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1. RESUMEN

La catarata es una enfermedad multifactorial asociada a diferentes factores; los cuales
afectan directamente al cristalino causando la opacidad del mismo; actualmente en nuestro
pais se calcula que cada afio 100 mil pacientes se les diagnostica esta enfermedad. En el
presente trabajo se determind la susceptibilidad de los ratones et/et a la formacion de
cataratas usando selenito de sodio. Se determinaron los niveles de nitritos mediante el
método de Griess, ceruloplasmina por el método de Manccini y peroxidacion lipidica
siguiendo el método del acido tiobarbitdrico; asi como la presencia de anticuerpos contra
antigenos de retina con el método de ELISA. Resultados, se observd que el 11.1 %
desarrollo cataratas, el 14.8% leucoma, el 14.8% inflamacion, el 3.7% perdio el ojo y el
56% no presento alteracion ocular alguna, los ratones et/+ y +/+ no mostraron ninguna
alteracion. Con respecto a los niveles de nitritos se observd que los animales et/et
mostraron mayor cantidad de nitritos que las otras cepas, resultando los niveles mayores en
el grupo de ratones jovenes, en comparacion con los animales viejos y con respecto a la
ceruloplasmina los niveles mayores se encontraron con la cepa et/et. En base a los
resultados obtenidos el presente trabajo se puede ocupar como método de induccion de
cataratas en ratones et/et para evaluar diversos compuestos organicos con propiedades

anticataratogénicas.



2. INTRODUCCION

La catarata es una opacificacion del cristalino y es una enfermedad multifactorial asociada
a varios factores de riesgo tales como el envejecimiento, diabetes, desnutricion, la luz
solar, el tabaquismo y la hipertension, entre otras. Las cataratas son una enfermedad
degenerativa la cual se puede presentar nublando la vision nocturna, disminuyendo tono y
brillo de colores, manifestando halos de luz, en resumen reduciendo la funcion visual lo
cual interfiere con las actividades de la vida diaria y por consecuencia reduce la calidad de
vida. Los radicales libres inducidos por el estrés oxidativo se postulan como el principal
factor que conduce a la catarata senil esta hipoOtesis se apoya por el efecto de diversos
nutrientes anticataratogenicos.’

La organizacion mundial de la salud estima que en mas del 82% de los casos de ceguera se
produce en personas mayores de 50 afios y que las cataratas representan el 47.8% de un
total aproximado de 37 millones de personas ciegas en el mundo.? En nuestro pafs las
cataratas son responsables de 40% a 50% de los casos de ceguera la mas comun es la senil,
y se estima una prevalencia de alrededor de 200 mil casos, de los cuales se operan 100 mil
al afio. Se calcula que cada afio a 100 mil mexicanas y mexicanos se les diagnostica esta

enfermedad.®

Actualmente no hay un agente farmacolégico universalmente aceptado que prevenga o
reduzca la opacidad del cristalino en los seres humanos, la extirpacion quirargica es el
Unico tratamiento aceptado para tratar la catarata humana; sin embargo el costo de la
cirugia puede estar lejos del alcance de las personas de bajos recursos econdmicos. Por lo
tanto existe una necesidad urgente de tratamientos no quirdrgicos de bajo costo para el
tratamiento de las cataratas.” En los recientes afios ha surgido gran interés por las
terapias alternativas y el uso de productos naturales, especialmente los derivados de
plantas. Los productos naturales en general, y las plantas medicinales en particular son una
importante fuente de nuevas sustancias quimicas con un potencial terapéutico aplicable.
Por esta razén las plantas medicinales pueden ser una alternativa terapéutica * para lo cual
se necesitan diferentes modelos de induccién de cataratas que permitan desarrollar

experimentos con plantas que posean la propiedad anticataratogenica.



3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO OCULAR

El ojo adulto mide alrededor de 24 mm de didmetro. Sin embargo, el término “adulto” es
en realidad erréneo, puesto que el ojo obtiene ese tamafo hacia los 2 o 3 afios de edad; al
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nacer el ojo mide ya casi 20 mm de diametro.

De forma irregularmente esferoidal, estd formado por tres capas concéntricas (Figura 1):
3.1.1 Tdunica externa. Es la de mayor consistencia, le da al globo su forma

constante y contribuye al mantenimiento de la presion intraocular

- Cornea. Es una estructura transparente que proporciona gran parte del poder
refractivo necesario para enfocar la luz en la retina. También funciona como

estructura de proteccion de tejidos y humores intraoculares.

- Esclerotica. Membrana fibrosa muy resistente que protege los tejidos intraoculares,
soporta la tension de los miisculos intraoculares y contribuye a mantener la forma y
tono ocular. Su cara externa, de aspecto blanquecino, presenta en su porciéon media

la insercidon de los musculos oculomotores.

3.1.2 Tunica media o vascular. Denominada tvea, consta de tres porciones bien

diferenciadas:

- Iris. Porcion anterior de la Gvea presenta la forma de un disco perforado en su
centro por un orificio circular, la pupila, constituye un orificio de tamafio variable,
cuyo didmetro normal se considera comprendido entre 2 y 4 mm, controla la

cantidad de luz que penetra al ojo, actuando a modo de un diafragma.

- Cuerpo ciliar. Desempena un papel importante en la acomodacion, la nutricion del

segmento anterior y la secrecion de humor acuoso; se encuentra intercalado entre la



base del iris y limbo por delante, la coroides y retina por detras, y rodeado por la

esclerotida. Sobre su base anterior se inserta el iris.

Coroides. Constituye la ivea posterior, su riqueza en células pigmentarias le
confiere un papel de pantalla a la luz y su naturaleza vascular la hace membrana
nutricia del ojo. Situada entre la esclerotica por fuera y retina por dentro.

3.1.3 Tdunica interna o neurosensorial:

Retina. Es la capa mas interna del globo ocular, de estirpe neurosensorial, es donde
se inicia el proceso de vision, siendo la parte especializada del sistema nervioso

destinada a recoger, elaborar y transmitir las sensaciones visuales.

Vitreo. Gel transparente que ocupa la totalidad del espacio comprendido entre la
superficie interna de la retina, cara posterior del cristalino y cuerpo ciliar.
Representa las 4/5 partes del volumen ocular, es avascular, compuesta en un 99%

por agua, colageno y acido hialurénico.

Cristalino. Es avascular y no posee inervacion; las proteinas que lo integran,
solubles en niflos y jovenes, se van transformando en insolubles en el adulto, lo que
le resta elasticidad y transparencia; el cristalino forma nuevas fibras a lo largo de
toda la vida, en los seres humanos las fibras viejas se comprimen centralmente para

i . .. e, . 6
formar un nucleo cristaliniano inelastico cada vez mayor



Fig. 1 Seccién transversal del globo ocular®

3.2 INMUNIDAD

El termino inmunidad deriva de la palabra latina inmunitas, en un sentido historico
inmunidad significa proteccion contra la enfermedad y mas en concreto, contra una
enfermedad infecciosa. Las células y moléculas responsables de su ejecucion constituyen el
sistema inmunitario y su reaccion conjunta y coordinada frente a la entrada de sustancias
ajenas se denomina respuesta inmunitaria. Una definicion mas global de la respuesta
inmunitaria sefiala que es una reaccion desplegada tanto frente a los componentes de los
microorganismos como a macromoléculas, del tipo de las proteinas y los polisacaridos, y a
pequeios compuestos quimicos que sean reconocidos como ajenos con independencia de

las consecuencias fisiologicas o patoldgicas que pueda acarrear una reaccion de esta clase.



3.2.1 INMUNOLOGIA DE LA SUPERFICIE OCULAR

El estroma se sella desde el entorno externo por uniones laminales y forman una barrera
fisica contra antigenos externos. Esto se complementa con una barrera fisico-quimica en los
epitelios derivadas de la capa de mucina, que protege contra la entrada y adherencia de los
antigenos por efecto del lavado mecénico del liquido lagrimal y el parpado de limpieza

combinado con la accidon de las proteinas de proteccion.

La pelicula lagrimal es un componente funcional importante de la defensa inmune en la
superficie de la mucosa ocular; ademdas de un efecto de limpieza inducida por el parpado
de limpiado el cual contiene los anticuerpos especificos IgA que son secretados por la
glandula lagrimal y por las mucosas oculares en la superficie; también se ha elevado el
nimero de reportes de péptidos y proteinas del sistema inmune unos de ellos tienen un
efecto antimicrobiano directo, mientras que otros (por ejemplo, quimiocinas y citocinas)
reclutan y activan a los leucocitos incluyendo las células linfoides. Historicamente, y
debido a su concentracion relativa, tres antimicrobianos secretados son los mas
importantes. La lisozima destruye a la pared celular bacteriana, la lactoferrina se une al
hierro, y la prealbimina (lipocalina) especifica lagrimal actia como un barrendero de
productos bacterianos, el complemento se produce como un trasudado desde el suero. La
angiogenina es una nueva proteina encontrada en altas concentraciones en practicamente
todas las muestras lagrimales. Al parecer tiene principalmente un efecto de agente

antimicrobiano dentro de la pelicula lagrimal.®



Lacrimal
drainage-
associated
lymphoid tissue (LDALT)

Lacrimal gland-
associated lymphoid
tissue

Fig. 2 El tejido linfoide asociado a el ojo (EALT) es el tejido linfoide asociado a mucosa para
proteccion inmune de la superficie ocular y sus anexos a mucosas, es anatdmicamente de drenaje
continuo de la lamina lagrimal a toda la conjuntiva y al tejido linfoide asociado (CALT y LDALT
respectivamente). Este consiste de un tejido linfoide difuso de linfocitos T y de células plasmaticas
secretoras de IgA, incluyendo poblaciones leucocitarias accesorias en todos los dérganos y de
foliculos linfoides en la conjuntiva — y drenaje lacrimal- tejido linfoide asociado (En el dibujo la
linea azul representa a las células plasmaticas, las células azules pequefias representas las células B
y las células pequefias negras representan las células T). Da proteccion asi como los factores
agresivos dentro de la pelicula lagrimal que conecta las diferentes partes de la superficie ocular y la
protege desde el exterior del medio ambiente, son un componente importante de la inmunidad en la
superficie ocular. Los 6rganos estan también conectados por la recirculacion de linfocitos a través

de buques especializados entre si y con el resto del sistema inmunologico.®



3.3 EL CRISTALINO

El cristalino (lente) humano consta de tres zonas metabolicamente diferentes en el lente: el
epitelio, la corteza y el nucleo o nucleo del cristalino; las células epiteliales se encuentran
justo debajo en la mayor parte de la capsula del coldgeno que rodea al lente, estas son las
células mas activas metabolicamente; algunas de estas células se dividen, emigran hacia el
ecuador del objetivo, a medida que se alargan hasta mil veces para formar las fibras del
cristalino.

La hipétesis es que la opacidad en estas tres zonas tiene diferentes etiologias y por lo tanto

la mayoria de los estudios, al menos los epidemiolédgicos, deben tratarse por separado.

La edad es el factor de riesgo mas comun en las cataratas; las cataratas nucleares
relacionadas con la edad se asocian con una pérdida de glutation en el centro de la lente y
una amplia modificacion de las proteinas nucleares las cuales incluyen: coloracion,
oxidacion e insolubilizacion

Color. El sistema de clasificacion mas utilizado es el Pirie que clasifica al lente en cuatro
grupos segun el grado de color del nucleo la cual es la caracteristica fisica mas notable al
extraer las cataratas nucleares relacionadas con la edad en humanos, en los lentes se puede
observar una variedad de colores, amarillo, marrén y negro el color es principalmente en
el nlcleo y se encuentra so6lo en los lentes de los primates; la pigmentacion es casi
exclusivamente ligada a proteinas.

Oxidacion. Con respecto a todo el lente, la perdida de glutation en la region nuclear es
probablemente la caracteristica fundamental que precede a la formacién de cataratas
nucleares relacionadas con la edad; el glutation es al antioxidante esencial y primordial
lenticular la perdida de este se produce en casi todas las cataratas experimentales y es
interesante observar que la mayoria de la reducciéon del GSH se produce en la region

nuclear, mientras que la GSH cortical sigue siendo normal.

Barrera del lente. Con respecto a los cambios fisicos, el desarrollo de una barrera interna a
la difusion de pequefias moléculas, puede ser importante en el desarrollo de cataratas
relacionadas con la edad esta barrera impide el flujo de moléculas antioxidantes y por lo

tanto descarta al centro de la lente a la oxidacion. También moléculas pro-oxidantes



inestables pueden tener u n tiempo de residencia en el lente. Las modificaciones de las

proteinas también podrian ser aceleradas por la aparicion de la barrera. " '°

3.4 CATARATA

La catarata es una nubosidad de los lentes del ojo lo cual impide el paso de la luz. Aunque
mas casos de cataratas se relacionan con el proceso de envejecimiento, ocasionalmente
nifios pueden nacer con esta condicion, o la catarata puede desarrollarse en el ojo después
de una lesion, inflamacion o alguna otra enfermedad ocular'’

En el 2002 el nimero de personas con deficiencia visual en todo el mundo supero los 161
millones, y de ellos 37 millones sufrian ceguera, la carga de deficiencia visual no se
distribuye uniformemente en todo el mundo, pues las regiones menos desarrolladas son las
mas afectadas, la deficiencia visual se distribuye también de forma dispar entre los grupos
de edad, pues la padecen sobre todo adultos de mas de 50 afios. Se observa también un
desequilibrio en lo referente al género a nivel mundial; el riesgo de deficiencia visual es
significativamente mayor en las mujeres que en los hombres. A pesar de los progresos de la
cirugia logrados en muchos paises durante los tltimos decenios, la catarata sigue siendo la
principal causa de deficiencia visual en todas las regiones del mundo, exceptuando los
paises mas desarrollados, otras causas importantes de deficiencia visual son, en orden de
importancia, el glaucoma, la degeneraciéon macular relacionada con la edad, la retinopatia
diabética y el tracoma.'?

La etiologia de los cambios relacionados con la edad en el cristalino no esta totalmente
entendido y probablemente sea multifactorial hay tres tipos principales de cataratas
relacionadas con la edad las cuales se definen por su aspecto clinico en: nucleares,
corticales y subcapsulares posteriores; estas pueden presentar solas o en combinacion.

(Figura 3)

3.4.1 Nuclear. Con la edad de los lentes, nuevas capas de fibras se agregan al nucleo del
lente volviéndose mdés comprimido (catarata por esclerosis nuclear), con coloracion
amarillenta asociada al lente la esclerosis nuclear progresa lentamente durante afios. En
algunos casos no afecta significativamente la vision o s6lo causa un cambio en la refraccion
(miopia); también llamada en algunas ocasiones segunda vista. Con una mayor progresion

puede haber pérdida en la discriminacion del color y también pérdida de la vision.



3.4.2 Cortical. La corteza del lente esta hecha de las fibras mas recientes del lente, las
fibras se pierden con el envejecimiento y las fibras nuevas se agregan en el exterior del
lente, bajo la cubierta exterior o en la cépsula del lente. Con el envejecimiento las
opacidades discretas (radios corticales) se pueden desarrollar dentro de la corteza de la
lente que normalmente no causa sintomas visuales a menos que impliquen el eje visual o

toda la corteza, en cuyo caso el lente llega a ser blanco y se dice que esta maduro.

3.4.3 Sub capsular posterior. Estas cataratas son opacidades granulares que se producen
principalmente en la corteza posterior central, justo debajo de la capsula posterior se puede
presentar en pacientes jovenes y son comunmente asociados con una queja de

deslumbramiento, como cuando se conduce de noche, y tienden a reducir la vision de cerca

més que la agudeza visual a distancia."

Nuclear cataract Cortical cataract Subcapsular cataract

unicellular layer of

capsula lentis - epithetial cells -
basal elastic merubrane : the youngest fibres

. EQuatorial zone
(front of the lens)

nucleus - . :
the core of lens cortex - oider tissue-

cells after elongation,
without cell nucleus

Fig 3.Ilustracion de los tipos de cataratas y lesiones en la anatomia ocular °
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3.4.4 CATARATAS ESTRES OXIDATIVO

El cristalino se encuentra en un ambiente que es rico en fuentes enddgenas de especies
reactivas de oxigeno (ERO), que se producen por la elevada concentracion del oxigeno
local, la exposicion cronica a la luz y la actividad patogénica de las células epiteliales del
cristalino. El mantenimiento de su transparencia depende de un adecuado balance del
estado redox. Aunque existen multiples defensas fisioldgicas para proteger el cristalino de
los efectos toxicos de la luz y el dafo oxidativo, la evidencia sugiere que la exposicion
crénica a la oxidacién a largo plazo puede dafiar el cristalino y predisponerlo al desarrollo

14
de las cataratas.

3.5 RADICALES LIBRES (RL)

Se consideran radicales libres (RL) aquellas moléculas que en su estructura atdémica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, ddndole una configuracion
espacial que genera una elevada inestabilidad. Es una entidad quimica que contrario a la
tendencia espontanea de los electrones localizados en los atomos y moléculas a la
formacién de parejas, es desapareado. Esto lo hace muy inestable, extraordinariamente
reactivo y de vida efimera, con una enorme capacidad para combinarse inespecificamente
en la mayoria de los casos, asi como con la diversidad de moléculas integrantes de
estructura celular: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada
uno de ellos.

Los RL son elaborados continuamente como un producto del metabolismo de cada célula e
inactivados por un conjunto de mecanismos (unos enzimaticos y otros de atrapamiento).
Son componentes normales de células y tejidos, existiendo un depdsito de RL particular en
cada estirpe celular y en algunos tipos celulares permiten la mejor adaptacion a su habitat.
Al elevarse o disminuir las concentraciones fisiologicas de las especies reactivas de
oxigeno (EROS) puede acarrear importantes alteraciones funcionales.

El oxigeno molecular (O;) es fundamentalmente birradical ya que tiene 2 electrones no
apareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro paralelo, impidiendo que capte 2

electrones simultdneamente en las reacciones que interviene.
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La sangre, fluido biologico compuesto por eritrocitos, leucocitos y plaquetas como
elementos celulares, cumple entre otras funciones la de transportar el oxigeno desde los
pulmones hasta los tejidos, y es aqui donde este actlia como sustrato en diversas reacciones
bioquimicas intracelulares y como resultado se desencadena una produccion de H,O, y
superoxido, entre otras EROS.

En 1954 una investigadora argentina, Rebeca Gerschman, sugirié por primera vez que los

RL eran agentes toxicos y generadores de enfermedades. "
3.6 LOS ESTUDIOS EN ANIMALES

Mais de 5000 articulos sobre catarata en animales han sido publicados, sin embargo, hay
diferencias significativas entre los lentes de los humanos y animales, que incluyen: los
filtros UV en animales es inexistente, la relacion en la oxidacion de las proteinas es menor
en los seres humanos, las niveles de proteinas en el cristalino humano son menores que en
la mayoria de los animales, en el cristalino del raton y la rata es mucho mayor el isdbmero
gamma, en el centro de los lentes los niveles de proteinas aumentan con la edad en los
animales, pero no en los seres humanos; so6lo los humanos, murcié¢lagos de la fruta,
congjillos de indias producen escorbuto, el ascorbato en los lentes del humano es mili molar
mientras que en las ratas es micro molar y el glutation en relacion con las enzimas es

insignificante en la lente de los animales.’
3.7 RATON et/et

El ratén desnudo et/et fue observado en 1985 en una cepa cerrada no consanguinea de
ratones albinos CD1 en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la
Universidad Nacional Autébnoma de México; una de sus caracteristicas es la alopecia, que
es el resultado de un gen recesivo autosdmico simple. El término “et” se adopto para
nombrar a la forma mutante, ademas los ratones presentan una fertilidad baja, mortalidad
elevada, lesiones en los ojos y muestran mayor cantidad de células CD3+ y CD8+,
comparados con los ratones et/+ y +/+, y no muestran mayor susceptibilidad a la infeccion

de gérmenes intracelulares como el Mycobacterium lepraemurium.'®
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3.8 METODOS EXPERIMENTALES DE INDUCCION DE CATARATAS

En el 2006 Malmstrom y Kroger demostraron que roedores y primates de laboratorio tienen
caracteristicas anatémicas similares en el ojo y asi muchos de los modelos para el
desarrollo de cataratas se basan sobre estudios experimentales en estos animales. '’ Los
modelos son métodos necesarios para evaluar la efectividad de los compuestos organicos e
inorganicos que poseen propiedades anticataratogénicas. A continuacion se describen
brevemente algunos de los modelos mas comunes.

3.8.1 Cataratas inducidas por selenito de sodio

La sobredosis de selenito de sodio es extremadamente rapida y conveniente en el modelo
de cataratas nucleares. Las cataratas se producen en ratas pups por una sobredosis del
mineral esencial de selenio. La capacidad del selenito para producir cataratas fue descrita
por primera vez en 1977.

Las cataratas por selenito se producen generalmente por una sola inyeccidon subcutanea de
19-30 Micromoles/Kg de peso corporal de selenito de sodio (Na,SeOs3) en ratas lactantes
de entre 10-14 dias de edad. Por otra parte, las inyecciones repetidas de pequenas dosis de
selenito o de la administracion oral también son cataratogénicos. El selenito es solo
cataratogénico cuando se administra a ratas jovenes antes de que concluyan en periodo de
maduracion critica del lente (aproximadamente 16 dias de edad). Las cataratas nucleares
bilaterales se producen dentro de 4 a 6 dias; estadios previos incluyen: catarata posterior
subcapsular (dia 1), fibras hinchadas (dia 2-3) y el anillo refractil perinuclear (dia 3).
Aunque el modelo ha sido utilizado ampliamente como un modelo para la catarata nuclear,
la catarata cortical transitoria también se forma entre 15-30 dias después de la inyeccion

(esta se desvanecera después de unos meses pero la catarata nuclear es permanente).

Un ntmero importante de cambios en el metabolismo del lente epitelial durante la
formacion de cataratas por el selenito han sido documentados. Usualmente antes de una
opacidad visible. Estas incluyen supresion de la mitosis y la entrada de células epiteliales
en la profase, fragmentacion nuclear, decremento en la tasa de diferenciacion en las células
epiteliales, disminucién en la sintesis e incremento en el dafio del ADN, y pérdida de la
homeostasis del calcio. La hipodtesis de estos cambios tempranos en el epitelio del lente

puede resultar del dafio oxidativo causado por el selenito
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La acumulacion de calcio se observa en la mayoria de las cataratas, con un incremento de
calcio en el lente. Las cataratas por selenito son especialmente interesantes debido a la
absorcion de calcio durante la formacion de cataratas nucleares por el contrario, el sodio, el
potasio y el agua no aumentan indicando nulos cambios apreciables en la permeabilidad
generalizada de todo el lente.

Protedlisis. Una importante consecuencia de la elevacion de calcio en la lente de los
roedores es la activacion de la proteasa activada de calcio la m-calpaina. Estudios
experimentales han demostrado que la induccidén de protedlisis por la calpaina es un
mecanismo comun en una amplia variedad de cataratas en ratas y ratones; asi el factor
cataratogénico inicia con la entrada de calcio, y la protedlisis por la calpaina como

. ., . 18 1o
mecanismo de formacion de cataratas es muy activa en la lente de los roedores. ~ (Figura 4)

Aldtered epithelial metabolism

(oxidation,. DN A and RIN A metabolism, calcium
homeostasis)

Calcium accumulation in nucleus

4

Activartion of m-—calpain (calpain I1)

Proteolysis and loss of N-termmal extensions on
B-crystallins

Insolubilization of proteolyzed G- and o«
crystallins., co-precipitation of ycrystallins

‘_

I ight scatter and cataract

8

Fig 4. Formacion de la catarata nuclear por la administracion de selenito de sodio '
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3.8.2 Cataratas inducidas por dosis repetidas con tacrolimus (FK506)

Tacrolimus es un potente inmunosupresor es usado para inhibir el rechazo de aloinjertos en
los oOrganos trasplantados, un estudio preclinico de toxicidad de tacrolimus en ratas se
encontrd que induce toxicidad; incluyendo lesiones renales y pancreaticas; una de esas
alteraciones toxicas encontradas fue la aparicion de cataratas, las cuales se desarrollan en
las ratas con dosis orales diarias de Smg de tacrolimus/Kg de peso durante un periodo de 13

s€manas. 19

3.8.3 Cataratas inducidas con galactosa
En este método se utilizan ratas albino Wistar de 21 dias de edad, teniendo un promedio de
peso de 30 g las cuales se les alimenta con una dieta por encima del 30% de galactosa por

. . . 20
un periodo de tiempo aproximado a las 4 semanas

3.8.4 Cataratas inducidas con radiacion

Este estudio estd dirigido a evaluar el dafio en el ADN y la respuesta de reparacion del
ADN a los rayos x; los cambios posteriores en el lente de las células epiteliales in vivo
lleva un periodo de retraso largo, pero luego rapidamente se desarrollan las cataratas. Se
utilizan ratones hembras C57BL los cuales reciben 11 Grays (Gy) de rayos x suaves, en la
cabeza solamente. Los ojos de los animales son examinados para el estado de cataratas en
intervalos de 30 dias con una ldmpara de hendidura por un periodo de 11 meses después de
la irradiacion. *'

3.9 OXIDO NITRICO (NO)

El 6xido nitrico es un gas hidrofébico de vida corta, producido endégenamente y que posee
una estructura quimica relativamente sencilla, el NO se sintetiza a partir de L-arginina,
oxigeno molecular y la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), segun aparece

en las reacciones siguientes mediadas por las enzimas 6xido nitrico sintasas (ONSs) (Figura

5)
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Fig 5. Produccion de NO *

El NO se considera un mensajero fundamental para los sistemas de transduccion de sefales
en el cerebro y aparato cardiovascular. Aunque se identificaron las enzimas sintetizadoras
en el cerebro (NOSI1), y posteriormente en macréfagos (NOS2) y en el endotelio (NOS3),
estas enzimas se han encontrado también en otras células del organismo, participando en
diversos procesos fisiologicos y patoldgicos, incluyendo las enfermedades oculares, entre

: e, iy 2
las que se ha descrito su implicacion en las cataratas, uveitis y glaucoma™.

Actualmente se sabe que ¢l NO se produce en el cuerpo humano en una gran variedad de
tipos celulares como las células endoteliales, macréfagos y neuronas cerebrales especificas.
Participa en procesos que permiten la supervivencia de los organismos, tal como la
regulacion de la presion sanguinea, el desarrollo del sistema nervioso central, facilitar la
transmision nerviosa en los procesos de aprendizaje y memoria, y la activacion de la
respuesta inmune.

Por otro lado, el NO reacciona rapidamente con el oxigeno molecular (O;) y con diferentes
formas del O, que son altamente reactivas, como los radicales superéxido (O, ) e hidroxilo
(OH), los cuales son sumamente toxicos. La interaccion del NO con el O, genera
peroxinitrito y otras formas reactivas del N que también son toxicas, por lo tanto, la
combinacion del NO con las formas reactivas del O, constituye el principal mecanismo

mediante el cual el NO dana a las células. (Figura 6) 23,24
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Activacidn / desactivecion
de protelnas
Trangporte de NO

Formas téxicas del

—  oxigeno que producen
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Fig 6. Formacion del oxido nitrico. Una molécula de oxido nitrico (NO) se forma por la
combinacion de un atomo de nitrogeno (N) y uno de oxigeno (O). La molécula de NO posee un
electron desapareado, el cual interactua rapidamente con otras moléculas que también tienen

electrones desapareados, tales como las proteinas o las especies reactivas del oxigeno (ERO). **

3.10 CERULOPLASMINA (CP)

El hierro es necesario para la produccion de energia a través de una transferencia de
electrones, pero también es un poderoso generador de dafio oxidativo. Muchos de sus
chaperonas moleculares han sido identificados, y sus niveles estdn estrictamente
controlados por el hierro en si. Un numero de proteinas de manipulacion del hierro se han
encontrado en la retina, incluyendo la transferrina, receptor de la transferrina, la ferritina,
ferroportina, ceruloplasmina y hefaestina. Varios estudios recientes sugieren que el
metabolismo anormal del hierro en la retina puede promover una variedad de trastornos;
estos incluyen: siderosis ocular ya sea de cuerpos extrafios intraoculares o de una
hemorragia intraocular; recientemente la evidencia sugiere que la sobrecarga de hierro
también pueden jugar un papel en la patogénesis de la degeneracion macular relacionada
con la edad (DMAE).

La siderosis ocular es una condicion peligrosa para la vista como resultado de deposito de
hierro intraocular. La etiologia mas comln es un cuerpo extrafio metalico retenido. Los
hallazgos clinicos incluyen heterocromia del iris, midriasis pupilar, formacién de cataratas
(subcapsular anterior), decoloracion de la lente, desprendimiento de retina, estrechamiento
de las arteriolas de la retina y epitelio pigmentario de la retina y la atrofia aglutinacion.

La CP es una oxidasa multiple de cobre con actividad ferroxidasa. La ceruloplasmina

. . . 2+ . ., .
puede funcionar como un antioxidante, ya que Fe® = cataliza la generacion de radicales
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libres. Ademas, mediante la oxidacion del hierro de la forma Fe? " a su forma Fe’ © la
ceruloplasmina facilita la exportacion de hierro , ya que se sabe que so6lo el hierro ferroso
es transportado a través de la membrana plasmatica , pero solo el hierro férrico puede
tomarse hasta en el espacio extracelular por la transferrina; se cree que las ferroxidasas
extracelulares incluyendo la ceruloplasmina son importantes en la ferroxidacion que es
necesaria para que la exportacion eficiente pueda ocurrir, probablemente a través de la

generacion de un gradiente de iones.

La CP se encuentra difusa en la retina, también estd presente en el humor acuoso, humor
vitreo y la retina de un ojo humano normal.* El papel fisiologico de la ceruloplasmina no
esta bien definido pero pueden incluir la actividad antioxidante extracelular mediante la
promocion de la movilizacion de Fe y evitar asi que el metal sea catalizado por radicales
libres en los tejidos. Alternativamente, varios estudios sugieren que la CP también puede
presentar actividad prooxidante potente. A pesar de la funcidon desconocida de la actividad
de CP como prooxidante, es probable que la proteina esté implicada en la defensa del
huésped y los procesos de reparacion mediada por el sistema inmunoldgico, es decir,

durante la inflamacion y la hiperoxia.

De hecho, la CP es un reactante de fase aguda, con un incremento en su concentracion
sérica durante el embarazo, las lesiones, infeccion de los tejidos, y algunas enfermedades

malignas.zf” 27

3.11 PEROXIDACION LIPIDICA

Los peroxidos lipidicos pueden causar catarata, producir dafio a la membrana celular y
regiones del citosol de las células del cristalino. Los hidroperdxidos lipidicos inducen
cambios en la permeabilidad de la membrana, reforman la microviscosidad y el orden

estructural de su ambiente lipido-proteina.™®
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Estos lipoperoxidos causan un desacoplamiento de la enzima ATPasa Na'-K' de la
membrana y la inhibicidn oxidante de la ATPasa dependiente de Ca”" en varios tejidos, que
incluyen el cristalino. Dentro de la célula, los peroxidos lipidicos pueden dafiar el ADN e
inducir una disminucién en las concentraciones de glutation total (GSH) y un cambio

drastico en la proporcion redox de GSH oxidado y reducido.

Los productos de la peroxidacion lipidica (POL), por ejemplo: hidroperoxidos lipidicos y
sus indicadores in vivo, dienos conjugados, representan el mayor cambio en la composicion
del humor acuoso durante la formacion de la catarata. En la fase de catarata madura, los
productos finales de la POL (fluorescentes) estan distintivamente perceptibles. Desde el
momento en que se tienen evidencias de que la POL es clinicamente importante en eventos
patologicos, las modalidades terapéuticas deben tratar constantemente el dafio a las
biomoléculas, en este caso el que causan a las células del cristalino los peroxidos lipidicos
reactivos, las ERO y ademas se debe evaluar la afectacién en la reformacion de las
membranas del cristalino en la falta de detoxificacion metabodlica de peroxidos
fosfolipidicos. La L-carnosina y sus profarmacos oftalmicos son uno de estos grupos de
productos; estos compuestos actian como antioxidantes universales con una capacidad
establecida para proteger contra la POL en la fase lipidica de las membranas celulares y en

el ambiente acuoso (protege proteinas, ADN y azucares del dafio oxidativo).”

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien conocido de dafio celular en animales,
siendo por ello utilizado en ocasiones como indicador del estrés oxidativo. Tras la
descomposicion de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) de las membranas bioldgicas
se generan, entre otros, malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialqueno (4-HNE), como
productos finales de reaccion. Gracias a su determinacion se puede cuantificar la

peroxidacion lipidica y, por tanto, el estrés oxidativo en los organismos.*® (Figura 7)
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Fig 7. Resultados del dafio oxidativo provocado por las especies reactivas de oxigeno (EROs) sobre

las membranas.™
3.12 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

El inmunoensayo enzimatico es una técnica en la cual uno de los reactantes, el anticuerpo o
el antigeno, se fija a un soporte solido previamente a su interaccion con el reactante
complementario. Debido a esta caracteristica de la técnica y al uso de anticuerpos
acoplados a enzimas, la técnica se denomina como ELISA. La técnica es muy versatil y por
esto hay diversas variantes de la misma dentro de las cuales las mas comunes son el ELISA

directo, el ELISA indirecto y el ELISA “en sandwich” o de captura.

En los ELISAs directo e indirecto, el antigeno se adsorbe a la fase solida (placas de un
pléstico especial de 96 pozos o modulos de 8, 12 0 16 pozos), en el ELISA en sandwich las
placas se sensibilizan con anticuerpos dirigidos contra el antigeno problema. El ELISA
directo cominmente se utiliza para cuantificar antigenos conocidos, el indirecto para buscar
y cuantificar anticuerpos contra antigenos conocidos, el ELISA en sandwich o de captura se

utiliza para la bisqueda y cuantificacion de antigenos.
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Las soluciones para dilucion de los reactantes y lavado de los pozos son variadas, la mas
utilizada es el regulador de fosfatos 0.01M en solucion salina 0.15 a pH 7.4 (PBS). Algunos
recomiendan adicionar Tween 20 al 0.01-0.05% a la solucion de trabajo (PBST), otros lo
evitan, sobre todo cuando los antigenos son de naturaleza lipidica. Un paso que no se debe
obviar en las técnicas de ELISA es el bloqueo de los pozos con soluciones de proteina
inertes al sistema Ag-Ac en estudio. Los bloqueadores mas utilizados son albumina,
gelatina, caseina y la leche descremada, todos ellos a la concentracion del 2 al 3% en PBS.
El bloqueador satura los sitios no ocupados por el reactante inmunologico usado para forrar
la superficie de los pozos y evita la adsorcion inespecifica de reactantes en los pasos

31
subsecuentes.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existen modelos de induccion de cataratas con diversos métodos,
utilizando principalmente como animales de experimentacion a las ratas; estos modelos
permiten evaluar la actividad anticataratogénica de diversos compuestos organicos e
inorganicos; aunque la mayoria de estos métodos en comparacion con el modelo usando
al selenito de sodio como inductor de cataratas son costosos y necesitan de un tiempo
prolongado para desarrollar las cataratas. Establecer un método que elimine las
desventajas de los modelos alternativos es de suma importancia ya que existe una
necesidad urgente de obtener un farmaco aceptable para el tratamiento de las cataratas,
esto debido a que en la actualidad no existe uno adecuado para este padecimiento y el
Unico tratamiento es la extirpacion quirdrgica el cual puede estar fuera del alcance de
pacientes con bajos recursos econémicos. Cabe resaltar que aunque este padecimiento
se presenta a nivel mundial, datos estadisticos indican que hay un mayor nimero de

casos en paises subdesarrollados.

Un modelo alternativo utilizando como animales de experimentacion a los ratones et/et
permitird evaluar la etiopatogenia de la enfermedad; asi como, la actividad
anticataratogénica de diversas plantas derivadas de la inmensa flora de nuestro pais; de
las cuales se sabe empiricamente que poseen propiedades para tratar la nubosidad
(catarata) en los ojos. Utilizar un modelo alternativo de induccidn de cataratas permitira
disefiar experimentos que arrojen reportes cientificos que respalden el uso tradicional de

dichas plantas.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar un método de induccion de cataratas con selenito de sodio en
ratones et/et que desarrollan espontaneamente exocrinopatia y establecer

la participacion de los radicales libres.

Objetivos especificos

e Determinar los niveles de peroxidacion lipidica y nitritos como

marcadores de estrés oxidativo

e Determinar los niveles de ceruloplasmina como marcador de procesos
inflamatorios

e Buscar la presencia de anticuerpos anti proteinas uveitogénicas (proteina
S) mediante la técnica de ELISA.
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6. HIPOTESIS

El selenito de sodio es un agente cataratogénico en ratas lactantes cuando se administra
antes de que concluyan el periodo de maduracién critica del lente que es
aproximadamente de 16 dias de edad. El raton et/et presenta espontdneamente uveitis,
debida a su exocrinopatia por lo tanto esperamos que estos ratones sean mas

susceptibles a desarrollar cataratas inducidas con selenito de sodio
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7. DISENO DE INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO

Experimental, prospectivo, longitudinal

POBLACION DE ESTUDIO.

Ratones et/et, et/+ y +/+ machos y hembras. Divididos en grupos con base a edad, sexo

y cepa.

Criterios de inclusion: Ratones et/et, et/+ y +/+ de 12 semanas de edad y ratones et/et de

5 semanas de edad

Criterios de exclusion: Ratones que no cumplan con la edad establecida

Criterios de eliminacion: Ratones que presenten tumores e infecciones.
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DIAGRAMA DE FLUJO

CEPA et/et CEPA et/+ CEPA +/+

B N =—

Observar cuales presentan o han desarrollado
alteraciones oculares y excluirlos

Marcarlos, pesarlos y administrar el selenito de
sodio 30 umol/Kg de peso

H

Observar durante 4 semanas y anotar la aparicion de
cataratas u otra alteracion ocular

U

Administrar nuevamente el selenito de sodio y
observar por cuatro semanas mas

V

Sacrificar a los animales y obtener el suero de cada uno de ellos

|

Peroxidacion lipidica

A

DETERMINAR

Anticuerpos anti

proteinas uveitogénicas

A

A\ 4

v

Nitritos
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8. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO
8.1 Material bioldgico

e Ratones et/et, et/+y +/+

e Suero de raton

e Anticuerpos de conejo anti-ceruloplasmina de ratdn

8.2 Material

Material Marca
Bisturi Weldon
Camara de éter

Celdas Kartell
Gradilla

Homogenizador Potter Thomas
Matraz aforado 100 mL, 250 mL Pyrex
Matraz Erlenmeyer 125 mL, 1000 mL Kimax
Mechero Fisher

Papel parafilm ANC
Pinzas ATCO
Pipeta graduada 1 mL, 2 mL, 5 mL 10 mL Pyrex
Pipeta Pasteur Corning
Placas de Falcon Falcon
Placas de poliestireno para ELISA Costar
Portaobjetos Corning
Probeta 10 mL, 100 mL, 1000 mL Pyrex
Tijeras de diseccion Weldon
Tubos con tapon de rosca Pyrex
Tubos de ensayo 13X100 Pyrex
Tubos Eppendorf Fisher Brand

Vaso de precipitado 50 mL, 100 mL, 500 mL Pyrex
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8.3 Reactivos

Nombre Proveedor

N_ (1 naftil)- Merck

etilendiaminodiclorhidrato (NED)
1,13, 3-  Tetrametoxipropano Aldrich

(TMP)

Acido clorhidrico J.T Baker, S.A.de C.V.

Acido ortofosférico

Acido sulfarico J.T Baker, S.A. de C.V.

Acido tiobarbitarico (TBA) Sintetizado en el laboratorio de organica por el M.
en C. Rodolfo Carredn Sanchez. FES Zaragoza

Agar- Agar Bioxon

Agarosa Bioxon

Agua destilada Theissier

Albumina Merck

Azida de sodio J.T Baker, S.A. de C.V.

Bicarbonato de sodio J.T Baker, S.A. de C.V.

Borato de Amonio Mallinckrodt

Butiril-hidroxitolueno (BHT) Monterrey S.A. de C.V.

Cadmio metalico Técnica Quimica S.A

Carbonato de sodio J.T Baker, S.A. de C.V.

Cloruro de Amonio J.T Baker, S.A. de C.V.

Cloruro de potasio Técnica Quimica S.A

Cloruro de sodio Hycel de México S.A. de C.V.

Cloruro de sodio J.T Baker, S.A. de C.V.

Formaldehido 37% J.T Baker, S.A.de C.V.

Fosfato de potasio monobasico Técnica Quimica S.A.

Fosfato de sodio dibasico J.T Baker, S.A.de C.V.
dodecahidratado
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Glicina
Glutaraldehido
Leche descremada
N-butanol

Nitrito de sodio

Ortofenilendiamina

Selenito de sodio
Sulfanilamida
Sulfato de cobre
Sulfato de Zinc

Merck

Sigma Chemical Company
Sveltes de Nestle

J.T Baker, S.A.de C.V.
Mellinckrodot

Sigma Chemical Company

Sigma Chemical Company
Merck

Teécnica Clinica

Hycel de México

Tween 20 Sigma de México, S.A. de C.V.
8.4 Equipo
Equipo Marca

Agitador Rocker
Agitador Vortex

Balanza Analitica

Bascula mecanica automatica

Centrifuga

Centrifuga para Eppendorf

Congelador
Espectrofotometro
Estufa

Lampara UV
Lector de ELISA

Micropipeta 100-1000 pL
Micropipeta 10-100 pL
Micropipeta 5- 40 pL

Refrigerador

Rocker Platform Bellco Glass
Scientific Industries

OHAUS

TECNOCOR 100-S
Hamilton BelVan Guard V 6500
HERMLE Z 233 M-2

Revco

JENWAY 6305 UV/VIS
SHEL LAB

Blak Ray

Awareness Technology Inc
BIOHIT

Labpette- Labnet
Finnpipette- Labsystems
Twist aire- MABE
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9. METODO

Se estudiaron 57 Ratones machos y hembras de 5 a 12 semanas de edad, de las cepas +/+,
et/+ y et/et. La atencidn de los animales y el proceso experimental se llevo de acuerdo con
la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-200-1999).

Los ratones et/et se obtuvieron cruzando machos et/et con hembras et/+; los crios et/et se
separaron de sus hermanos con pelo de los cuales se diferencian al nacer por la ausencia de
vibrisias (vibrissae).Los animales son identificados, segin su genotipo y antecedentes de
crianza, en animales normales +/+, ratones desnudos hipotimicos et/et y los heterocigotos o
portadores et/+. Se organizaron en grupos de 8 ratones cada uno con base a su sexo y
edad. Para cada raton se registro cepa, sexo, edad, peso corporal y lesiones visibles en 0jos,
como inflamacion, leucoma, cataratas y ojos perdidos.

Antes de administrar el selenito de sodio se realizo una inspeccion a cada raton para
descartar que presentaran alteraciones visibles en los ojos. Las cataratas se indujeron por
dos inyecciones subcutaneas de 30 Micro moles de selenito de sodio (Na,SeO3) /Kg de
peso corporal.

Los ratones se mantuvieron en observacion por un periodo de 8 semanas durante el cual se
anoto la aparicion y en su caso el progreso de las lesiones en los ojos. Una vez transcurrido
el tiempo los ratones se pesaron y se anestesiaron en una cdmara de éter, se sangraron por
incision capilar y se obtuvo el suero de cada animal.

Se realizaron los ensayos siguientes:

9.1 NITRITOS

En este andlisis se reduce los nitratos a nitritos mediante reduccién con cadmio metalico.

- Activacion del cadmio.

1. Se colocaron en tubos de 13x100 limpios, 0.500 g de cadmio metélico en la
campana de extraccion. El cadmio se plateo con una solucion acuosa de CuSO4

(sulfato de cobre) al 5% (2mL), se agito hasta que el cadmio se plateo,
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aproximadamente 10 minutos en un rocker, se lavo exhaustivamente con agua
destilada para eliminar el cobre, tres lavados con el tubo lleno

después se la lavo con HCI (&cido clorhidrico) 0.1N para remover todo el Cd(OH),
(hidroxido de cadmio), aproximadamente dos volumenes con el tubo lleno.

Después se lavo el cadmio con el NH,CI (cloruro de amonio en solucién acuosa al

5% ajustado a pH 9 con borato de sodio, con un volumen.
Procesamiento de la muestra.

A 100 pL de plasma se le adicionaron 300 uL de agua bidestilada (la dilucion fue
1:4) se eliminaron 20 uL y se adicionaron 20 pL de la solucién de sulfato de zinc,
se mezclo bien y el precipitado se separo por centrifugacion a 10000 rpm por 5
minutos.

Se tomo el tubo con el cadmio activado y se elimino el cloruro de amonio
escurriéndolo bien, se adiciono al tubo todo el sobrenadante de la muestra y se dejo
en agitacion, tapado con parafilm en un rocker durante 15 minutos, se centrifugaron
los tubos a 3500 rpm durante 5 minutos y se tomaron 200 pL del sobrenadante para
el ensayo.

Se preparo una solucion de 2 pg /mL de estandar de nitritos (nitrito de sodio)

Tubo

1
2
3
4
5
6

Curva estandar

Estandar (uL) Agua destilada (uL)
0 900
100 800
200 700
300 600
400 500
500 200

Muestra 200(sobrenadante) 700

Cuadro 1. Curva estandar de nitritos
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Se adicionaron a todos los tubos 50 pL de sulfanilamida. Se incubo por 10 minutos
a temperatura ambiente.

Se adicionaron 50 pL del reactivo de NED, se mezclo e incubo por 30 minutos. Se
realizo la lectura a 540 nm.

9.2 CERULOPLASMINA

Obtencidn del suero anti-ceruloplasmina
Se inmunizo a 2 conejos New Zealand White (NZW) con la proteina

(ceruloplasmina) siguiendo el esquema de inmunizacion para proteinas.

Esquema para la inmunizacion con ceruloplasmina

Dia

Dia
14
Dia
35
Dia
40
Dia
45

1mg del antigeno en 1 mL de solucion salina mas 1 mL de adyuvante completo de
Freund, se aplico en sitios multiples via subcutanea

1 mg del antigeno en 1 mL de solucidon salina mas 1 mL de adyuvante incompleto
de Freund, se aplico en sitios multiples via subcutanea

0.5 mg del antigeno en 1 mL de solucidn salina, se aplico en sitios maltiples

0.5 mg del antigeno en 1 mL de solucidn salina, se aplico en sitios multiples

Se sangro a los animales y se obtuvo el suero

Cuadro 2. Esquema de inmunizacién con proteinas

2. Se determino la pureza del suero anti-ceruloplasmina obtenido, para ello se realiz

lo siguiente:
» Se realizaron placas de agarosa al 1% en un portaobjetos
» A estas placas se le realizaron dos perforaciones y se marco un canal central
sin quitar el agar. En las dos perforaciones se coloco suero fresco de raton
y s6lo en una de estas se coloco azul de bromofenol como indicador de

corrimiento de la proteina.
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La placa se coloco en camara de electroforesis y se le aplico 30 mili amperes
de corriente hasta que el colorante se desplazo aproximadamente a ¥, partes
del portaobjetos

Se desconecto la corriente y se retiro del canal central el agar y se adiciono
el suero anti-ceruloplasmina obtenido

Se dejo la placa en cdmara humeda por 24 horas y se observo las bandas de

precipitacion (ver anexo Il )

3. Se realizo la purificacion del anticuerpo mediante el uso de un inmunoadsorbente,

(Glutaraldehido-gamma Globulina) para esto se realizo lo siguiente:

Se obtuvo suero de raton fresco, este se precipito para obtener
gammaglobulina agregando gota a gota sulfato de amonio al 45%, se dejo
reposar por 10 minutos agitando en intervalos de tiempo.

Se centrifugo a 3500 rpm por 20 minutos y se elimino el sobrenadante.

Se resuspendid el precipitado con la mitad del volumen inicial del suero
obtenido.

Se realizo otra precipitacién ahora con sulfato de amonio al 33%

La sal se removio por didlisis contra solucion salina (PBS)

La ¥ globulina de raton obtenida se disolvidé en 16 mL de solucion
reguladora de fosfatos.

A la solucion anterior se le agrego gota a gota 2 mL glutaraldehido al 2.5 %
en agua.

La solucion se dejo 24 horas en refrigeracion y en reposo para evitar que la
gelificacion fuera completa.

Al gel obtenido se le agrego un volumen pequefio de solucion reguladora de
fosfatos y se fracciono el gel con la ayuda de un homogeneizador Potter.

Se centrifugo a 3500 rpm durante 15 minutos y se elimina el sobrenadante.
Se repitio una vez mas los dos pasos anteriores.

Se re suspendié la proteina insoluble en aproximadamente 80 mL de

solucion reguladora de glicina-HCI
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« Se centrifugo a 3500 rpm durante 15 minutos y se determino la densidad
oOptica del sobrenadante a 280 nm. Los dos pasos anteriores se repitieron
hasta que la densidad 6ptica fue de cero.

« EIl precipitado obtenido se agrego al suero de raton anti-ceruloplasmina
poco a poco Yy con agitacion constante. Se dejo en agitacion por
aproximadamente 30 minutos.

« Se centrifugo a 7000 rpm durante 30 minutos, se separo el suero del
inmunoadsorbente (precipitado).

+ El precipitado se lavo tres veces con solucion reguladora de fosfatos y una
vez con solucidn reguladora glicina-HCI

» Los tres pasos anteriores se repitieron 4 veces.

« A el suero obtenido se le determino la pureza siguiendo todo el
procedimiento del paso 2 (ver anexo II)

Preparacion de las placas

1.

Se Pesaron 0.3 g de agarosa en la balanza analitica, se transfirieron a un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, adicionando 30 mL de PBS, se coloco el matraz en el
microondas y se le dieron ciclos de 10 segundos hasta que se observo
totalmente disuelto.

Se colocaron 6 tubos de ensayo 13x100 en un bafio a 45°C, se adicionaron 2 mL
de agarosa al 1% en cada tubo 13x100, Se adiciono a cada tubo 150 pL de suero
de conejo anticeruloplasmina de raton y se agito con ayuda de un vortex.

Cada uno de los tubos fue vaciado en un pozo de las placas de Falcon de 35 mm
se evito la formacion de burbujas, la placa se dejo reposar hasta alcanzar la
solidificacion.

Se realizaron 4 perforaciones en cada pozo de la placa Falcon con agarosa.

Procesamiento de la muestra

. Se colocaron 10 pL de cada muestra problema en cada orificio de los pozos; esto se

realizo de acuerdo a la numeracion que se le asigno a cada muestra.
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2. La placa se refrigero por 48 horas, pasado este tiempo se medio el diametro del
halo de precipitacion.
3. Se calculo la concentracion de ceruloplasmina.
9.3 DETERMINACION DE PEROXIDACION LIPIDICA (MDA). METODO DE
TBA (ACIDO TIOBARBITURICO)

Procesamiento de la muestra

=

Se colecto la muestra en un tubo heparinizado, se Centrifugo a 3000 rpm /5 min, se

separo el plasma y se adicionaron 10 pL de BHT 2mM

2. Se diluyo el plasma 1:5 con PBS (100 pL de suero con 400 pL de PBS)

3. Se colocaron 400 pL del plasma con 50 pL de BHT 12.6 mM y 400 uL de acido
ortofosforico 0.2 M, Se mezclaron en un vortex 10 seg.

4. Se adicionaron 50 pL de TBA 0.11 M y se mezclo con un vortex, se coloco la
mezcla de reaccion en un bafio de agua a 90° C, con los tubos tapados por 15 min.

5. Se enfri en hielo, se agregaron 1000 pL de n-butanol y 100 puL de NaCl solucion
saturada. Se agito vigorosamente por 30 segundos, se centrifugo a 5000 rpm / 1min.

6. Se transfirieron 500 pL de la fase de butanol a una celda, se realizo la lectura a 535

nm y a 572 nm para corregir la absorcion.

7. Se realizd la curva estandar (Estandar: Tetrametoxipropano; TMP)

Tubo MDA TMP (uL) HsPO, TBA (uL) HO (uL)
(LM/L) (L)
Blanco 0 0 600 200 200
1 0.2 5 600 200 200
2 0.4 10 600 200 198
3 0.8 20 600 200 196
4 1.2 30 600 200 194
5 2.0 50 600 200 190

Cuadro 3. Curva estadndar (Estandar: Tetrametoxipropano; TMP). Datos para construir la curva

estandar para peroxidacion lipidica.
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9.4 ELISA
- Obtencidn del antigeno de retina

La obtencién de la proteina S de retina se realizo siguiendo la metodologia de Wacker et

al** para ello

1. se obtuvieron ojos frescos de bovinos en las mejores condiciones de asepsia posible
y se colocaron en solucion salina.

2. La porcion anterior del globo ocular se removié por una incision circuncorneal, se
extrajo el cristalino, se elimind el humor vitreo de la capa del ojo, la copa se
enjuago suavemente con amortiguador de salina fosfato pH 7.2 (PBS), varias veces,
se separo la retina de la coroides y del epitelio pigmentado, con la ayuda de unas
pinzas y se corto la conexion con el nervio optico.

3. Las retinas se disgregaron con un homogeneizador de tejidos, usando primero un
embolo flojo y después uno justo.

4. Los sobrenadantes se centrifugaron a 15000 rpm a 5° C durante una hora y se
precipitaron con una solucion de sulfato de amonio saturada volumen a volumen
(80% de saturacidn), se centrifugo a 5000 rpm a 5° C por 10 minutos, se repitio el
procedimiento dos veces mas y al final el precipitado se resuspendié en PBS.

5. se dializo contra PBS hasta la eliminacién del sulfato de amonio. Las proteinas se

cuantificaron mediante el método de Lowry™.
- Obtencidn de sueros (sangrado de animales)

1. Se anestesiaron previamente en una camara con éter. Se realizo un corte de plexo
axilar, se recolecto la mayor cantidad de sangre.

2. Se decapito al raton identificandolo con el nimero asignado (siguiendo un orden
progresivo) para fines de conservacion se utilizo formalina al 10%. Una vez
coagulada la sangre se centrifugo a 3000 rpm por 5 minutos, se extrajeron los sueros

y se congelaron a —20° C hasta su uso.

- Procesamiento de la muestra.
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1. se irradiaron placas de poliestireno de alta union (COSTAR) con luz UV
durante 30 minutos para aumentar su adhesividad segln el método descrito por
Boudet et al**.

2. Se adicionaron a cada pozo 100 pL de antigeno diluido en buffer de carbonato-
bicarbonato (50 mM, pH 9.6). Se incubo a 37° C durante una hora transcurrido
el tiempo se elimino el sobrenadante.

3. Se bloqueo la placa con 300 uL de solucién de albdmina sérica al 1% y leche
descremada al 5% en PBS, se incuba una hora a 37° C, se lavo con PBS-Tween
4 veces.

4. A cada pozo se le agregaron 100 pL del suero de ratén a determinar con una
dilucion 1:20 en PBS. Las placas se incubaron a 37° C durante una hora, se
lavo con PBS-Tween 4 veces.

5. Se adicionaron 100 uL del conjugado de peroxidasa IgG e IgM de ratén hecho
en cabra a cada placa respectivamente con una dilucién 1:500 se incubo a 37
°C durante una hora, se lavo con PBS-Tween 4 veces

6. Se adicionaron en cada pozo 100 pL del sustrato de peroxidasa con el
cromégeno Y se incubo durante 20 minutos a 37° C.

7. Se realizaron las lecturas de las absorbancias de las placas en un lector de
ELISA a 490 nm.

9.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el programa estadistico SPSS version 11.5. Se realiz6 una ANOVA de un factor y
para comparar dos grupos se realizé una t de Student. (Para dos muestras independientes).

Se considero una significancia al 0.05.

36



10. RESULTADOS

ALTERACIONES OCULARES PRESENTADAS EN LOS RATONES DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

Figura 8. Raton de la cepa +/+ sin alteracion visible

Figura 9. Ratdn de la cepa et/et sin alteracion visible
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Figura 10. Raton de la cepa et/et presentando inflamacién ocular

Figurall. Ratén de la cepa et/et presentando leucoma
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Figura 12. Raton de la cepa et/et presentando catarata; ndtese que a diferencia del leucoma la

opacidad se extiende en todo el cristalino

Figura 13. Raton de la cepa et/et que presenta ojo perdido
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RECUENTO DE LAS ALTERACIONES OCULARES EN LOS RATONES DE LAS
DIFERENTES CEPAS; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE
SODIO

20

LESIONES
10 »
Blsano
-inflamado
-Ieucoma
-catarata
0 |:| perdido
+/+ et/+
CEPA
Gréfica 1. Recuento de alteraciones oculares
CEPA SANO INFLAMADO LEUCOMA CATARATA PERDIDO
(%) (%) (%) (%) (%)

et/et 55.6 14.8 14.8 11.1 3.7

et/+ 100 0 0 0 0

+/+ 100 0 0 0 0

Cuadro 4. Recuento de alteraciones oculares en cada una de las cepas después de la administracion

de selenito de sodio; expresado en porcentaje.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE NITRITOS EN EL SUERO
DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS, DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

14

12 T

10 +

Nitritos mg/L

0 T T T
+/+ et/+ et/et

CEPAS

Gréfica 2. Medias + error estdndar. Administracion de selenito de sodio P= 0.002 (ANOVA)

CEPA MEDIA ERROR
et/et 11.6592 0.6781
et/+ 7.6625 1.0174
+/+ 7.3630 1.4912

Cuadro 5. Comparacion de medias de las concentraciones de Nitritos con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante ANOVA con diferencia significativa

(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS,
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

=xs |

©

e

3

8 31

S
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5

‘S 2 4

@®©

S

X

o

g 1

0 T T T
+/+ et/+ et/et
CEPAS

Gréfica 3. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.301 (ANOVA)

CEPA MEDIA ERROR
et/et 3.7448 0.5656
et/+ 2.4475 0.5681
+/+ 3.1223 0.6567

Cuadro 6. Comparacion de medias de las concentraciones de Peroxidacién lipidica con respecto a
la administracion de selenito de sodio, analizados mediante  ANOVA sin diferencia significativa

(p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA EN
EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS, DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

50
40 A
T
I
°
>
5 30 1 T
£ -
e
(%]
«
& 20 1
2
o)
O
10 +
0 T T T
+/+ et/+ et/et
CEPAS

Gréfica 4. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.000 (ANOVA)

CEPA MEDIA ERROR
et/et 37.00 0.9741
et/+ 27.6750 1.1948
+/+ 29.0769 0.9741

Cuadro 7. Comparacién de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante  ANOVA con diferencia significativa
(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgG
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS, DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

0.25
0.20
) |
S 0.15 A
2
?
f‘:} 0.10 A T
o °
>
0.05 A
0.00 T T T
+/+ et/+ et/et
CEPAS

Gréfica 5. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.184 (ANOVA)

CEPA MEDIA ERROR
et/et 0.1058 0.0126
et/+ 0.1682 0.0247
++ 0.1422 0.0480

Cuadro 8. Comparacion de medias de las absorbancias de IgG con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante  ANOVA sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgM
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS, DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

0.30
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©  0.20 - T
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I
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S 0.15 -
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> 0.10 -
0.05 ~
0.00 T T T
+/+ et/+ et/et
CEPAS

Gréfica 6. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.747 (ANOVA)

CEPA MEDIA ERROR
et/et 0.2236 0.0549
et/+ 0.2281 0.0474
+/+ 0.1780 0.0382

Cuadro 9. Comparacion de medias de las absorbancias de IgM con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante ANOVA sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE NITRITOS EN EL SUERO
DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A SU EDAD;
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

16

14 A T

12 4

10 A

Nitritos mg/L
[ee]

0 T T
Jovenes Viejos

EDAD

Gréfica 7. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.002 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 13.44 1.1962
Viejos 8.6678 0.6376

Cuadro 10. Comparacién de medias de las concentraciones de Nitritos con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student con diferencia significativa
(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS
CON BASE A SU EDAD; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO

DE SODIO
6
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0 T T
Jovenes Viejos
EDAD

Gréfica 8. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.544 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 3.6960 1.1081
Viejos 3.1282 0.3633

Cuadro 11. Comparacion de medias de las concentraciones de Peroxidacion lipidica con respecto
a la administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia

significativa (p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA EN
EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A SU
EDAD; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

50

40 -

20

Ceruloplasmina (mg/dL)

10 A

O T T
Jovenes Viejos

EDAD

Gréafica 9. Medias * error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.000 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 42.6600 4.0609
Viejos 30.2870 0.8133

Cuadro 12. Comparacion de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student con diferencia significativa
(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE 1gG
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A
SU EDAD; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

0.18

0.16

0.14 + -‘V
0.12 + -‘V

0.10 +

0.08

IgG Absorbancia

0.06

0.04 +

0.02 +

0.00 T T
Jovenes Viejos

EDAD

Gréfica 10. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.448 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 0.1080 0.0207
Viejos 0.1373 0.0172

Cuadro 13. Comparacion de medias de las absorbancias de 1gG con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgM
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A
SU EDAD; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

0.30

0.25 T

0.20 A
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0.05 4

0.00 T T
Jovenes Viejos

EDAD

Gréfica 11. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.280 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 0.1539 0.0305
Viejos 0.2275 0.0304

Cuadro 14. Comparacion de medias de las absorbancias de 1gG con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE NITRITOS EN EL SUERO
DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A SU SEXO;
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

12

10 - T T

Nitritos mg/L
[e)]

0 T
Hembras Machos

SEXO

Gréfica 12. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.760 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 9.3433 0.7851
Machos 9.7238 0.9759

Cuadro 15. Comparacién de medias de las concentraciones de Nitritos con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa
(p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS
CON BASE A SU SEXO; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO
DE SODIO

Peroxidacion lipidica umol/L

O T T
Hembras Machos

SEXO

Gréfica 13. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.606 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 3.4016 0.4826
Machos 3.0311 0.5290

Cuadro 16. Comparacién de medias de las concentraciones de Peroxidacién lipidica con respecto
a la administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia

significativa (p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA EN
EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A SU
SEXO; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

40
T T
30 A
]
°
<))
e
©
£
£ 20 -
o
o
S
2
[}
O
10 A
0 T T
Hembras Machos
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Gréfica 14. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.939 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 32.5800 1.9285
Machos 32.4000 1.1601

Cuadro 17. Comparacion de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa
(p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE 1gG
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A
SU SEXO; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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T I
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0.02 -

0.00 T T
Hembras Machos
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Gréfica 15. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.802 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 0.1355 0.0162
Machos 0.1281 0.0256

Cuadro 18. Comparacion de medias de las absorbancias de IgG con respecto a la administracion
de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con

una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgM
EN EL SUERO DE LOS RATONES DE LAS DIFERENTES CEPAS CON BASE A
SU SEXO; DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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0.00 T T
Hembras Machos
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Gréfica 16. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.993 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 0.2141 0.0287
Machos 0.2146 0.0453

Cuadro 19. Comparacién de medias de las absorbancias de IgM con respecto a la administracion
de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE NITRITOS EN EL SUERO
DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU SEXO; DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

16

14 A

12 +

10

Nitritos mg/L
e}

0 T T
Hembras Machos

SEXO

Gréfica 17. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.190 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 10.7929 0.9163
Machos 12.5923 0.9745

Cuadro 20. Comparacién de medias de las concentraciones de Nitritos con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa
(p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU SEXO;
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

Peroxidacion lipidica pmol/L

0 T T
Hembras Machos

SEXO

Gréfica 18. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.784 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 3.5907 0.7993
Machos 3.9108 0.8306

Cuadro 21. Comparacién de medias de las concentraciones de Peroxidacion lipidica con respecto
a la administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia
significativa (p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOLASMINA EN EL
SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU SEXO; DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 19. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.208 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 39.3429 3.1734
Machos 34.4769 1.8883

Cuadro 22. Comparacion de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa
(p>0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE 1gG
EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU SEXO; DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 20. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.550 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 0.1133 0.0194
Machos 0.0978 0.0163

Cuadro 23. Comparacion de medias de las absorbancias de IgG con respecto a la administracién
de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgM
EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU SEXO; DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 21. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.700 (t de Student)

SEXO MEDIA ERROR
Hembras 0.2091 0.0391
Machos 0.2394 0.0689

Cuadro 24. Comparacién de medias de las absorbancias de IgM con respecto a la administracién
de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE NITRITOS EN EL SUERO
DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU EDAD; DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 22. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.041 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 13.4400 1.1962
Viejos 10.6118 0.7267

Cuadro 25. Comparacion de medias de las concentraciones de Nitritos con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student con diferencia significativa
(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU EDAD;
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO

Peroxidacion lipidica umol/L
w

0 T T
Jovenes Viejos

EDAD

Gréfica 23. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P=0.949 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 3.6960 1.1084
Viejos 3.7735 0.6473

Cuadro 26. Comparacion de medias de las concentraciones de Peroxidacion lipidica con respecto
a la administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia

significativa (p>0.05), con una confianza del 95%.

62



COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA EN
EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU EDAD; DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 24. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.019 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 42.6600 4.0609
Viejos 33.6706 1.4294

Cuadro 27. Comparacion de medias de las concentraciones de Ceruloplasmina con respecto a la
administracion de selenito de sodio, analizados mediante t de Student con diferencia significativa

(p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE 1gG
EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU EDAD; DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 25. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.897 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 0.1080 0.0207
Viejos 0.1045 0.0164

Cuadro 28. Comparacion de medias de las absorbancias de 1gG con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS DE IgM
EN EL SUERO DE LOS RATONES et/et CON BASE A SU EDAD; DESPUES DE
LA ADMINISTRACION DE SELENITO DE SODIO
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Gréfica 26. Medias + error estandar. Administracion de selenito de sodio P= 0.166 (t de Student)

EDAD MEDIA ERROR
Jovenes 0.1539 0.0305
Viejos 0.2647 0.0563

Cuadro 29. Comparacion de medias de las absorbancias de 1gG con respecto a la administracion de
selenito de sodio, analizados mediante t de Student sin diferencia significativa (p>0.05), con una

confianza del 95%.
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo a la hipdtesis planteada, se logro comprobar que el selenito de sodio indujo
cataratas visibles en solo el 11.1 % de los ratones et/et tal y como se puede observar en la
figura 12; el 14.8% presento inflamacion, (figura 10) 14.8% leucoma (figura 11) etapas que
podrian ser previas a la aparicion de las cataratas; ya que esta puede desarrollarse en el ojo
después de una lesion, inflamacién o alguna otra enfermedad ocular.** 3.7% perdieron el
ojo (figura 13); con respecto a la cepa et/+ y +/+ el 100% no presento alteracion ocular

visible (Figura 8). Todos estos datos se pueden observar representados en la grafica 1.

Se sabe que los compuestos de selenio, especialmente el selenito de sodio puede mostrar
propiedades toxicas. En animales la dosis minima letal por administracion intravenosa de
selenito de sodio es de entre 1.5 y 3 mg/Kg; en los humanos la dosis minima letal parece
ser similar a la de los animales. La toxicidad de los compuestos de selenio en especial del
selenito de sodio se considera que esta relacionado con sus propiedades pro-oxidantes esto
quiere decir la capacidad que tiene esta sustancia de producir subproductos del oxigeno que

pueden dafiar a las células.®

Con los datos obtenidos con base en la comparacion de las diferentes cepas se obtuvo que
la cepa et/et presento diferencia significativa en los niveles de nitritos; (Grafica 2) con lo
cual podemos deducir que al administrar el selenito de sodio se elevaron las
concentraciones de este compuesto en un mayor nivel en la cepa et/et comparandolo con la
cepa et/t y t/t segin lo planteado en la hipdtesis. Esto como respuesta a algun dafio
oxidativo ya que se sabe que el oxido nitrico (NO) participa en diferentes procesos
fisiolégicos y patoldgicos, incluyendo las enfermedades oculares; entre las que se ha
descrito su implicacion en las cataratas. % La posible actividad adversa o de citotoxicidad
del NO se explican a través de procesos quimicos como la reaccion con intermediarios

reactivos del oxigeno y la formacién de peroxinitritos.®®

También se obtuvieron datos significativos cuando se compararon los niveles de nitritos

con base en su edad tanto entre cepas como entre la cepa et/et, (grafica 7 y 22
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respectivamente) con lo cual se puede observar que a menor edad mayor dafio oxidativo
causado a través de la reaccion del oxido nitrico con las especies reactivas de oxigeno.

En lo que se refiere a los datos obtenidos de ceruloplasmina se encontro diferencia
significativa en la cepa et/et (grafica 4) esto debido a que la ceruloplasmina es una proteina
de fase aguda que se incrementa durante procesos inflamatorios e infeccién en los tejidos.
26 Con lo ya mencionado se establece que al administrar el selenito de sodio se presento
mayor proceso inflamatorio en la cepa et/et con el consecuente aumento en la
concentracion de la ceruloplasmina. En donde también se observo diferencia significativa
en la concentracién de ceruloplasmina fue al comparar las diferentes cepas y la cepa et/et
en base a su edad (Grafica 9 y 24 respectivamente) con lo cual se observa que los niveles
de esta proteina se ven aumentados en edades tempranas y que decrecen con el aumento de
la edad, Esto probablemente sea debido a que se ha reportado que con la edad disminuyen

los antioxidantes y la ceruloplasmina tiene actividad antioxidante muy importante.

En las determinaciones de peroxidacién lipidica y anticuerpos (IgG e IgM) en ninguno de
los casos se encontro alguna diferencia significativa. Cabe mencionar que al no encontrar
niveles significativos de peroxidacion lipidica entre la cepa et/et y las demas; asi como en
comparacion con la edad puede deberse a que la ceruloplasmina es una proteina
multifuncional. La funcién que la misma cumpla dependera de los cambios en las
condiciones fisioldgicas y patologicas presentes en el organismo frente a una situacion
determinada. Aunque su aumento después de procesos inflamatorios y traumaticos se uso
para clasificarla como proteina de fase aguda, su funcién fisiol6gica puede ser amplia y
variada. Ademas de participar en la homeostasis del hierro, se le reconocen propiedades
antioxidantes contra la peroxidacion lipidica.*’Por lo cual al aumentar los niveles de
ceruloplasmina en los grupos antes mencionados se pudo inhibir la peroxidacion lipidica en

los mismos.
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12. CONCLUSIONES

Por lo tanto, se concluye, que al administrar selenito de sodio la cepa et/et presenta
mayor susceptibilidad de presentar alteraciones oculares (entre ellas cataratas) en

comparacion con las cepas et/+ y +/+

Se logro determinar que la cepa et/et presenta mayor concentracion de nitritos
después de administrar el selenito de sodio y se establece con esto la presencia de
mayor estrés oxidativo en dicha cepa; también se logro identificar con los datos

obtenidos que a menor edad mayor dafio oxidativo

Se logro determinar que la cepa et/et presenta mayores niveles de ceruloplasmina,
con lo cual se logra establecer la participacion de un proceso inflamatorio después
de la administracion de selenito de sodio; también se establece que los niveles de

este antioxidante aumentan en edades tempranas y decrecen a mayor edad.

Se logro establecer que no hay diferencia significativa entre cepas en la
identificacion de anticuerpos anti proteinas uveitogénicas; asi como en los niveles

de peroxidacion lipidica, después de la administracion de selenito de sodio.
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13. ANEXOS
ANEXO I

CUADROS Y GRAFICAS DE CURVAS ESTANDAR

Determinacion de nitritos por el método de Griess

Tubo Estandar (uL) Agua destilada (uL) Absorbancia Concentracion (ug/ mL)

1 0 900 0 0.0
2 100 800 0.139 0.2
3 200 700 0.246 0.4
4 300 600 0.346 0.6
5 400 500 0.434 0.8
6 500 200 0.603 1

Cuadro 30. Curva estandar para la determinacion de nitritos. Concentracion del estandar 200 ug /

mL de Nitrito de sodio
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0.5 1

0.4 1

0.3 1

Absorbancia

0.2 1

0.1 1

0.0 A1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Nitritos pg /mL

Grafica 27. Curva estandar de nitritos
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Determinacién de

tiobarbiturico)

peroxidacién

lipidica (MDA).
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de TBA (acido

Tubo TMP (uL) H;PO4(uL) TBA (uL) H,O (uL) Abs.
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Cuadro 31. Concentraciones para la curva estandar de MDA para peroxidacion lipidica
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Grafica 28. Curva estandar de peroxidacion lipidica (MDA)
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ANEXO II

PURIFICACION DEL SUERO ANTI-CERULOPLASMINA DE RATON

- Placa de lainmunoelectroforesis antes de la inmunoadsorcién (purificacion)

- Placa de la inmunoelectroforesis después de la inmunoadsorcién

(purificacion)
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