el cual comparar este
sindrome, y la relacion que guarda con la cirrosis biliar primaria para asi
entender mejor su patogenia. De este modo se desarrollard un estudio en
ratones et/et, ya que este presenta un cuadro clinico parecido al de un paciente
con sindrome de Sjogren y se comparard con otras poblaciones de ratones
sanos +/+ y portadores et/+.

Es de interés entonces determinar si estd cepa de ratones tienen presencia de
AMA, y asociarlo con otros datos como las lesiones en los ojos, el indice
hepatico, ceruloplasmina y nitritos; a fin de obtener un panorama mas
completo sobre las caracteristicas de esta enfermedad en el modelo animal.
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5. Hipotesis

Los ratones et/et que desarrollan el Sindrome de Sgogren, presentan mayor
titulo de anticuerpos antimitocondriales, especificos para el diagndstico de
Cirrosis biliar primaria y con los rasgos y signos caracteristicos de la
exocrinopatia.
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6. Objetivos

Objetivos generales

1.

Obtener los indices hepéticos y glandulares de ratones hembras et/et,
et/+y +/+.

Determinar los niveles de anticuerpos antimitocondriales en sueros de
ratones hembras et/et, et/+ y +/+.

Realizar otras pruebas de laboratorio como ceruloplasmina y nitritos,
relacionadas con el padecimiento.

Relacionar los niveles de anticuerpos antimitocondriales, con los otros
datos obtenidos, para asi tratar de asociar la cirrosis biliar primaria en
esta cepa de ratones que presenta sintomatologia afin a la del sindrome
de Sgogren.

Objetivos particulares

1.

2.

Sacrificar a los animales y obtener, suero, glandulas e higado.

A partir del suero determinar anticuerpos antimitocondriales por la
técnica de ELISA e Inmunoelectrotransferencia.

. A partir de las glandulas y el higado obtener los indices glandulares y

hepaticos.

Determinar ceruloplasmina en suero por la técnica de inmunodifusion
radial.

Determinar nitritos en suero.
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7. Diseiio de investigacion.
Tipo de estudio: Prospectivo, observacional, transversal.
Poblacion: 10 et/et, 10 et/+, 10 +/+ de 4 a 6 semanas.

Criterios de inclusion: Ratones hembra de 4 a 6 semanas de las cepas +/+, et/+
y et/et.

Criterios de exclusion: Ratones macho de las cepas +/+, et/+ y et/et, ratones
que no se encuentren entre las edades requeridas.

Criterios de eliminacion: Ratones que presenten tumoracion o sintomas de
alguna enfermedad.
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8. Material, equipo y reactivos

Reactivos

Nombre Proveedor
Acido acético Baker Analyzed
Acido citrico JT.Baker

Acido clorhidrico EM SCIENCE
Acrilamida (99.9%) SIGMA
Agarosa BIOXON
Agua bidestilada
Alburmga sérica IT. Baker
bovina
Azul de bromofenol SIGMA
Azul de Coomassie SIGMA
2-B-mercaptoetanol SIGMA
Bis-acrilamida SIGMA
Carbonato de sodio IT. Baker

anhidro

Citrato de sodio

Técnica quimica

Cloruro de amonio JT. Baker
Cloruro de potasio Técnica quimica
Cloruro de sodio JT. Baker
Colorante Ponceau S SIGMA
Diaminobencidina
(DAB) SIGMA
EDTA SIGMA
Folin & Ciocalteu’s
(Agente de fenol) SIGMA
Fosfatp c/le.potas10 Merck
dibésico
Fosfato de sodio
dibasico JT. Baker
dodecahidratado
Fosfato d? §0d10 IT. Baker
monobasico
Glicerol JT. Baker
Glicina SIGMA
Metanol JT. Baker
NED SIGMA
O-fenilendiamina SIGMA
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(OPD)
Per6xido de hidrogeno | Productos quimicos
al 30% Monterrey
Persulfaté de amonio SIGMA
SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) SIGMA
Sulfanilamida Merck
Sulfato de cobre Técnica Clinica
Sulfato de zinc HYCEL de México
Tartrato de.sodlo y Merck
potasio
TEMED SIGMA
TRIS base SIGMA
Tween 20 Hycel de México
Material biolégico
e Suero de ratones et/et, et/+, +/+.
Conjugados
Conjugado Datos

IgA

Anticuerpo de cabra anti-IgA de
rata, especifico anti-cadena o unida
a peroxidasa de rdbano.

Catalogo: A-4789

Lote:115H8985

SIGMA

IgG

Anticuerpo de cabra anti-IgG de
rata, especifico anti-cadena Yy unida
a peroxidasa de rdbano.

Catalogo: A-8786

Lote:66H8940

SIGMA

IgM

Anticuerpo de cabra anti-IgM de
rata, especifico anti-cadena | unida a
peroxidasa de rdbano.

Catdlogo: A-3673

Lote:18H9169

SIGMA
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Marcador de peso molecular

SeeBlue®Plus2 Pre-Stained Standard

Marca: Invitrogen
Catalogo No. LC5925

Contenido: 500uL de SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Estédndar
Buffer de corrimiento: Tris-HCI, Formamida, SDS, Rojo de Fenol

Consiste de 10 bandas de proteinas pretefiidas, 8 azules y 2 de colores de

contraste, en el rango de 4-250 kDa.

Equipo
Nombre Marca
Agitador de placas Bellco Glass Inc
Agitador vortex genie Scientific Industries Inc
Balanza analitica Mettler H33AR
Balanza granataria OHAUS
Cdamara para electroforesis Owl Scientifics, Inc
Cdamara para electrotransferencia BioRad
Centrifuga Solbat
Congelador (-4°C) Revco
Espectrofotémetro Spectronic 20 Bausch & Lomb
Fuente de poder BRL
Incubadora Riossa EC
Lector de ELISA Dynatech MR 250
Microcentrifuga Hermle 2233M-2
Refrigerador Philips 127 volts-VA

Secador de Geles

BIO-RAD GelAir Dryer

Material

Material

Marca

Micropipeta de 5-40 pL

Finnpipette-Labsystems

Micropipeta de 10-100 puL

Labpette-Labnet

Micropipeta de 100-1000 uL BIOHIT Proline
Vidrios para electroforesis Owl Scientifics, Inc
Separadores para electroforesis BIO-RAD

Membrana de nitrocelulosa

BIO-RAD (0.45uL)

Placas para ELISA

Costar” U Bottom/High Binding
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9. Método

9.1. Obtencion de organos y suero de ratones: CD1, et/+ y
et/et.

Se sacrifico un lote de 30 ratones (10 CDI1, 10 et/+ y 10 et/et) por incision
axilar, obteniendo en tubos de ensaye la sangre de éstos y posteriormente se
hizo la diseccion de los 6rganos y gldndulas: glandula lagrimal, submaxilar,
higado, bazo y rifiones.

Los 6rganos se guardaron en formalina al 15% para realizar posteriormente
cortes histolégicos de cada 6rgano.

La sangre recolectada fue centrifugada para la obtencién de suero, se
tomaron alicuotas de 50 puL, y se guardo en tubos Eppendorf y se
mantuvieron en congelacién hasta su uso.

Figura 6. Incision axilar.

9.2. Preparacion de mitocondrias (antigeno mitocondrial) a
partir de higado de un mamifero.

Buffer
Sorbitol 0.5 M

EDTA 0.1 mM
Tris 50 mM (pH=7.4)
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Procedimiento

Se homogenizo el higado de una rata o ratén, aproximadamente 15 g en 30
mL de buffer (el buffer estaba muy frio), posteriormente este se centrifugo
a 250 g por 10 minutos. Se filtr6 el sobrenadante y se centrifugd a 1500
rpm por 10 minutos a 4°C. Se tomé el sobrenadante y nuevamente se
centrifugé a 8500rpm por 10 minutos a 4°C- Se resuspendio el botén en 15
mL de buffer (muy frio) y se centrifugd a 8000 g por 10 a 4°C, se repitié
este paso y se resuspendié el botén en 4mlL de buffer con 0.05% de
albumina sérica bovina. Se almaceno en alicuotas de 1mL a -20°C-

La concentracion final fue aproximadamente de 40-60 mg/mL..

9.3. Cuantificacion de proteinas del antigeno mitocondrial por
el método de Lowry.

Reactivo 1.

Carbonato de sodio anhidro (Na,COs) 5S¢
Hidréxido de sodio (NaOH) lg
Tartrato de sodio y Potasio (KNaC,;KNaOg*4H,0) 0.067 g
Agua Bidestilada 250 mL
Reactivo 2.

Sulfato de cobre anhidro (CuSO,) 0.024 ¢
Agua bidestilada 50 mL

Reactivo de Lowry.

Reactivo 1 50 mL
Reactivo 2 1 mL

Reactivo de Folin-Ciocalteau
Reactivo de Folin-Ciocalteau 1.5 mL
Patron de albumina

Albumina 25 mg
Agua destilada 100 mL
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Procedimiento.

Curva patron de albimina: Se preparé una solucidon de 25 mg de albumina
en 100mL de agua destilada. Y se agregaron distintos volimenes a 10 tubos

de ensaye, como se muestra en el cuadro:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Blanco
Albimina 0.1 [0.2 103104 /05 (0.6 [0.708 |09 |1
(25mg/100mL) | mL | mL | mL | mL | mL | mL | mL | mL | mL | mL i
Agua 0910807106 (05(04]03/0.210.1 L
destilada mL |mL | mL |mL | mL|mL|mL|mL | mL

Reactivo de 3mL en cada tubo / reposo de 10 minutos

Lowry

Reactivo de

Folin- 0.1 mL en cada tubo / reposo de 30 min
Ciocalteau

Tabla 11. Curva estandar. Se lee absorbancia a 660 nm en el espectrofotémetro.

Muestra: Se hizo una dilucién de la muestra 1:20 y 1:10, de tal forma que
se obtuvo 1 mL de volumen final, se agregé a cada dilucién, 3mL de
reactivo de Lowry. Se dejé reposar por 10 min. Pasado el periodo de
tiempo, se agregd 0.1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, y se dejo reposar
por 30 min. Se ley6 a 660 nm. Se construy6 la curva patrén con las
absorbancia y las concentraciones registradas, se interpolo y se obtuvo la

concentracion de la muestra de proteinas.

9.4. ELISA

Amortiguador de recubrimiento.

Carbonato de sodio anhidro (Na,COs)
Bicarbonato de sodio (NaHCO5)
Agua bidestilada

PBS-Tween 20 al 0.05%

PBS
Tween 20
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PBS (pH=7.2)

Cloruro de potasio (KCl) 02¢g
Cloruro de sodio (NaCl) 8g
Fosfato de sodio dodecahidratado (NaH,PO,*12H,0) 29¢g
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 02¢g
Agua bidestilada 1L

Solucion bloqueadora.

Leche descremada Sueltes S5¢
BSA lg
PBS 100 mL
Sustrato.

Solucién A:
Acido citrico (H;CsHs0O,°H,0) 0.1M 2.101 g
Agua bidestilada 100 mL

Solucion B.

Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado

(NaH,PO,*12H,0) 0.2M 7.163 g
Agua bidestilada 100 mL

Tomar 24.3mL de la solucion A, mezclar con 25,7 de la solucién B.

Peroxidasa de rabano

o-fenilendiamina 20 mg
Sustrato 50 mL
Per6xido de hidrégeno 20 uL
Procedimiento

Se realiz6 la dilucién 1:30 del antigeno de mitocondria con el amortiguador
de recubrimiento, y se colocé 100 uL. de estd en cada pozo de la placa de
fondo U para ELISA. Se incubd a 36°C por 1 hora. Se eliminé la solucién
vertiéndola y se realizaron 3 lavados con PBS-Tween. A cada pozo se le
adicionaron 300 pL de solucién bloqueadora y se incub6 a 36°C por 1hora.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizd6 la dilucién 1:50
correspondiente para los sueros de ratones et/et, et/+ y CD1 en PBS, y se
coloca 100 pL de cada dilucion de los sueros en los pozos
correspondientes. Se incubé nuevamente a 36°C por 1 hora. Pasado este
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periodo de tiempo se verti6 el contenido de los pozos y se realizaron 3
lavados con PBS-Tween. Se realizo la diluciéon 1:500 del conjugado y se
colocaron 100 puL de estd e cada pozo. Se adicion6 a cada pozo 100 UL de
sustrato cromégeno y se incubd 30 minutos a 36°C.

Transcurrido este tiempo se leyé la densidad Optica en un lector para placas
de ELISA a 490 nm.

9.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida
Solucion A. Monomero de acrilamida.

Acrilamida 29¢g

Bis- acrilamida lg

Se lleva a 100 mL con agua desionizada, aforar hasta que la solucion este a
temperatura ambiente. Filtrar la solucion después de aforar y guardar a 4°C,
no mas de 1 mes.

Solucion B. Amortiguador del gel separador, pH= 8.8

Trizma base 363 ¢g
Acido clorhidrico (HCI) 1N 40 mL
EDTA 0.2M pH= 8.0 5.3 mL

Se ajusta el pH con HCI 5N. Se afora a 100 mL. Se filtra con papel
Whatman #1 y se guarda a 4°C.

Solucion C. Amortiguador del gel concentrador, pH= 6.8

Trizma base 598¢
Acido clorhidrico 5N 6 mL
EDA 0.2M, pH=8.0 5.3 mL

Se ajusta el pH con HCI 5N. Se afora a 100 mL. Se filtra con papel
Whatman #1 y se guarda a 4°C.

Solucion D. SDS al 10% (dodecil-sulfato de sodio)

SDS 10¢g
Agua desionizada 100 mL
Se filtra con papel filtro después de aforar, Guardar a temperatura
ambiente.
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Solucion E. persulfato de amonio (PSA) al 10%

Persulfato de amonio 200 mg
Agua desionizada 2000 pL

Solucion F. TEMED
TEMED 1000 puL

Solucion G. Amortiguador de muestra 4X

Solucién C 300 puL.
Solucién D 200 uL
Glicerol 100% 400 uL
2-B-mercaptoetanol 50 uL.
Azul de bromofenol 50 uL

Mezclar los componentes, colocar en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y
almacenar a -20°C.

Solucion H. Amortiguador de desarrollo (Tris-HCI 0.025M, pH= 8.3,
glicina 0.192M, SDS 0.1%)

Tris-base 3g
Glicina 144 ¢
SDS 10 mL
Agua destilada 1L

Solucion 1. Colorante azul de Comassie R-250val 1% (stock)

Azul de Commassie 1.0g
Agua destilada 100 mL
Colorante: azul de Commassie R-250 0.125% ( MeOH 50%, dcido acético
10%)

Azul de Commassie 62 mL de la solucién stock
MeOH 250 mL

Acido acético 50 mL

Agua destilada 500 mL
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Solucion decolorante 1. (MeOH 50%, acido acético 10%)

MeOH 500 mL
Acido acético 100 mL
Agua destilada 1000 mL

Solucion decolorante 2. (MeOH 5%, acido acético 7%)

MeOH 700 mL
Acido acético 500 mL
Agua destilada I0L
Procedimiento.

Formacion del gel separador.

Con dos cristales de 12 X 11 y 12 X 10 cm y dos empacadores de teflon de
0.5 mm se monté el soporte donde se formé el gel de poliacrilamida. Se
sellaron los extremos, parte inferior y lados, con agarosa al 2%
cuidadosamente de no dejar espacios sin cubrir. En un vaso de precipitado
de 40 mL se mezclaron las siguientes cantidades para un gel al 10%:

Agua bidestilada 3.232 mL.
Solucién A 2.333 mL
Solucién B 1.316 mL
Solucién D 70 uL
Solucién E 36 uL
Solucién F 10 uL

Se mezcl6 perfectamente, cuidando que no haya formacién de burbujas, se
vacié la mezcla al armazén de tal forma que quedd un espacio de 4cm
aproximadamente sin cubrir en la parte superior, inmediatamente se agrego
agua hasta el borde del cristal (cuando el gel polimerizé se observd dos
fases, una del gel y otra del agua). Una vez que el gel polimerizé se
desaloj6 el agua, se lavo la superficie del gel con agua bidestilada y se dejo
reposar unos minutos.
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Formacion del gel separador

En un vaso e precipitados de 40 mL se agregaron las siguientes cantidades
para un gel al 10%.

Agua bidestilada 2.350 mL
Solucién A 0.690 mL
Solucién C 0.870 mL
Solucién D 41.4 L
Solucién E 41.4 pL
Solucién F 6 UL

Se mezclaron evitando la formacién de burbujas, se llend el espacio
restante en el armazon y se insertd el peine ciego cuidando de no generar
burbujas bajo los dientes de este, se dejo reposar el gel unos 10 minutos.

Tratamiento de la Muestra

Se combinaron 3 partes de la muestra de antigeno mitocondrial, con una
parte del amortiguador de muestra 4X (solucién G), en un tubo Eppendorf.
De tal modo que se colocaron 90 UL de antigeno mitocondrial y 30 uL del
amortiguador de muestra. Este tubo se coloc6 en un bafio de agua hirviendo
por 2 minutos y finalmente se centrifugé a 2000 r.p.m. por 30 segundos.

Corrido del Gel.

Se retird el peine suavemente del gel ya polimerizado, se llenaron los pozos
con agua y se drenaron invirtiendo el dispositivo, se repiti6 el lavado de 2 a
3 veces para evitar la formacion de redes de gel en los pozos. Se colocé el
armazon en la cdmara de electroforesis y se llend la cdmara interna y cada
pozo con el amortiguador de corrimiento (solucién H), se llen6 el pozo mas
grande con 110 pL de la muestra y el otro pozo pequeno se dispuso para
colocar 10 pLL del marcador de peso molecular.

Se llend6 el compartimiento inferior de la cdmara de electroforesis con el
amortiguador se corrimiento (solucidon H), se conecto a la fuente de poder y
se corri6 a 80 V de corriente constante hasta que lleg6é al gel separador,
entonces se subid el voltaje a 120 V de corriente continua y se detuvo hasta
que el colorante quedé unos 0.5 cm antes del limite inferior de los cristales.
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Tincion, decoloracion y secado.

Se desensamblo el dispositivo y se saco el gel con cuidado, este se coloco
en la solucién colorante Azul de Commassie (solucién J) por 1 hora,
pasado este tiempo se colocd en la soluciéon decolorante 1, por 1 hora a
agitacion contante y posteriormente se transfirio a la solucién decolorante 2
el tiempo conveniente hasta que se obtuvo la decoloracién deseada.

Ya decolorado el gel se colocé entre 2 plésticos resistentes al calor y se
llevo al secador de geles a 60° C por 1 hora.

Cuando se realizé la inmunoelectrotransferencia se omitieron los pasos de
tincién, decoloracién y secado.

9.6. Inmunoelectrotransferencia (IET)

Buffer de transferencia

Tris 58¢g
Glicina 290¢
SDS 10g
Metanol 200 mL
Agua destilada 1L

PBS (Solucion salina de fosfatos)

Cloruro de potasio (KCl) 02¢g
Cloruro de sodio (NaCl) 8g
Fosfato de sodio dodecahidratado (NaH,PO,4*12H,0) 29¢
Fosfato de potasio monobdsico (KH,PO,) 02¢g
Agua bidestilada 1L

PBS- Tween 20 al 0.1 %

Adicionar 1 mL de Tween 20 por cada litro de PBS.

Solucion bloqueadora

Leche descremada Sveltys 5¢g
EDTA 0.08 g
PBS 100 mL
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Diaminobencidina (DAB)

12 mg en 40 mL de PBS. Mezclar durante 5 minutos. Preparar 10 minutos
antes de su uso.

Peroxido de Hidrégeno (H,0,)

Tomar 132 pL de una solucion al 30% y adicionar inmediatamente antes de
su uso a 40 mL de DAB en PBS.

Procedimiento

Previamente se realiz6 la electroforesis, descrita anteriormente. En el
proceso fue necesario utilizar guantes para el manejo de las muestras y la
membrana. Se cortd un trozo de papel de nitrocelulosa de poro 0.45 pm,
de tamafio adecuado para que se colocara junto al gel, estos se colocaron
entre dos papeles filtro, todo esto se humedecié en el buffer de
transferencia por 10 minutos. En un “casette” del aparato se colocé la
esponja, sobre la esponja se coloco el papel filtro y encima de este la
membrana de nitrocelulosa, todo humedecido previamente, luego se coloco
el gel cuidando de no dejar burbujas entre el gel y la membrana, después se
coloco el segundo papel filtro y otra esponja y se cerro el “casette”.

El “casette” se colocd en la cdmara de transferencia y se lleno con el buffer
de transferencia, este se conecté a los electrodos de tal manera que la
membrana de nitrocelulosa quedd orientada al electrodo positivo. Se
conecto el sistema a la fuente de poder y se realizé la transferencia durante
2- 3 horas a 100 V de corriente constante. Posteriormente se saco el
“casette” se separd la membrana de nitrocelulosa y se colocé en la solucién
bloqueadora por una hora a temperatura ambiente. Trascurrido el tiempo se
eliminé la solucién bloqueadora y se lavé con PBS-Tween 5 veces. Se
cortd el papel en tiras y se colocaron en los diferentes carriles de la placa,
se realizo la dilucion 1:25 del suero en PBS y se colocé en cada uno de los
carriles que contenia una tira de papel de nitrocelulosa, se incub6 1 hora a
36°C. Se lavo cada tira por separado con PBS-Tween de 3 a 5 veces. Se
realiz6 la dilucion 1:500 del segundo anticuerpo o conjugado de IgG unido
a peroxidasa en PBS.

Las tiras se colocaron en el segundo anticuerpo y se incubaron a
temperatura ambiente por una hora. Se lavaron de 3 a 5 veces con PBS-
Tween y se revelaron con el sustrato para trasferencia DAB, hasta la
aparicion de las bandas.
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9.7. Determinacion de ceruloplasmina por Inmunodifusién
radial

Agarosa al 1%
Agarosa lg
PBS 100 mL

Suero anticeruloplasmina

Suero anticeruloplasmina 150 uL
PBS 2 mL
Procedimiento.

Previamente se disolvié la agarosa en el PBS para preparar las agarosa al
1%, por otra parte se disolvid el suero anticeruloplasmina en los 2mL de
PBS y estos en la dilucion de agarosa al 1%. Se colocé en las placas para
inmunodifucién y se esperd a que solidificara el medio. Posteriormente se
socavaron pozos sobre las placas de agarosa y cada pozo se le colocd
Su del suero problema. Se mantuvieron en refrigeracion por 48 hrs. y se
midi6 el didmetro del halo de precipitacion.

9.8. Analisis de Nitritos
Cadmio metdlico
Cadmio metélico 500 mg

Solucion acuosa de sulfato de cobre al 5%

Sulfato de cobre (CuSO,) 500 mg
Agua destilada 100 mL

Solucion acuosa de cloruro de amonio al 5% pH=9
Cloruro de amonio (NH,HCI) 500 mg

Agua destilada 100 mL
Se ajusta el pH con borato de sodio.

53



Solucion acuosa de sulfato de zinc

Sulfato de zinc (ZNSO,) 300 g
Agua destilada 1L

Solucion acuosa de dcido acético al 15% (V/V)

Acido acético

Agua destilada

Reactivo de sulfanilamida

Sulfanilamida 500 mg
Acido acético 15% 150 mL
Guardar en un frasco oscuro y protegerlo de la luz.

Reactivo NED. N-(1-naftil)-etilendiaminodiclorhidratado

NED 200 mg
Acido acético 15% 150 mL

Guardar en un frasco oscuro y protegerlo de la luz.

Estandar de Nitritos
Nitrito de sodio (NaNO,) 200 pg/mL

Procedimiento.

Plateamiento del cadmio

En tubos de 13X100 se coloc6 0.5 g de cadmio metdlico y se agregd 2mL
de sulfato de cobre al 5%, se agit6 en un rocker por 10 minutos.
Posteriormente se lavo 3 veces con agua destilada para eliminar el cobre y
se le dio un ultimo lavado con &cido clorhidrico 0.IN para remover el
hidr6xido de cadmio, aproximadamente a 2 volimenes con el tubo lleno.
Después se lavo el cadmio con cloruro de amonio al 5% pH=9, y se guardo
en esta solucion hasta su utilizacion.

Preparacion de la muestra
A 100 uL de suero se le adicion6 300 puL de agua destilada (obteniendo una
dilucion 1:4), se tiran 20 pL de la dilucién y se agregan 20 pL de la

solucién de ZnSQ,, se mezcld bien y esta solucién forma un precipitado de
proteinas, por ello, se centrifugd a 10 000g durante 5 min.
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A los tubos con el cadmio activado se les tir6 el NH4Cl y se les adicion6 el
sobrenadante del centrifugado anterior, se taparon con parafilm y se
agitaron en un rocker por 15 min. Se centrifugaron los tubos a 3500 g por
5 min. Y se toman 200 uL del sobrenadante para el ensayo.

Se construy6 la curva de calibracién con el patrén.

Tubo Estandar Agua destilada

(UL) (WL)

1 0 900

2 100 800

3 200 700

4 300 600

5 400 500

6 500 400
Muestra 200 del sobrenadante 700

Adicionar 50 pL de sulfanilamida. Incubar 10 min.

Adicionar 50 puL del reactivo de NED, mezclar e incubar 30 min.

Leer a 540 nm.

Tabla 12. Curva patrén. Concentracion del estindar 200 pg/mL de Nitrito de
sodio.
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10. Resultados

Caracteristicas de los ojos entre los grupos de estudio.

Los ratones +/+ y et/+, no presentaron ninguna alteracién en los ojos.

et/et
Ojo Ojo
Ratén | derecho | izquierdo
1 Inflamado Sano
2 Inflamado | Inflamado
3 Sano Sano
4 Perdido | Inflamado
5 Perdido | Inflamado
6 Inflamado | Inflamado
7 Sano Catarata
8 Sano Catarata
9 Sano Sano
10 Catarata | Catarata

Tabla 13. Caracteristicas de los ojos de ratones et/et.

Figura 7. Tipos de lesiones de ojo en ratones et/et. 1) Ojo normal.
2) Ojo con Catarata. 3) Ojo inflamado. 4) Ojo perdido.
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Indices olandulares, hepaticos, renales v esplénicos en el lote de
ratones de estudio.

Estos indices fueron calculados bajo la formula de:

Peso de la glandula X 1000
Peso del raton

CDl1
Indice Indice Indice
Ratén | hepatico renal esplénico

(10°) (10°) (10°)

48.60 12.63 4.93
33.40 10.15 5.08
3491 9.40 2.36

1 54.50 10.43 2.30
2 38.01 8.76 245
3 51.40 9.80 3.09
4 40.40 9.54 4.17
5 46.12 8.90 3.79
6 37.00 8.37 2.47
7 50.40 9.87 3.80
8

9

10

Tabla 14. Indices en la cepa +/+

et/+
Indice Indice Indice
Ratén | hepético renal esplénico

(10%) (10°%) (10°%)
1 42.00 11.78 3.53
2 4791 10.53 3.98
3 39.05 8.95 3.14
4 41.60 9.45 4.04
5 4948 10.35 5.03
6 55.07 8.48 6.07
7 54.84 11.16 4.92
8 46.14 10.28 4.85
9 47.43 11.32 3.80
10 43.52 9.96 3.24

Tabla 15. Indices en la cepa et/+.
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et/et
Indice | Indice Indice
Raton | hepdtico | renal | esplénico

(10) | (10%) | (10)
1 44 .85 12.85 3.97
2 58.74 12.46 491
3 37.74 11.88 4.49
4 53.43 13.72 4.46
5 51.76 13.02 6.21
6 56.13 14.57 5.75
7 42.79 15.16 3.54
8 56.78 15.75 4.48
9 56.86 12.81 7.47
10 56.32 13.54 5.82

Tabla 16. Indices de la cepa et/et.

et/et
Indice glandular
(10°)

Raton | Lagrimal | Submaxilar
1 0.690625 | 0.943750
2 0.746031 | 0.625396
3 0.479411 | 0.644117
4 0.501694 | 0.925423
5 0.648275 | 0.737931
6 0.724528 | 0.664150
7 0.760869 | 0.691304
8 0.693333 | 0.710000
9 0.701449 | 0.805797

10 0.657575 | 0.884848

Tabla 17. Indices glandulares de la cepa et/et.

58




Curva patron de proteinas por el método de Lowry

Se determind la concentracion de antigeno mitocondrial por el método de
Lowry.

Tubo Albumina Absorbancia Albumina
(mL) (660 nm) (mg)
1 0-2 0.040 0.05
2 0.4 0.104 0.10
3 0.6 0.156 0.15
4 0.8 0.215 0.20
5 1.0 0.246 0.25

Estandar de proteinas (BSA, 0.25 mg/mL)

Grafica 1. Curva patroén de proteinas por le método de Lowry.
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Dilucion Absorbancia Concentracion del
antigeno mitocondrial
1:20 0.204 200-250 pg/mL

Tabla 18. Concentracién de la muestra de antigeno antimitocondrial
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Identificacion del antigeno mitocondrial por su peso molecular.

Se realiz6 el corrimiento electroforético de la muestra del antigeno en
distintas concentraciones y el marcador de peso molecular.

Carril Cantidad (uL) Antigeno
1 10 MPM
2 20 Antigeno mitocondrial
3 30 Antigeno mitocondrial

Tabla 19. Cantidades usadas para la identificacion del antigeno mitocondrial.

El gel se tifi6 con azul de Commasie y se observaron las siguientes bandas:

PM 1 2 3
kDa

250
148

98

30

36

Figura 8. Electroforesis. Identificacion del antigeno mitocondrial.

Se observé que la banda del antigeno mitocondrial se encuentra por encima
de la banda de los 64 kDa, correspondiendo aproximadamente a los 70
kDa, peso molecular reportado para el antigeno mitocondrial, identificado
el antigeno se prosiguié con ELISA.
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ELISA

Titulo del conjugado.

Se realiz6 ELISA indirecto para obtener la dilucién del conjugado que serd
usado, se utiliz6 anti-IgA de ratén, anti-IgG de ratén y anti-IgM de ratén y
el suero de un ratén CDI1 en diferentes concentraciones. Obteniendo mayor
titulo con anti-IgM de rat6n:

1 2 3 4
1° 0.476 0.283 0.137 0.038
1B 0.440 0.331 0.163 0.030
1C 0.499 0.333 0.157 0.055
1D 0.488 0.371 0.203 0.042
1E 0.458 0.324 0.182 0.009
1F 0.488 0.327 0.139 0.004

IG 0.363 0.289 0.067 -

Tabla 20. Titulos del conjugado con anti-IgM de raton.

Grafica2. Titulo del conjugado.

600 -

500 —A
AN B

400
\ ‘
300 \ D
200 — E
NN —F

100

Por medio de este gréfico se obtuvo la dilucién del conjugado a usar para
realizar el titulo del antigeno mitocondrial, en este caso 1:800, obtenido por
medio de la recta D, la cual se muestra por encima de las demés.
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Absorbancias obtenidas de antigeno mitocondrial por la técnica de ELISA.

Absorbancia de
Sueros Anticuerpos
antimitocondriales
Raton +/+

0.136
0.095
0.056
0.203
0.061
0.041
0.092
0.061
0.056
0.067

O [(XR0[I[N[ N ||| —

[a—
)

Raton et/+

0.072
0.064
0.086
0.138
0.070
0.064
0.018
0.056
0.032
0.100

ORI NN || |—

[a—
)

Raton et/et

0.88
0.084
0.074
0.055
0.081
0.072
0.110
0.055
0.091
10 0.185

Tabla 21. Titulos de anticuerpos antimitocondriales en las 3 cepas
de ratones.

O (X Q[N N || | —
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Inmunoelectrotransferencia

Una vez realizado el ELISA se procedi6 a realizar la
inmunoelectrotransferencia con los sueros problemas.

PM. kDa 1 2 3 4 5 6 7 9 10 CD1 e/t

250
148 —

98 __
64 —

50 —

36

Figura 9. Inmunoelectrotransferencia. Usando los sueros de ratones et/et contra el
antigeno mitocondrial, se observan positivos los sueros con titulo de anticuerpos en
ELISA mas altos.

Podemos observar que los sueros numero 3, 4 y 10 son positivos y
corresponden a los sueros con titulo mds alto de antigeno mitocondrial en
la prueba de ELISA.
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Cortes histologicos

Se realizaron cortes histologicos a higado de ratén +/+ y et/et con la
finalidad de observar sus diferencias morfolégicas.

Figura 10. Higado de raton +/+ a 40X. Vena central del lobulillo con
columnas de hepatocitos respetando la estructura normal.

Figura 11. Higado de raton et/et a 40X. Vena central del lobulillo con proceso
fibrético importante, asi como alteracion del parénquima normal y
sinusoidal.
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Figural2. Higado de ratén +/+ a 40X. Elementos propios de la
triada portal.

Figura 13. Higado de raton et/et a 40X. Proceso fibrético alrededor
de la triada portal con presencia de células inflamatorias

65



11. Analisis estadistico

Se aplicé el programa estadistico SPSS-10 para Windows 10.0.

Comparacidén de medias entre los diversos parametros determinados
v las cepas estudiadas.

Indice esplénico
Cepa Media Error estandar
+/+ 3.4440 0.33672
et/+ 4.2600 0.29475
et/et 5.1420 0.37104
Total 4.2828 0.22702

Grafica3. Comparacion de medias los indices esplénicos entre las
diferentes cepas de ratones.
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Indice hepatico

Cepa Media Error estandar
+/+ 43.4740 2.40759
et/+ 46.6620 1.70697
et/et 51.0270 2.21983

Total 47.0543 1.31959

Graficad. Comparacion de medias de los indices hepaticos entre las
diferentes cepas de ratones.

Irdcee hgssico

60

+/+ et/+

Cepas

Indice renal

Cepa Media Error estandar
+/+ 9.7850 0.37557
et/+ 10.2260 0.33241
et/et 13.5760 0.39144

Total 11.1957 0.37507

Grafica 5. Comparacion de medias de los indices renales entre las
diferentes cepas de ratones.
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Ceruloplasmina
Cepa Media Error estandar
+/+ 378.0000 18.00000
et/+ 386.1000 15.08675
et/et 423.9000 9.90000
Total 396.0000 9.00000

Grafica 6. Comparacion de medias de los valores de ceruloplasmina entre
las diferentes cepas de ratones.

400 - T - =
+/+ Cztr/;—as et/et
ELISA

Cepa Media Error estandar

+/+ 0.0904000 0.01644128
et/+ 0.0746000 0.01122319
et/et 0.0977000 0.01215735
Total 0.0875667 0.07117920

Grafica7. Comparacion de medias de los valores de ELISA entre las
diferentes cepas de ratones.
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Nitritos
Cepa Media Error estandar
+/+ 169.96200 43.664879
et/+ 169.70300 20.462747
et/et 146.28700 32.309751
Total 161.98400 18.782793

Grafica. Comparacion de medias de los valores de nitritos entre las

diferentes cepas de ratones.
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Prueba de diferencia significativa honesta (HSD) de Tukey para el indice
esplénico, indice hepatico, indice renal, ceruloplasmina, ELISA y nitritos vs

cepa, con una ot=0.05.

Variable Cepa Cepa Valor de Resultado
dependiente P
+/+ et/+ 0.217 No hay diferencia
significativa.
+/+ et/et 0.004 Hay diferencia
significativa.
et/+ +/+ 0.217 No hay diferencia
Indice esplénico significativa.
et/+ et/et 0.170 No hay diferencia
significativa.
et/et +/+ 0.004 Hay diferencia
significativa.
et/et et/+ 0.170 No hay diferencia
significativa.
+/+ et/+ 0.548 No hay diferencia
significativa.
+/+ et/et 0.047 Hay diferencia
significativa.
et/+ +/+ 0.548 No hay diferencia
Indice hepatico significativa.
et/+ et/et 0.332 No hay diferencia
significativa.
et/et +/+ 0.047 Hay diferencia
significativa.
et/et et/+ 0.332 No hay diferencia
significativa.
+/+ et/+ 0.676 No hay diferencia
significativa.
+/+ et/et 0.000 Hay diferencia
significativa.
et/+ +/+ 0.076 No hay diferencia
Indice renal significativa.
et/+ et/et 0.000 Hay diferencia
significativa.
et/et +/+ 0.000 Hay diferencia
significativa.
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et/et et/+ 0.000 Hay diferencia

significativa.

+/+ et/+ 0.920 No hay diferencia
significativa.

+/+ et/et 0.088 No hay diferencia
significativa.

et/+ +/+ 0.920 No hay diferencia
Ceruloplasmina significativa.

et/+ et/et 0.183 No hay diferencia
significativa.

et/et +/+ 0.088 No hay diferencia
significativa.

et/et et/+ 0.183 No hay diferencia
significativa.

+/+ et/+ 0.688 No hay diferencia
significativa.

+/+ et/et 0.922 No hay diferencia
significativa.

et/+ +/+ 0.688 No hay diferencia
ELISA significativa.

et/+ et/et 0.456 No hay diferencia
significativa.

et/et +/+ 0.922 No hay diferencia
significativa.

et/et et/+ 0.456 No hay diferencia
significativa.

+/+ et/+ 1.000 No hay diferencia
significativa.

+/+ et/et 0.872 No hay diferencia
significativa.

et/+ +/+ 1.000 No hay diferencia
Nitritos significativa.

et/+ et/et 0.875 No hay diferencia
significativa.

et/et +/+ 0.872 No hay diferencia
significativa.

et/et et/+ 0.875 No hay diferencia
significativa.
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Correlacidén de Spearman.

Diferencias significativas menores a 0.05 al realizar la correlacion no
paramétrica de una cola de Spearman, con una P<0.05, realizando
combinaciones de 2 parametros.

Parametro Valor de P Resultado

Lesion vs indice esplénico 0.039 Diferencia
significativa.

Lesion vs indice hepatico 0.012 Diferencia
significativa.

Lesion vs indice renal 0.000 Diferencia
significativa.

Lesion vs ceruloplasmina 0.035 Diferencia
significativa.

Ceruloplasmina vs ELISA 0.041 Diferencia
significativa.
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12. Analisis de resultados

Se realizé el andlisis comparativo de las medias para cada uno de los indices
(indice esplénico, hepdtico y renal) en cada una de las cepas (+/+, et/+ y
et/et), encontrando que para los tres tipos de indices analizados la cepa et/et es
mayor. Siendo significativa segtin la prueba de Tukey (a=0.05) para las cepas:
+/+ vs et/et en el indice esplénico con una p= 0.004

+/+ vs et/et en el indice hepatico con una p= 0.047

+/+ vs et/et y +/et vs et/et en el indice renal con una p=0.000 para ambas.

Siendo la cepa de ratones +/+ nuestro control positivo y encontrando que el
indice esplénico, hepatico y renal estd aumentado para la cepa et/et, ésto se
debe probablemente al dafio producido por la autorespuesta, un proceso
inflamatorio y el consiguiente infiltrado celular expuesto con anterioridad
para el S.S en la literatura, descrito como padecimiento sist€mico, asi como la
CBP se correlaciona con el aumento del indice hepdtico, ya que en ésta el
higado sufre un aumento.

En la comparacion de medias con respecto a los valores de ceruloplasmina se
observa que la cepa et/et muestra un ligero aumento por encima de de las otras
dos cepas. No encontrando una significancia por la prueba de Tukey. En la
CBP el transporte de cobre se ve interrumpido por la destrucciéon de los
conductos biliares interlobulares y este se acumula en el higado, la
ceruloplasmina tiene como funcion el transporte de cobre, durante la CBP se
incrementa la ceruloplasmina sérica como respuesta al acimulo de cobre en el
higado.

Mediante la técnica de ELISA pudimos detectar los AMA con una
sensibilidad del 98% y especificidad del 96%, observando que la cepa et/et
presento titulos ligeramente mas altos en comparacion con las otras cepas de
ratones. No siendo significativo segin la prueba de Tukey, pero si
confirmando el probable diagnéstico de la CBP ya que estos anticuerpos se
presentan en el 90-95% de los casos.

Se realizé la técnica de IET, como prueba confirmatoria al diagnéstico
serologico de AMAS en los 10 sueros de la cepa et/et, obteniendo bandas
correspondientes para el antigeno mitocondrial en los sueros 3, 4 y 10, siendo
estos 3 sueros los que presentaron titulos mas altos de anticuerpos
antimitocondriales. Cabe mencionar que el suero fue insuficiente para realizar
esta prueba, ya que fue la ultima en realizarse.
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En cuanto a los cortes histolégicos realizados, se observd la estructura normal
del higado en la cepa +/+ (control positivo) a diferencia del realizado a la cepa
de ratones et/et (problema) observando un infiltrado de células inflamatorias
caracteristico de la CBP y proceso fibrético importante alrededor de la vena
central del lobulillo hepético y de los elementos de la triada portal. El tejido
cicatrizal concuerda con el cuadro histopatolégico de la CBP, originado a
partir de una lesion provocada por la autorespuesta contra este érgano.

En lo que respecta a la correlacién no paramétrica de Sperman, la pareja
conformada por lesion- indice esplénico, presentd una correlacion positiva
(p=0.039) deduciendo asi que mientras las lesiones en ojos agravan se
presenta un aumento del bazo del raton.

Del mismo modo se encontré una correlaciéon positiva para el binomio
lesion-indice hepatico (p=0.012) y lesidn-indice renal (p=0.000). Esto
significa que los Organos involucrados aumentan en su tamafio a razon del
aumento en la gravedad de las lesiones que presentan los ratones en los 0jos
(inflamacion, catarata o pérdida), tomando en cuenta que las cepa control
(+/+) y la cepa et/+ (portador) no presentaron lesion y que las lesiones en ojos
solo se presentaron en la cepa et/et, se infiere que esta cepa de ratones
presenta caracteristicas similares a las presentes en el S.S y que a razén de que
se incrementa la respuesta autoinmunitaria contra glandulas lagrimales se
agrava la respuesta contra los 6rganos estudiados, especificamente el higado
que presenta un aumento considerable en su tamafio por la autoinmunidad
generada por los AMAs, generando la lesion, inflamacion y el posterior
infiltrado linfocitario caracteristico de la CBP.

Para el conjunto lesiéon-ceruloplasmina (p=0.035) se observé una correlacion
positiva, de una manera mas especifica este conjunto muestra la relacion entre
la gravedad de la lesion en los ojos y el aumento de ceruloplasmina, es decir
conforme la CBP se agudiza y los conductos interlobulares son destruidos, la
ceruloplasmina sérica sufre un aumento conforme el cobre se acumula en el
higado. De igual forma se observo una correlacion positiva para el binomio
ceruloplasmina-ELISA (p=0.041), infiriendo que al mismo tiempo que los
anticuerpos antimitocondriales (AMA) aumentan, se da el incremento de
ceruloplasmina como consecuencia del dafio hepatico ocasionado por los
mismos AMAs.

Comparando las tres cepas de estudio, se encontré que existen diferencias
significativas entre ellas, especificamente entre las cepa +/+ (control positivo)
y la cepa et/et, demostrando claramente que los ratones et/et presentan
caracteristicas similares a las observadas en el S.S y la CBP.
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13. Conclusiones

O El higado, rifién y bazo muestran un aumento en la cepa de ratones et/et
en comparacion con las cepas et/+ y +/+ por el proceso
auntoinmunolégico, caracteristico del SS en su forma secundaria como
una manifestacion sistémica.

O Los valores de AMAs determinados por la técnica de ELISA se
encuentran elevados para la cepa et/et y esto fue confirmado por IET.

O Se observé destruccion de conductos biliares interlobulares en los cortes
histoldgicos realizados a la cepa et/et, en contraste con las arquitectura
normal que se observo en la cepa +/+.

O Los valores de ceruloplasmina en sangre se encuentran aumentados en
la cepa et/et como consecuencia al dafio hepatico que sufre el raton por
una respuesta autoinmune.

O Las lesiones observadas en los ojos de los ratones et/et estan
correlacionadas con el aumento de tamafio del higado, bazo y rifidn, asi
como con los valores de ceruloplasmina de tal modo que entre mas se
presentan las lesione y mayor gravedad tienen, aumenta el tamafio del
organo y los niveles de ceruloplasmina sérica.

O Todos los factores anteriores permiten inferir que las cepa de ratones
et/et presenta caracteristicas semejantes a las que se presentan en la
Cirrosis biliar primaria y que forma parte de la manifestaciones
sistémicas del Sindrome de Sjogren.

O La cepa de ratones et/et, por sus caracteristicas, funge como modelo

animal para el estudio del Sindrome de Sjogren y mds particularmente
de la Cirrosis biliar primaria.
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Tabla de abreviaturas

°C Grados centigrados

Ab Anticuerpo

ADN Acido Desoxirribonucleico
Ag Antigeno

AMA Anticuerpos Antimitocondriales
ANA Anticuerpos Antinucleares
CBP Cirrosis Biliar Primaria

cm Centimetros

Da Daltons

IET Inmunoelectrotransferencia
g Gramos

h Horas

KDa Kilodaltons

L Litros

ug Microgramos

uL Microlitros

mm Milimetros

min. Minutos

MPM Marcador de Peso Molecular
N Normalidad

NO Oxido nitrico

NOS Enzima sintetasa del 6xido nitrico
r.p.m Revoluciones por minuto

SS Sindrome de Sjogren

\Y% Volts

WB Wester-blot



14. Glosario

Albuimina: proteina que se encuentra en gran abundancia en el plasma
sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre. Es sintetizada en el
higado.

Anergia: incapacidad del organismo para reaccionar ante un alérgeno o
antigeno que se le ha administrado.

Apoptosis: es uno de los principales tipos de muerte celular programada.
Como tal es un conjunto de reacciones bioquimicas que ocurre en las células
de un organismo pluricelular, encaminadas a producir la muerte de la célula de
manera controlada, a diferencia de la necrosis.

Artralgia: dolor en una o mds articulaciones.

Células T: las células T pertenecen al grupo de glébulos blancos conocidos
como linfocitos. Los linfocitos T son los responsables de coordinar la
respuesta inmune mediada por células, asi como de funciones de cooperacion
para que se desarrollen todas las formas de respuestas inmunes, incluida la
respuesta de anticuerpos por los linfocitos B.

Células B: los linfocitos B de los cuales depende la inmunidad mediada por
anticuerpos, con actividad especifica de fijacion de antigenos. Las células B
dan origen a las c€lulas plasmaticas que producen anticuerpos.

Ceruloplasmina: es una proteina fijadora de cobre sintetizada por el higado y
secretada a la circulacion.

Colitis ulcerosa: enfermedad inflamatoria del colon (el intestino grueso) y del
recto. Estd caracterizada por la inflamacion y ulceracion de la pared interior
del colon. Los sintomas tipicos incluyen diarrea (algunas veces con sangre) y
con frecuencia dolor abdominal.

Enfermedad de Addison: deficiencia hormonal causada por dafio a la
glandula adrenal lo que ocasiona una hipofuncién o insuficiencia

corticosuprarrenal primaria.

Enfermedad de Graves: tiroiditis autoinmune de etiologia desconocida, que
estimula la glandula tiroides, y es la causa de hipertiroidismo més comun.
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Esclerodermia: enfermedad del tejido conectivo difuso caracterizada por
cambios en la piel, vasos sanguineos, musculos esqueléticos y Organos
internos.

Esclerosis miiltiple: enfermedad crénica que debilita el sistema nervioso
central, que afecta al cerebro y a la médula espinal. Es probablemente una
enfermedad autoinmune, lo que significa que el cuerpo destruye por alguna
razOn sus propios tejidos, células o sustancias propias del cuerpo y las
reconoce como sustancias extrafias.

Fibromialgia: condicién caracterizada por la propagaciéon de dolor en las
articulaciones, los musculos, los tendones y otros tejidos blandos.

Gen autosémico recesivo: significa que se necesitan dos copias del gen para
que la condicion se manifieste, una heredada del padre y otra de la madre, que
son portadores obligados.

Granulomatosa: Tumoracién formada por tejido de granulacion.
Hepatoesplenomegalia: crecimiento del higado y bazo.

Lupus eritematoso sistémico: es una enfermedad autoinmune crénica. En
ésta, el sistema inmunoldgico ataca a las células del organismo y los tejidos,
produciendo inflamacién y dafio debido a la unién de autoanticuerpos a las
células del organismo, y al depdsito de complejos antigeno-anticuerpo.

Mialgia: dolor en uno o varios musculos.

Miastenia gravis: enfermedad neuromuscular autoinmune y crénica
caracterizada por grados variables de debilidad de los musculos esqueléticos
(voluntarios) del cuerpo.

Miositis: edema o inflamacién de los misculos voluntarios (esqueléticos) que,
por lo general, es producida por una lesion o una infeccion.

Oftalmia simpatica: patologia de la uvea, poco frecuente en la actualidad,
que se desarrolla a partir de un traumatismo previo en el ojo dafado.

Penfigoide: comprende un grupo de enfermedades autoinmunes adquiridas
caracterizadas por formacion de ampollas subepidérmicas causadas por la
sintesis de autoanticuerpos frente a un antigeno comin, el antigeno del
penfigoide ampolloso, producido por los queratinocitos basales.
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Poliacrilamida: Gel sintético formado a partir de la polimerizaciéon de
acrilamida, bisacrilamida, y catalizadores.

Polipéptido: péptido formado por una cadena simple de mas de 10
aminodcidos y de menos de 50 aminodacidos. Varias cadenas de polipéptidos
se pueden asociar para formar las proteinas.

Prurito: hormigueo peculiar o irritacién incémoda de la piel que conlleva un
deseo de rascar la parte en cuestion. Comtinmente es llamada picazon.

Sindrome de Goodpasture: enfermedad autoinmunitaria, perteneciente al
grupo de enfermedades de hemorragia alveolar o pulmonar, que suele acabar
en una enfermedad pulmonar intersticial y se caracteriza por la produccion de
anticuerpos antimembrana basal tanto del glomérulo renal como de los
alveolos pulmonares.

Tiroiditis de Hashimoto: es una enfermedad congénita de caricter autoimune
(por auto- anticuerpos anti-tiroideos), causando una inflamacién de la gldndula
tiroides.

Xantoma: afecciéon cutdanea caracterizada por la formacion de placas o
ndédulos mas o menos planos, amarillos, ligeramente elevados y de tamafio
diverso. Generalmente dependen de una afectacion del higado o de un
trastorno metabolico
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