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Sélo los hombres pequeiios parecen normales...
Humberto Eco. El nombre de la rosa
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1. RESUMEN

Se realizd un estudio retrospectivo transversal empleando 85 ratones de tres cepas:
30 CD1 ++ 30 CDI et/+y 25 CD1 et/et (de los cuales 15 se consideraron como viejos con
aproximadamente 50 semanas de edad, y 10 como jovenes con 12 semanas de edad), los
cuales fueron anestesiados, sangrados por técnica axilar y sacrificados mediante
dislocacion, extrayéndose los rifiones para obtener posteriormente cortes histologicos.

De los sueros se determinaron: unidades de complemento via clasica y alternas,
urea, creatinina (CRSC) y factor reumatoide (FR). Los resultados obtenidos fueron
analizados mediante el programa SPSS versién 10.0 para Windows; empleando las pruebas
de ANDEVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon y correlacién de Pearson. Se encontré que existe
una disminucién de las unidades del complemento, via clésica, de los ratones et/et y et/+
con respecto al grupo control +/+ (a = 0.004). Las unidades del complemento de las vias
alternas s6lo se observaron disminuidas en las ratones et/et (o. = 0,003. Tanto los pesos de
los ratones como sus indices se encontraron disminuidos en los ratones et/et contra los et/+
y +/+ (a = 0.002 y o < 0.0001 respectivamente). Se encontré que existe una correlacion
negativa entre la via clasica y el daino ocular. Hubo diferencia significativa en los niveles
de urea (a < 0.0001) y la CRSC (a = 0.002) entre los ratones et/et viejos y jovenes. El
factor reumatoide se encontr6 significativamente incrementado en los ratones et/+ (o =
0,009). En los cortes histolégicos observamos un dafio renal en los ratones et/et y moderado
en los et/ + mientras que no se encontraron lesiones en los ratones ++

Las unidades del complemento estin disminuidas en los ratones CD1 et/et y et/ la
falta de elevacion del FR en los ratones et/et (lo cual contradice a lo esperado) se debe a
que una de las funciones del complemento es la depuracién de complejos inmunes, por lo
que la excesiva actividad del complemento por la via clésica se encarga de eliminar al FR
de la circulacion. Existen claras lesiones renales tanto en los ratones et/et como en los et/+
no asi en los +/+ Lo que nos indica la predisposicién que existe por parte de los portadores
del gen a padecer este tipo de alteraciones.
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2. INTRODUCCION

El complemento es el principal efector del mecanismo de defensa humoral. Hay tres
vias principales de activacién del complemento: 1a via clasica, que se activa por ciertos
isotipos de Ac unidos al Ag; la via alternativa, que se activa sobre las superficies de las
células microbianas en ausencia de Ac, y la via de la lectina fijadora de manosa (MLB, del
inglés, mannan-binding lectin), que se activa por la lectina plasmatica que se une a residuos
de manosa sobre los microorganismos (MQ); es decir, se desencadena por una lectina de
unién a mananos, un miembro del grupo de proteinas colectinas que reconocen patrones de
azlcares repetidos. Las etapas finales que conducen a un ataque de membrana son las
mismas en todas las vias. La activacion de la cascada del complemento y la estabilidad de
las proteinas del complemento activas se encuentran reguladas estrechamente para evitar la
activacién de esté en las células normales del huésped y limitar la duracién de su
activacién. En diversas enfermedades autoinmunes se han observado deficiencias de los
componentes iniciales de la via clasica del complemento, que han sido asociadas con la
posible participaciéon del complemento en la induccién y/o en el mantenimiento de la
tolerancia inmunolégica.

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune de etiologia
desconocida, que afecta principalmente a mujeres, entre la cuarta y la quinta década de la
vida. Se clasifica en dos tipos: SS primario, se presenta solo; y el secundario, generalmente
asociado a otra enfermedad autoinmune. El sindrome de Sjogren (SS) describe sequedad
ocular (xeroftalmia) y orofaringea (xerostomia) se caracteriza por infiltracién de linfocitos
en glindulas lagrimales y salivales y presenta lesiones a nivel cutaneo, glandular y
sistémico. Entre los dafos a nivel sistémico se encuentran el nervioso, cardiovascular,
musculo esquelético, gastrointestinal y genitourinario. La acidificacién urinaria es una
caracteristica encontrada en cerca de un tercio de los pacientes con SS. La glomérulonefritis
es una complicacién con mayor frecuencia en los pacientes con SS primario.

Una herramienta de vital importancia en el estudio de las enfermedades son los
modelos bioldgicos de animales, en nuestro caso empleamos los ratones CD1 et/et, los
cuales, (gracias a diversas investigaciones realizadas en el laboratorio de Inmunologia,
FES Zaragoza) han demostrado ser un modelo biologico del SS primario.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la asociacion existente entre las lesiones
histopatolégicas a nivel renal en el ratén CD1 et/et y la actividad del complemento, tanto
por la via clasica como por las vias alternas; asi como el dilucidar el mecanismo etiol6gico
del SS.
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3.MARCO TEORICO
3.1. AUTOINMUNIDAD

El sistema inmune (SI) tiene como funcién primordial la defensa del organismo .
frente a agentes patbgenos externos, a través del reconocimiento de antigenos (Ag) ajenos
al huésped mediante dos mecanismos efectores: la inmunidad humoral y la celular. El
organismo dispone de unos mecanismos de autotolerancia que le permiten identificar a los
Ag propios de los extrafios y asi evitar la autorreactividad. Existen tres mecanismos que
explican la tolerancia y el reconocimiento de los Ag propios, éstos son: la delecién clonal,
la anergia clonal y la mutacion somdtica. Sin embargo cualquier mecanismo puede fallar en
un momento dado. Los mecanismos de reconocimiento de lo propio no constituyen una
excepcion a esta regla, y se conocen una serie de enfermedades debidas a fenémenos
autoinmunitarios en las que se producen cantidades masivas de autoanticuerpos y células T
autorreactivas."

Los fenémenos autoinmunes pueden presentarse en sujetos normales o pueden
acompaifiar a algunas enfermedades infecciosas y s6lo bajo ciertas circunstancias
evolucionaran a enfermedad, encontrando que la autoinmunidad de individuos sanos,
aumenta con frecuencia al avanzar la edad.

Los criterios para clasificar las enfermedades autoinmunes fueron propuestos desde
1962 por Milgron y Witbesky

Cuadro 1. Criterios para clasificar las enfermedades autoinmunes”

Criterios mayores:

La presencia en los pacientes (pero no en los individuos normales) afectados por un
proceso patolgico “bien definido™ de un autoanticuerpo, o respuesta mediada por
células contra uno o mas componentes propios relacionados directamente con el tejido
afectado, o capaces de formar complejos inmunes que induzcan al dafio tisular a
distancia.

Ausencia de un agente infecciosos en las lesiones (en fase cronica)

Demostracion de la respuesta inmune en el proceso patol6gico por:

a) Reproduccion de la enfermedad en un modelo experimental mediante transferencia
pasiva de autoanticuerpos o linfocitos T autorreactivos.

b) Mejoria o desaparicion de los sintomas después de la remocion selectiva de la
autorrespuesta.

Criterios menores:

1. Mejoria o remisién del proceso patolégico mediante el uso de terapia con esteroides y/o
inmunosupresores.

. Presencia de infiltrado inflamatorio en sitios afectados.

. Depésitos de anticuerpos o linfocitos T en lesiones.

. Hipergammaglobulinemia.

. Otros autoanticuerpos relacionados o no con el proceso patolégico.

LW

Los érganos afectados con mas frecuencia en las enfermedades autoinmunitarias
especificas son el tiroides, las glandulas suprarrenales, el estémago y el pancreas. Las

4
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enfermedades que no presentan especificidad de 6rganos, entre las que se encuentran las
enfermedades reumiticas, suelen afectar a la piel los rifiones, las articulaciones y los
musculos.

Las enfermedades autoinmunes no érgano-especificas, también llamadas sistémicas
se caracterizan por la presencia de auto-anticuerpos circulantes. La presencia de uno o mas
auto-anticuerpos contra auto-antigenos nucleares (ANAs) es la caracteristica de las
enfermedades reumaticas sistémicas. Este grupo de enfermedades no presenta
manifestaciones clinicas homogéneas, sino graduaciones en la variedad y severidad de los
multisistemas involucrados. En este grupo se encuentran el lupus eritematoso sistémico
(LES), la artritis reumatoide (AR), la esclerodermia (Scl), la enfermedad mixta de tejido
conectivo (MCTD) y el sindrome de Sjogren.

El conjunto de trastornos reumaticos muestran un considerable solapamiento. Por
ejemplo, en algunos casos de LES se observan signos de AR. En estas enfermedades se
producen depésitos de inmunocomplejos a nivel sistémico, especialmente en rifiones, las
articulaciones y la piel, que dan lugar a lesiones diseminadas. En la autoinmunidad
sistémica el depodsito de inmunocomplejos provoca procesos inflamatorios mediante
diversos mecanismos, entre los cuales encuentran la activacién de complemento y la
acumulaci6n de fagocitos.'+

32.1. SINDROME DE SJOGREN.

El sindrome de Sjégren (SS) describe sequedad ocular (xeroftalmia) y orofaringea
(xerostomia) caracterizado por infiltracién de linfocitos en glandulas lagrimales y salivales,
la falta de lubricacién vaginal y por lo que las relaciones sexuales pueden ser dolorosas
(dispaneuria), de hecho la dispaneuria puede ser el primer sintoma y preceder en meses o
afos a la xeroftalmia y a la xerostomia. Se cstlma que el SS afecta al 0.4 % de la poblacién
general, 9 de cada 10 pac1entes son mujeres.” ** Generalmente afecta a pa(:lcntes en edad
al rededor de los 40 aiios, sin embargo se ha reportado en pacientes pediatricos.*

Se clasifica en dos tipos:

¢SS primario: se presenta solo, espontineamente.

e SS secundario: asociado a otras enfermedades autoinmunes como AR,
LES, esclerodermia, cirrosis biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedades crénicas del higado.

La clinica involucra una gran cantidad de érganos, incluidos, pies, ojos, cavidad oral
y glandulas sahvales y sistemas como el nervioso, musculoesquelético, vascular y el
gemtounnano

Existen la presuncién de que un porcentaje indeterminado de pacientes comienza
con sintomas antes de la menopausia, pero que los mismos son minimizados por los
pacientes, y a veces por los médicos, por intermitentes o por atribuirse enéneameme a otra
causa. Estas causas pueden llegar a retrasar su diagnéstico entre 4 y 12 afios. 5 Se estima que
una de cada cinco pacientes con AR presenta simultaneamente SS. El colegio Mexicano de
Reumatologia llevo acabo un estudio denominado COPCORD, del que se desprende que

5
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actualmente en México hay més de 700 mil personal con AR. Su prevaléncia segin el
estudio COPCORD se estima que es entre 0.5 a 0.7 % de la poblacién actual ®

3.2.2.DIAGNOSTICO.

Existen diversos criterios para el diagnostico del SS:

Cuadro 2. Criterios de San Francisco para el SS primario y secundario.’

SS primario
1. Sialidenitis linfocitaria focal en biopsia de glandula salival (GS) menor con
muestra de focos >1 foco/ 4 mm? o lesién linfoepitelial benigna en GS mayor
2. Queratoconjuntivitis seca:
a) Caracteristicas de epitelio corneal y conjuntival, en tincién con rosa de
bengala, ver opacidad con lampara simple
b) Reduccién de secrecion lagrimal y acortamiento de tiempo
¢) Resultado del test de Schrimer (sin anestesia) <5 mm / 5 minutos.
SS secundario
1. AR u otra enfermedad del tejido conectivo diagnosticada con criterios establecidos
2. Uno o dos de los criterios para SS primario descritas anteriormente
Posible SS
1. Un componente del SS primario descrito anteriormente
2. Presencia de alguno de los siguientes :

o Infiltrado linfocitario en el intersticio pulmonar

e Nefritis intersticial y/o acidosis tubular renal

e Pirpura (con hipergammaglobulinemia o vasculitis)

o [Enfermedad crénica del higado

e Neuropatia periférica

e Hipergammaglobulinemia (poli- o monoclonal) con anti-Rho/SSA anti-
La/SSB
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Cuadro 3. Criterios europeos para la clasificacién del SS* "

Sintomas oculares de sequedad.
Es positivo con una respuesta afirmativa a una de las tres preguntas siguientes:
a) ;ha tenido usted la sensacion de tener secos los ojos cada dia los Gltimos tres
meses?
b) tiene usted sensaci6n de tener arenilla o tierra en sus 0jos?
c) precisa ponerse cada dia tres o mas veces lagrimas artificiales?

Sintomas de sequedad oral

Respuesta afirmativa a una de las tres preguntas siguiente:
a) ;tiene usted sensaci6n a diario de boca seca los tltimos tres meses?
b) ;recuerda usted que se le hayan hinchado las parotidas ya adulto?
¢) ;tiene usted que beber liquidos para digerir alimentos secos?

Signos oculares
Se confirma a una de los dos siguientes pruebas:
a) un test se Schrimer de < 5mm/ 5 minutos
b) una puntuacién de cuatro o mas en el Rosa de Bengala en la escala de Bijsterveld

Alteraciones objetivas de las glandulas salivales

Objetivacién de la sequedad oral por medio de una de las tres pruebas siguientes:
a) gammagrafia de las glandulas salivares con déficit difuso de captacién
b) sialografia con alteraciones difusas acinares y ductales
c¢) flujo salivar sin estimular de 1,5 mL o menos en 15 minutos

Datos histopatolégicos
Es positivo ante la presencia de uno o mas focos / 4 mm’ (cada foco corresponde al
infiltrado de 50 células mononucleadas en esos 4 mm2)

Presencia de autoanticuerpos
Este criterio requiere al menos la presencia de uno de los siguientes autoanticuerpos:
anticuerpos anti-Ro, anticuerpos anti-La, AAN y factor reumatoide

Un paciente tiene SS primario si retine 4 de los 6 criterios. Si a estos se le suman los de
otra enfermedad autoinmune sistémica (LES, AR esclerodermia, dermatitis o enfermedad
mixta) el paciente padece SS secundario.
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Cuadro 4. Criterios de San Diego para el sindrome de Sjégren segiin Fox RI'

SS primario
1. Sintomas y signos de sequedad ocular
e Prueba de Schrimer positiva (menor de 9 mm a los 5 minutos)
o Tinci6n positiva a la prueba con rosa de bengala o fluoresceina que demuestre
afeccién corneal (queratoconjitivitis seca)
a) Sintomas y signos objetivos de sequedad oral
Disminuci6n del flujo da saliva usando copas de Lashley u otro método
Biopsia de glandula salival menor anormal (mas de 2 focos linfocitarios por area)
Presencia de trastornos autoinmunitarios (uno o méis)
Factor reumatoide elevado (>1/320)
AAN a titulo alto (>1/320)
Anticuerpos anti-SSA o anti-SSB

SS secundario
Signos y sintomas caracteristicas del SS primario definidos en el punto 1, méis datos
clinicos suficientes para el diagnostico de AR, LES, polimiositis o esclerodermia.

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

Para un diagnéstico y un tratamiento correcto del SS se requiere la consideracién de
varios especialistas, para que sea correcto se debe tomar en cuenta efectos adversos de
algunas drogas, sarcodiosis, lipoproteinemias, atrofias relacionadas con la edad, efectos de
enfermedades cronicas, linfomas, amiloidiosis e infeccibn por virus de la
inmunodeficiencia humana.""

3.23.PATOGENIA.

El SS es una enfermedad inflamatoria crénica, sistémica, de progresion lenta,
etiologia desconocida y patégenia autoinmune, que se caracteriza por la existencia de un
proceso inflamatorio constituido predominantemente por linfocitos T CD4 activados que
destruyen progresivamente las glandulas exocrinas, con pérdida del parénquima glandular y
la consiguiente hipofuncién de la glindula, también se pueden encontrar linfocitos B
activados 345 12.13.14

Las manifestaciones extraglandulares mas frecuentes son las artralgias o artritis
(60%), el fenémeno de Raynaud (40%), las linfadenopatias (20%) y las alteraciones
pleuropulmonares, renales o hepaticas con alrededor de un 10 % de cada una de ellas. Con
respecto a las manifestaciones gastrointestinales estin descritas alteraciones a nivel
hepitico, ya sea a nivel de pruebas hepiticas, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria
(CBP) o fibrosis portal. En un 20-30% de pacientes con SS primaria existe una leve
hepatomegalia, con o sin elevacién de enzimas obstructivas o autoanticuerpos
antimitocondriales.”
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En los datos de laboratorio, se aprecia elevacion de la velocidad de sedimentaci6n

globular (VSG) y de la proteina C reactiva (PCR), leucopenia, plaquetopenia, anemia,

aumento de transaminasas y gamma-GT (GGT) o fosfatasa alcalina (FA). También

aparecen una hipergammaglobulinemia, complejos inmunes en la circulacién, y miltiples

autoanticuerpos tanto érgano como no-6rgano especificos: ANAs, anti-Ro, anti-La y factor
reumatoide, la crioglobulinemia es una complicacién del SS. ** '

32.4.ETIOLOGIA

De acuerdo al teorema fundamental de la genética la cual nos dice; Genotipo +
Ambiente =individuo (G +A =I), de semejante manera el SS se manifiesta gracias a tanto
factores internos como externos.

Dentro de los factores internos podemos mencionar;1) fallas en la remocién de
células T autoinmunes a nivel del timo selectores, 2) expresiones aberrantes del incremento
de moléculas de adhesion en epitelio celular de las glandulas resultando en infiltracién de
linfocitos autoinmunes a glandulas, 3) concordancia con reguladores del HLA-DR, 4)
activacion policlonal de linfocitos B, 5) secrecion de citocinas pro-inflamatorias por
linfocitos y células epiteliales, 6) decremento en la secrecion de residuos acino glandular y
7) resistencia de las células T dentro de las glandulas a sufrir apoptosis.®

Los estudios de tipificacion de HLA sugieren una predisposicién genética para el
desarrollo de dicha enfermedad. Con frecuencia los antigenos B8, DRS, DR3, DR2, DQI,
DQ2 y mis notablemente la HLA-DRw52, del sistema HLA, que estin aumentadas en el
sindrome primario. Aberraciones e incremento en las moléculas de adhesion las células del
epitelio de glandulas salivales, resultando en la infiltracion de linfocitos T autoinmunes a
las glandulas, secrecion de citocinas proinflamatorias por los linfocitos que se encuentran
dentro del epitelio de la mucosa y resistencia de estos para entrar en apoptosis, activacion
policlonal de linfocitos B expresiandose en una hipergammaglobulinemia. Se encuentran
miiltiples autoanticuerpos 6rgano y no-6rganoespecificos, generando inmunocomplejos con
los auto-antigenos que se encuentran en circulacién* '*'°

Los factores externos que se han implicado en el SS son: citomegalovirus, herpes
virus humano tipo 6, virus C de la hepatitis y virus de Epstein-Barr (VEB). Las glandulas
salivales son un reservorio para VEB, esto induce a una alteracién linfoproliferativa, lo
cual explica en hecho de que las regiones mas afectadas en el SS son las mucosas de ojos y
garganta. Estudios realizados por Matsumura et. al., han demostrado que el dafio tisular se
ve favorecido por diversos factores como el interferén y (INFy) y el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), estimulan la infiltracién de células que presentan las moléculas CD28,
CD80 y CD86. Las moléculas CD28 se han reportado en linfocitos T, las CD80 y CD86 en
c€lulas presentadoras de Ag incluidos monocitos, macrofagos células dendriticas, y células
B activadas. La infiltracion de linfocitos T a las glandulas lagrimales y salivales se
caracteriza, en orden creciente, por linfocitos CD3, CD8 y CD4. De estos dltimos se ha
determinado la relevancia del receptor VB en el reconocimiento de los autoantigenos. L
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33.MODELO BIOLOGICO.

En afio de 1985 en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, fue
observada una anormalidad espontdnea en una cepa aislada de ratones CD1, en los cuales
existia alopecia, dichos ratones fueron denominados “et” por su apariencia extraterrestre.
Con el transcurso del tiempo se observé que presentaban dafio ocular. Estudios realizados a
estos ratones demostraron: que son hipotimicos, presentan anticuerpos antifosfolipidos de
tipo IgA, IgG e IgM, autoanticuerpos (anti-Ro y anti-La), factor reumatoide, dafios
histopatol6gicos en glandulas lagrimales y salivales. Dichos hallazgos sustentaron
evidencia suficiente de clue los ratones CD1 et/et son un modelo biolégico adecuado para el
estudio del SS primario.'* 12425

Los ratones CD1 et/et, en comparacion con la cepa CD1 +/+ presentan un
incremento significativo en hematocrito, leucocitos (concretamente linfocitos, monocitos y
eosindfilos), asi como de linfocitos T totales. Las lesiones en ojo muestran mayor cantidad
de células CD3+y CD8+; comparando con los ratones et/+y +/+ La concentracién media
de prozlfizrslas es significativamente menor en los ratones et/et con relacién a los ratones et/+
y H+

34.1. COMPLEMENTO.

El sistema del complemento es el principal efector de la rama humoral del sistema
inmunitario. La investigacién del complemento se inicio en la década de 1890, por
Butchner y Pfeiffer, y estudiada después con més detalle por Jules Bordet (1899), del
Instituto Pasteur en Paris demostré que el antisuero de oveja a la bacteria Vibrio cholerae 1a
lisaba, Bordet descubri6 que la propiedad litica del suero dependia de dos factores, una que
era termoestable y otro que era inactivo si el suero se calentaba a 56 °C durante 30 minutos;
el factor termoestable del suero pronto se identific6 como anticuerpo. Paul Erlich, en
Berlin, llev6é a cabo de manera independiente experimentos similares e ided el término
complemento y lo definié como “la actividad del suero sanguineo que completa la accién
del anticuerpo” 2%’

3.42. FUNCIONES DEL COMPLEMENTO.
El sistema del complemento actiia al menos en cuatro funciones:

e Lisis de células bacterias y virus recubiertos; la envoltura viral deriva en buena
proporcién de la membrana plasmatica de célula del huésped infectado y, por
consiguiente, es proclive en la formacién de poros por el complejo de ataque de
membrana. Entre los virus patégenos susceptibles de lisis mediada por el complemento
se encuentran el virus del herpes, ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus. Las
proteinas que adquieren la actividad enzimatica proteolitica mediante la accién de otras
proteasas se llaman zimégenos. Las cascadas proteoliticas permiten una amplificacién
tremenda, ya que cada molécula de enzima activada en un escalén puede provocar la
activacién de multiples moléculas de enzimas en el escalén siguiente.
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Imagen 1. a) Células bacterianas de Escherihia coli intacta; E. coli muerta
por lisis mediada gor complemento; c)obsérvese la vesicula de la membrana
en células lisadas.

¢ Opsonizacién, que promueve la fagocitosis de Ag particulados; C3b es la principal
opsonina del sistema del complemento, aunque C4b e iC3b poseen actividad
opsonizante, se unen especificamente a receptores de los neutréfilos y los macréfagos.
Se ha demostrado que la activacién de células fagociticas por diversos agentes, incluida
la anafilatoxina C5a, aumenta el nimero de CR1 de 5 000, en fagocito enredoso, a 50
000, en células activadas, y facilita en forma considerable su fagocitosis de Ag
recubiertos con C3b '

a) b) _ ) c) _

Imagen 2. a)Virus de Epstein-Barr intacto; b) virus Epstein-Barr recubierto
por anticuerpos; ¢) virus Epstein-Barr recubierto con C3b, la cual facilita la
opsonizacién.

Unié a receptores de complemento especificos en células del sistema inmunitario, lo
que desencadena funciones caracteristicas de dichas células, inflamacién y secrecién de
moléculas inmunorreguladoras. Los fragmentos proteoliticas del complemento C5a, C4b
y C3a inducen la inflamacién aguda mediante la activacion de los mastocitos y
neutr6filos. En los neutréfilos, C5a estimula su movilidad, su adhesién firme a las
células endoteliales y, en dosis altas, el estallido respiratorio con sintesis de
intermediarios reactivos de oxigeno. Ademas C5a puede actuar directamente sobre
células endoteliales vasculares y provocar un aumento de la permeabilidad vascular y la
expresion de selectina P que estimula la unién de los neutrdfilos. Esta combinacion de
acciénes de C5a sobre los mastocitos, los neutréfilos y las células endoteliales
contribuye a la inflamacién en las zonas de activacion del complemento y al final, la
eliminacién de agentes infecciosos del cuerpo. Depuracién inmunitaria, que elimina
complejos inmunitarios de la circulacién y los deposita en el bazo y el higado. El
recubrimiento de complejos inmunitarios solubles con C3b facilita su unién con CR1 en
eritrocitos. Aunque los glébulos rojos expresen concentraciones méas bajas de CR1 (5
x10? por célula) que los granulocitos (5 x 10° por célula), hay alrededor de 10° gl6bulos
rojos por cada leucocito. Por esta razén, los eritrocitos pueden tener un papel importante
en la unién de complejos inmunitarios cubiertos con C3b y el transporte de estos
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complejos al higado y el bazo. En estos 6rganos se eliminan los complejos inmunitarios
de los gl6bulos rojos y se fagocitan
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Figura 1. Las tres funciones principales del complemento son:
a) apsonizacién y fagocitosis; b) estimulacién de reacciones inflamatorias;
¢) lsis de células mediante el CAMP2*

¢ Ayuda a regular la actividad bioldgica de las células. La fijacién del complemento a las
células puede causar su activacién e incluso su divisién. La unién de complemento a Ag
puede facilitar su fijaci6n a los receptores localizados en las células presentadoras de Ag,
confiriéndoles asi atn mis “capacidad antigénica”. Se cree que la fijacién del
complemento a Ag facilita la fijacién del Ag a las células presentadoras de Ag,
incrementando su antigenicidad. Se reporté que ratones que carecen de C4 o CR1 y
CR2 padecen enfermedades autoinmnitarias con mucha més frecuencia, por lo que se
sugiri6 que el comg!emcnto es un factor importante para la seleccién negativa de células
T autorreactivas.

En diversas enfermedades autoinmunes se han observado deficiencias de los
componentes iniciales de la via clasica del complemento, que han sido asociados con la
posible participacién del complemento en la induccién y/o mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica, casos de glomerulonefritis en diabetes mellitus tipo I, tiroiditis posparto y
en el dafio ocular en enfermedades autoinmunes > *>*
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3.4.3. COMPONENTES DEL COMPLEMENTO.

Las proteinas y glucoproteinas que componen el sistema del complemento se
sintetizan sobre todo en los hepatocitos, aunque también se producen cantidades de
importancia en monocitos sanguineos, macrofagos tisulares y células epiteliales del aparato
digestivo y genitourinario. Estos componentes constituyen el 5% (por peso) de de la
fraccién de la globulina sérica.

Los componentes del complemento se designan con numerales (C1-C9), letras (p.
¢j., factor D) o nombres comunes (como factor de restriccion homologo). Los fragmentos
peptidicos se que se forman por activacién de un componente se indican con letras
pequefias. En la mayor parte de los casos, los fragmentos méas pequefios que resultan de la
segmentacién de un componente se designan “a” y el fragmento mas grande “b” (p. €j.,
C3a, C3b; cabe seifialar que C2 es una excepcion: C2a es el fragmento de segmentacion mas
grande). Los fragmentos mas grandes se unen al blanco cerca del sitio de activacién y los
mas pequefios se difunden desde el sitio y pueden precipitar reacciones inflamatorias
localizadas por union a receptores especificos. Los fragmentos del complemento
interactian entre si para formar complejos funcionales.

3.4.4.1. ACTIVACION DEL COMPLEMENTO.

Hay tres vias principales de activacion del complemento: la via clasica, que se
activa por ciertos isotipos de Ac unidos a Ag; la via alternativa, que se activa sobre las
superficies de las células microbianas en ausencia de Ac, y la via de la lectina fijadora de
manosa (MLB, del inglés, mannan-binding lectin), que se activa por la lectina plasmatica
que se une a residuos de manosa sobre los MO; es decir, se desencadena por una lectina de
unién a mananos, un miembro del grupo de proteinas colectinas que reconocen patrones de
azucares repetidos. Las etazgas finales que conducen a un ataque de membrana son las
mismas en todas las vias.””** %

Y l Complement Cascade |
¥ [Glassical Pathway /":&f
AgAb c4q € £l f
| e "i’/‘m | *l‘{__) Neutrophils
(=] —l—- Cib—CibZs—Ciblalb "}'\.-\‘\
wasgyasrz Lectin | \ o © voroeres
bacteria | arway \
B [~ R =]
) — cxl{«m—cm cs )‘m
t \cugi\csa e
.:‘I:l':l‘ cs )\m
bacteria s ooxa—]
|Alternative Pathway “::"""

Figura 2. Las tres vias de activacién del complemento generan la escisién

de C5. C5b desencadena la formacién del CAM, mientras que C5a

estimula a neutréfilos y mastocitos, células endoteliales vasculares

y contribuye con la inflamacién en la zona donde se activo el complemento.*
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3.4.4.2.VIA CLASICA (O COMUN).

La activacién del complemento por la via clsica comienza casi siempre con la
formacién de complejos Ag-Ac solubles (complejos inmunitarios) o con la unién de Ac a
Ag en un blanco conveniente, por ejemplo una célula bacteriana. Una molécula IgM o bien

"dos moléculas de ciertas subclases de IgG (IgG1, IgG2 e IgG3 humanas. No une IgG4,
IgE, IgA ni IgD, por lo cual estas clases de Ac no pueden activar la via clasica) pueden unir
y activar el primer componente de la via, C1. La etapa inicial de la activacién incluye Cl1,
C2,C3yC4.

La formacién de un complejo de Ag-Ac induce cambios de conformacién en la
porcién Fc de la molécula de IgM que expone un sitio de unién para el componente C1 del
sistema del complemento. El C1 en suero es un complejo macromolecular que consiste en
Clq y dos moléculas Clr y Cls cada una, unidas entre si en un complejo (Clgrs;)
estabilizado por iones Ca**. La molécula de Clq se compone de 18 cadenas polipeptidicas
que se relacionan para formar seis brazos helicoidales triples parecidos a colédgena, cuyas
puntas se unen a sitios de unién de C1q expuestos en el dominio Cy2 de la molécula de Ac.

Activacion del
complemento

A IgM solubk
RA |-
_BlgMunldnaIlnﬁgono

Antigenc
nsular Si

C IgG soluble (regiones Fc

{ no adyacentes)
Figura 3. Una molécula de Ciq posee 18 e . % 4. k No
cadenas polipeptidicas dispuestas en 6 tripletos. b )

Las cabezas globulares en los extremos de estos

D IgG unid i
brazos, denominadas H, son las regiones de eI

contacto con las inmunoglobulinas. Cada . "
dominio Clr y Cls contiene un dominio A » o
catalitico con actividad enzimética y un dominio | =paiit ...__.-_:_‘:-J

de mr.emclén que facilita la unién con Clq o | | =

entre si.%

Figura 4 A) IgM en forma plana no muestra ningin sitio
de unién; B) varios sitios de unién Clq en la regién Fc son
accesibles en la forma de grapa; C) dos moléculas
adyacentes IgG unidas a un Ag en la superficie celular , Ia
regi6n Fc se puede unir a Clq y activar al complemento.?®

Cada molécula C1 debe unirse mediante sus cabezas globulares C1q cuando menos
a dos sitios Fc para que suceda una interaccién estable de C1 con anticuerpos. Cuando se
une IgM pentamérica a Ag en una superficie blanco asume la 11amada configuracién en
“grapa”, en la cual se exponen cuando menos tres sitios de unién para C1q. Sin embargo la
IgM circulante existe en una configuracién plana en la cual no estin expuestos los sitios de
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unién Clq y por consiguiente no puede activar la cascada del complemento. Por otra parte,
‘una molécula de IgG solo contiene un sitio de unién de Clq en el dominio Cy2 del Fc, de
tal manera que la unién firme de Clq sélo se logra cuando se encuentran dos moleculas de
IgG a 30 a 40 nm una de la otra en una superficie blanco o en un complejo, lo que
proporciona dos sitios de insercion para C1q. Esta diferencia explica la observacién de que
una molécula aislada de IgM unida a un glébulo rojo puede activar la via comin del
complemento y lisar glébulos rojos en tanto que se requieren al rededor de 1000 moléculas
de IgG para asegurar que dos moléculas se encuentren lo bastante cerca una de la otra en la
superficie celular para iniciar la unién de C1q.*" %%

La unién de C1 al Ac pone en marcha las actividades enzimadticas proteoliticas de
Clr y subsecuentemente Cls. Se considera que la funcién de enzima Clr activada. Consiste
en escindir Cls, que luego desarrolla actividad enzimatica. A continuaci6n, la Cls_escinde
al siguiente componente de la via, C4.

El C4 es una molécula de tres cadenas polipeptidicas. La méas grande de las tres
cadenas, la cadena o, se escinde en un solo sitio por Cls con la liberacion de un pequefio
péptido, C4q. El péptido més grande, C4b, que consiste en la mayor parte de la cadena o
junto con las cadenas B y y de C4, se unen a la célula blanco para continuar la cascada del
complemento. En presencia del ién magnesio, el C4b sobre una célula blanco puede
interactuar y unirse con el siguiente componente de la serie, una molécula de cadena dnica,
denominada C2. El C2 se une a C4b, y se corta en presencia de Cls. El fragmento mayor de
la rotura de C2 (C2a), que contiene un sitio enzimético, permanece en el complejo con C4b
para continuar la cascada del complemento. El complejo C4b y C2a desarrolla una nueva
propiedad: la de unir y escindir el siguiente componente de la serie, el C3. Por esté razén,
se denomina convertasa C3 de la via clésica.

El C3 es una glucoproteina presente con una concentracién de al rededor de 1,2 g/L
de plasma. El C3 est4 constituido por dos cadenas unidas por puentes disulfuro llamadas o
y B. Cuando C3 se activa por la convertasa, se escinde un péptido C3a (PM 9000) de la
cadena a.. Como resultado, el tioéster interno del fragmento C3b restante queda expuesto al

medio circundante. Este tioéster sumamente reactivo tiene una vida media aproximada de
30 a 60 mseg.

Si C3b se une covalentemente al fragmento C4b adyacente en la superficie del
blanco, los dos (junto con C2a) forman un complejo que puede continuar la cascada del
complemento. Ademds, la presencia de C3b unido opsoniza en gran medida la particula
blanco y aumenta su fagocitosis por células que portan receptores C3b. Por otra parte, si el
tioéster no encuentra un aceptor apropiado, reacciona con agua para formar la especie
inactiva conformacionalmente alterada C3b(H;O); esta inactivacién répida ayuda a
asegurar que la variedad reactiva de C3b se destruye y no produce activaciones
indeseables.

El complejo sobre una superficie blanco C4b2a3b, tiene actividad enzimética de
nueva expresién puede coordinarse con C5 y escindirlo, y por tal raz6n se llama convertasa
C5 de la via clasica. De nuevo se forman dos fragmentos, C5a y C5b. El fragmento C5b
permanece asociado de modo no covalente al complejo C4b2a3b. Es el C5b el que inicia
aquel segmento de la cascada del complemento que genera el ataque de la membrana.

ﬁ



ADRIAN SOLIS GONZALEZ

En resumen los primeros pasos de la cascada del complemento generan una serie de
péptidos con actividad enzimética y complejos peptidico. Cada enzima interactiia con
miiltiples moléculas de la siguiente proteina sustrato en la cascada de reacciones, ya sea
hasta que se agota, como sucede en la convertasa C3 o C5 o hasta que se inhibe por
proteinas reguladoras presentes en las células o en el plasma. Una cantidad limitada de
complejos Ag-Ac lleva a la activacién de gran cantidad de moléculas del complemento.

Algunas bacterias (p. €j., ciertas cepas de Escherichia coli y Salmonella de poca
virulencia) y virus (p. ej., virus de parainfluenza, VIH) e igualmente células apoptéticas
interactiian de manera directa con C1q, ocasionando activacién de la via clisica en ausencia
de Ac. Otras estructuras como la superficie de cristales de urato, proteina béasica de mielina,
DNA desnaturalizado, endotoxina bacteriana y polianiones (como la heparina) también
pueden activar de modo directo la via clésica.

Unidn de anticuerpos
a anti polivalentes,
unidén de C1 a anticuerpos

Unién de C4 a C1q
asociado a Ig

Escision de C4 por la enzima

C1rzs2: unidn covalente de

C4b a la superficie antigénica
y a los anticuerpos

Union de C2 a C4, escisidn de
C2 para formar un complejo
C4b2a (C3 convertasa)

Escision de C3 por la
C3 convertasa

Unién de C3b a la superficie |
antigénica y al complejo C4b2a |!

del complemento

Escisién de C5, iniciacion de |
los pasos finales de activacion |

c3 (=
fca|
ca =

| complejo

Figura 5. Un par de moléculas
IgG sobre una superficie puede
unir y activar Cl. La porcién
globular reconoce y se une a los
fragmentos Fc de la IgG.
Después de activarse el Cl se
enlaza y corta a C4. Se libera el
fragmento més pequefio, C4a. El
fragmento més grande, C4b, se
une al blanco y continua la
cascada. En presencia Mg*, C2
reconoce y se une a Cdb. Se
libera un pequefio fragmento,
C2b, y el fragmento mayor C2a
unida a C4db,
denominado  C3
convertasa. Estd puede unirse y
escindir a C3. Estd molécula, a
su vez se corta en dos fragmentos
C3a y C3b. Se libera el
fragmento més pequeiio C3a y el
mayor C3b puede unirse
covalentemente con un aceptor
adecuado. Las moléculas de C3b
que se unen directo al Cdb
continfan la  cascada. El
complejo formado por C2a, C4b
y C3b, se denomina C5
convertasa, puede unirse y
escindir a C5, para empezar los
pasos finales de la activacién del
complemento.”
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3.4.43.VIA ALTERNATIVA.

La via alternativa de activacién del complemento da lugar a la proteélisis de C3 y la
unién estable de su producto de degradacién, C3b, a las superficies microbianas, sin
participacién de Ac. Debido a que no requiere Ac, la via alternativa es un componente de
del sistema inmunitario innato. Estd via mayor de activacién del complemento incluye
cuatro proteinas séricas: C3, factor B, factor D y properdina. La via alternativa se inicia en
la mayor parte de los casos por constituyentes de superficie celular que son extrafios
huéspedes. Por ejemplo, las bacterias gramnegativas y grampositivas tienen constituyentes
en la pared celular que pueden activar la via alterna.

Normalmente, C3 se escinde constantemente en el plasma en tasas bajas para
generar C3b en un proceso que recibe el nombre de “ralenti de C3”. La molécula circulante
en plasma sufre hidr6lisis de su union tioéster, generando una especie con una
conformacién alterada llamada C3(H,0). Una vez abierto el grupo tioéster, C3(H»0) actia
como C3b. En presencia de iones magnesio, C3(H,0) puede unirse a la proteina tipo C2,
factor B, e interactuar con proteinas de tipo Cl1, factor D y asi producir la enzima
convertasa de la via alterna que lisa C3, justo de la misma forma como la convertasa clésica
y lisa C3. Una pequeiia cantidad de C3b puede unirse de forma covalente a la superficie de
las células, incluidos los microorganismos. El complejo C3bBb es la C3 convertasa de la
via alternativa y su funcién es escindir mas moléculas de C3, consiguiendo asi una
amplificacién secuencial, de tal modo que pueden depositarse mas de 2 X 10° moléculas de
C3b en una superficie antigénica en menos de cinco minutos. Un enlace tioéster interno de
C3 se vuelve inestable cuando se escinde la molécula y reacciona con los grupos amino o
hidroxilo de las proteinas o polisacéridos de la superficie de la célula para formar enlaces
amida o éster. Si no se forman estos enlaces C3b permanece en la fase liquida, su tioéster se
hidroliza rdpidamente e inactiva y cesa la activacién del complemento. El C3b unido se fija
a continuacién a una proteina plasmatica denominada factor B y, a continuacién, el factor B
se escinde por una serina proteasa plasmatica denominado factor D, lo que genera un
fragmento Bb que permanece unido a C3b.

Algunas de las moléculas C3b generadas por la C3 convertasa de la via alternativa
se unen a la properdina convertasa, una proteina llamada properdina, se une a esa
convertasa y la estabiliza, eso da lugar a la formacién de complejos C3bBb3b, que actia
como C5 convertasa de la via altenativa, andloga al complejo C4b2a3b en la via comiin,
para escindir C5 e iniciar los pasos finales de la activacion del complemento. La actividad
de la convertasa de C3 C3Bb tiene una vida media de solo cinco minutos, a menos que se
una a €l la proteina sérica properdina, lo que la estabiliza y extiende la vida media de esta
actividad de convertasa a 30 minutos.

La activacion estable de la via alternativa ocurre sobre la superficie de las células de
microorganismos y no sobre las células de mamiferos. Las membranas de la mayor parte de
las células de mamiferos tienen concentraciones altas de acido sidlico, que contribuye a la
inactivacién rédpida de moléculas C3b unidas en células huésped. Debido a que muchas
superficies antigénicas extraiias (p. ej., paredes de células bacterianas, paredes de células de
levaduras y ciertas envolturas virales) solo tienen concentraciones bajas de 4cido sidlico, el
C3b que se une a estas superficies permanece activo mas tiempo.
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3.4.44.VIA DE LA LECTINA DE UNION A MANOSA (MBL)

Las lectinas son proteinas que reconocen blancos de carbohidratos especificos y se
unen a ellos. Al igual que la via alternativa, la activacién de la via de la lectina no depende
de Ac. Sin embargo, el mecanismo es méas similar al de la via comiin, porque después de
iniciarse prosigue a través de la accién de C4 y C2 para producir una convertasa de C5.

La via de la lectina se activa por la unién de lectina que une manosa (MBL) a
residuos de manosa en glucoproteinas o carbohidratos en la superficie de microorganismo,
incluidas ciertas cepas de Salmonella, Listeria y Neiseria, ademés de Cryptococcus
neoformans y Candida albicans. La MBL es una proteina de fase aguda que se produce en
respuestas inflamatorias. Una vez fijada a una superficie, la MBL puede activar dos serina-
proteasas relacionadas con MBL: MASP-1 y MASP-2 (del inglés MBL-associated serine
proteases). Estas proteasas comparten homologia estructural con Clir y Cls. La MASP-2
activada lisa C4 y asf genera una convertasa de C3: C4b2a. Esto significa que la activacién
de los componentes C2-C4 para formar una convertasa C5 sin necesidad de la uni6n de Ac
especificos representa un mecanismo innato de defensa importante comparable a la via
alternativa, pero que utiliza los elementos de la via comiin, excepto las proteinas C1. Se
piensa que MASP-1 lisa C3 y puede activar la via alterna directamente. Los componentes
terminales de esta cascada del complemento posteriormente proceden como la via clésica.
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Figura 7. La lectina que se une a manosa (MBL) se parece estructuralmente y
funcionalmente al subcomponente Clq y es un miembro de la familia de las lectinas
calcio-dependiente. Esté proteina activa al complementa a través de dos proteasas con
serina conocidas como MASP1 y MASP2 (Manonose Associated Serine Porteases | and 2)
las cuales a su vez funcional y estructuralmente son similaresa Clry Cls,
respectivamente,. Estds proteinas, unidas a azucares actian sobre C4 y C2 para formar C3
convertasa. Continuando de igual modo que la via cldsica. Las tres vias de activacién del
complemento terminan en la formacién del complejo de ataque de membrana.*

Parecen existir métodos adicionales de activacion de la via MBL a través de
complejos Ag-Ac y moléculas IgG que carece de residuos galactosa terminales, como se
observa en pacientes con artritis reumatoide. La via MBL es regulada por el inhibidor C1 y
por la alfa2-macroglobulina.
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345. COMPLEJO DE ATAQUE DE MEMBRANA (MAC; MEMBRA ATTAACK
COMPLEX)

Las C5 convetasas generadas por las vias alternativa, clasica o de la lectina inician
la activacién de los componentes finales del sistema del complemento, que culminan en la
formacién del complejo de ataque de membrana (CAM) capaz de destruir células. Est4
enzima segmenta C5, que contiene dos cadenas proteinicas, alfa y beta. Después de la
unién de C5 al componente C3b no enzimético de la convertasa se segmenta la terminal
amino de la cadena alfa. Esto crea un fragmento pequeiio C5a, que se difunde, y el
fragmento C5b grande, que se une a la superficie de la célula blanco y proporciona un sitio
de uni6n para los componentes subsecuentes del CAM. El componente C5b es en extremo
1abil y se inactiva en el transcurso de dos minutos a menos que se una a C6 y se estabilice
su actividad.

A medida que se une C5b6 a C7, el complejo resultante experimenta una transicién
estructural hidréfila-anfifila que expone regiones hidréfobas, que sirven como sitios de
unién para fosfolipidos de membrana. Si la reaccién ocurre en la membrana de una célula
blanco, los sitios de uni6én hidréfobos permiten que se inserte el complejo C5b67 dentro de
la bicapa fosfolipida. Sin embargo, si la reaccién tiene lugar en un complejo inmunitario u
otra superficie de actividad no celular, entonces los sitios de unién hidréfobos no pueden
fijar el complejo y se libera. Los complejos C5b67 liberados pueden insertarse en la
membrana de células cercanas y mediar lisis “de testigo virgen”. El componente C7 del
complejo C5b67 resultante se inserta en la doble capa lipidica de la las membranas
celulares, donde se convierte en un receptor de alta afinidad para una molécula de C8. la
proteina C8 es un trimero compuesto de tres cadenas, una de las cuales se une al complejo
C5b67; otra se inserta dentro de la doble capa lipidica de la membrana.

El complejo C5b678 crea un poro pequefio de 10 A de didmetro; la formacién de
este poro puede conducir a lisis de globulos rojos pero no de células nucleadas. La etapa
final de la formacién del MAC es la polimerizacién y unién de C9, una molécula parecida a
la perforina, una proteina citolitica de los granulos que existen en los linfocitos T
citotéxicos (LTC) y NK, al complejo C5b678 puede unirse y polimerizarse hasta 10 a 17
moléculas de C9 por un solo complejo C5b678. Durante la polimerizacion, las moléculas
C9 experimentan una transicién hidrofila-anfifila, de tal forma que también pueden
insertarse en la membrana. El MAC terminado que tiene una forma tubular y un tamaifio de
poro funcional de 70 a 100 A, consiste en un complejo C5b678 rodeado por un complejo
poli-C9. Debido a que los iones y las moléculas pequeiias pueden difundirse con libertad a
través del conducto central del MAC, las células no pueden conservar su estabilidad
osmética y se destruye por la entrada de agua y la perdida de electrélitos.
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Figura 8. Al ser escindido C5 se libera un pequefio fragmento, C5a. el fragmento mayor.

no se une de manera covalente. Se estabiliza al unirse a C6. Cuando el C7 se une, el

complejo C5b, C6 y C7 se hace hidrébico. Es en parte soluble en lipidos y puede insertarse

en la bicapa de la membrana celular. Cuando C5b67 se une a C8, se forma un pequefio canal
enla me;l.'lbrana celular, Se pueden unir miltiples moléculas de C9 e incrementar en gran parte
¢l canal.

Las células con estructuras metabélicas mas complejas, hasta cierto grado pueden
internalizar y distribuir complejos del complemento que se formen en la superficie celular o
dispersarlos como vesiculas a partir de la superficie celular y de esta forma proporcionar
cierta proteccion contra el ataque del complemento.

ALY

a) Figura 9. El canal formado por el MAC tiene una superficie hidrofébica externa y un
canal hidrofilico que permite el paso de agua e iénes. b) Imagen 3. fotomicrografia de lesiones
inducidas por complemento en la membrana de un glébulo rojo. Estas lesiones resultan

de la formacion del MAC.”!

3.4.6. REGULACION DEL COMPLEMENTO.

La activacién de la cascada del complemento y la estabilidad de las proteinas del
complemento activas se encuentran reguladas estrechamente para evitar la activacién de
esté en las células normales del huésped y limitar la duracién de su activacién, incluso en
las células microbianas y los complejos Ag-Ac. Cuando el complemento participa como
causa de enfermedad, por lo general funciona normalmente, pero en direccién equivocada

dafia los tejidos del huésped.
e e e e .
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Los distintos mecanismos reguladores inhiben la formacién de las C3 convertasas
en los pasos iniciales de la activacién del complemento, escinden e inactivan las C3 y C5
convertasas € inhiben la formacién del CAM en los pasos finales de la via del complemento

e La primera de estas proteinas, el inhibidor C1 (C1INH), es un inhibidor de la serina
proteasa (serpina) que reconoce Clr y Cls activados y destruye su actividad. El C1INH
se convierte en diana de la actividad enzimética del complejo Clr,-Cls;. El C1INH es
escindido por estas proteinas del complemento, a las que se une covalentemente y. por
consecuencia, el tetrdmero Clr,-Cls; se disocia de Clq, deteniéndose asi la activacion
por la via clasica. Ya que C1INH se consume cuando actia como inhibidor, se necesita
el producto de sintesis de dos genes para obtener una concentracién plasmética
relativamente grande del producto proteinico de este gen. Se presenta una deficiencia
relativa en pacientes con angioedema hereditario, quienes tienen defecto en uno de los
genes causantes de la formacién de CI1INH, y padecen ataques frecuentes de
angioedema, acumulacién aguda e intermitente de edema liquido en la piel y las
mucosas.

C1q se une a los complejos El INH C1 evita que
antigeno-anticuerpo, causando C1rzs; llegue a ser
la activacion de C1rsss proteoliticamente activo

w

Anticuerpo M Clresz %
!
Cid Clrass % C1INH |

i
Figura 10. La glucoproteina inhibidora de C1, INH, puede formar
un complejo con Clrys;, determinar que se disocie de Clq y prevenir
la activacién adicional de C4 o C2.

e La proteina unida a C4 (C4bp; C4-binding protein) y una segunda protefna, el factor, se
encargan de la regulacién de C4b. El C4bp se une a C4b y facilita su escisién por medio
de la enzima proteolitica factor I. En la superficie del blanco, no se requiere C43bp para
la escisién de C4b por el factor I, pero su presencia puede acelerar el proceso.

¢ EIl factor I también actia de modo proteolitico para inactivar C3b y C3(H;0). estd
actividad requiere un factor denominado H. El factor H actiia como un factor obligado
en la fase liquida. En presencia de los factores H e I, la cadena a de C3b o C3(H;0) se
escinde en dos sitios, para formar los fragmentos iC3b, C3d y C3dg que no participan en
la activacién del complemento, pero pueden ser reconocidos por los receptores de los
fagotitos.
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Figura 11. La actividad enzimética del CSbmmguladaporei factor I, y otras
tres proteinas: el factor H, que es una proteina plasmética y dos proteinas de membrana
celulares, receptor del complemento tipo 1 (también llamada CD35) y la proteina
cofactor de membrana (también llamada CD46). El factor H es el la proteina
reguladora del complemento dominante, **

¢ El ensamblaje de los componentes de las C3 y C5 convertasas se inhibe mediante la
unién de proteinas reguladoras al C3b y C4b depositados en las superficies celulares.
Cuando se deposita C3b sobre las superficies celulares normales de los mamiferos,
unirse a varias proteinas de membrana, como la proteina cofactor de membrana
(MPC o CD46), el receptor de complemento de tipo I (CR1) y el factor desacelerador
(DAF), asi como una proteina plasmaética denominada proteina de unién a C4 (C4BP).
Mediante la unién de C3b o C4b, estas proteinas inhiben competitivamente la fijacién de
otros componentes de la C3 convertasa, como la Bb de la via alternativa y el C2a de la
via clasica, bloqueando asi una mayor progresién de la cascada del complemento.
Ademés, las superficies celulares ricas en dcido sidlico favorecen la unién de la proteina
H sobre el factor B de la via alternativa.

DAF es una proteina de membrana unida a glucofosfatidilinositol que se expresa en las
células endoteliales y en los eritrocitos. La deficiencia de una enzima necesaria para
formar dichas uniones entre proteinas y lipidos ocasiona una incapacidad para expresar
muchas proteinas de membrana asociadas a glucofosfatidilinositol, tales como DAF y
CD59, y produce una enfermedad denominada hemoglobinuria paroxistica nocturna.
Esta enfermedad se caracteriza por brotes recurrentes de hemolisis intravascular,
atribuibles al menos parcialmente a una activaciéon del complemento no regulada en la
superficie de los eritrocitos.

ﬁ
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Figura 12. Tanto DAF como Crl aceleran la
disociacién del C3bBb localizado sobre las
membranas de células ant6logas, promoviendo la
disociacién de C3b del complejo. CR1 y MCP actian
como cofactores en la escisién del factor C3b por
parte del factor I. Estas reacciones son exactyamente
iguales a las actividades de control que ejercen DAF,
MCP y CR1 sobre el complejo C4b2a de la via clasica
cuando este se encuentra unido a las membranas
celulares.®

e Otra proteina de control, la proteina S (llamada también vitronectina), interactiia con el
complejo C5b67 al formarse en la fase liquida, y se une al sitio de enlace de membrana
para evitar la unién de C5b67 a las membranas biolégicas. Después de la unién de la
proteina S al C5b67 en la fase liquida, puede proceder la unién de C8 y C9 al complejo
de la fase liquida, pero el complejo no se inserta en la membrana lipidica y no lisa

células.

e La clusterina y el factor J son dos reguladores del complemento de fase liquida descritos
recientemente. La clusterina actfia evitando la insercién del complejo C5b67 en la
membrana celular. Los niveles bajos de clusterina se relacionan con algunas
manifestaciones de lupus eritematoso sitémico.

¢ La formacién de CAM se inhibe por una proteina de membrana denominada CD59. Est4
es una protefna unida a glucofosfatidilinositol. Actiia incorpordndose al los CAM en
crecimiento tras la insercién en la membrana de C5b-8, lo que inhibe la uni6n posterior

de las moléculas de C9.



Figura 13. CD59 es una proteina

que se une a las membranas a

través de un pie naturaleza Activacion de
glucofosfolipidica. Esta mmw
ampliamente distribuida en las complemento
membranas celulares, se une a las

moléculas C8 que se encuentran

formando parte de complejos C5-8

e inhibe la insercién y el

desplegado de C9 en las CD589 inhibe
membranas celulares. La oo
formacién del CAMP ytambien se

inhibe por proteinas plasméticas,

como la proteina S, que actiia al

fijarse a complejos C5b67

solubles y evitar su insercion en

las membranas celulares cercadel |, s2Petena S
lugar donde se inicié la cascada en la membrana
del complemento.” de C8B €7

Se cree que hay una jerarquia a la hora de inhibir la activacién del complemento
(Cd59 >DAF >MCP).

La funci6n de las proteinas reguladoras puede ser superada al aumentar el grado de
activacién del complemento. La fagocitosis y la lesién de las células normales mediadas
por el complemento son mecanismos patogénicos importantes en muchas enfermedades
inmunolégicas. En estas enfermedades, pueden depositarse grandes cantidades de
anticuerpos sobre las células huésped, lo que genera suficientes proteinas del complemento
activadas para que las moléculas reguladoras sean incapaces de controlar la activacién del
complemento.
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Tabla 5 Reguladores del complemento®'

Proteina Componente Funcion
regulado
Proteinas reguladoras solubles 2
C1 inhibidor Cir,Cls Inhibidor de serin-proteasas que se une
covalentemente a Clr y Cls bloqueando su
capacidad de participar en la via clasica
Cdbp C4 Acelera la destruccion de la convertasa de C3
(une a C4) (C4b2a) de la via clasica . Actua como cofactor
para la proteolisis de C4b por el factor I.
Factor H C3b Acelera la destruccion de la convestasa de C3
(C3b8b) de la via alternativa. Actiia como
cofactor para la proteolisis de C3b por el factor I.
Factor I C4b, C3b Rompe o inactiva proteoliticamente C3b y C4b
usando C4bp, factor H, CR1 0 MCP como
cofactores
Proteina S C5b-C7 Se une al complejo C5b-C7 e impide la insercion
(Vitronectina) del MAC en la membrana
SP-40, 40 C5b-C7 Similar a la anterior. También llamado CLI
(clusterina) (complement lysis inhibitor)
Proteinas reguladoras de membrana
CR1 (CD35) C3b, Cdb Acelera la disociacion de la convertasa de C3.
Receptor del Actiia como cofactor en la proteolisis de C4b y
complemento tipo C3b por el factor I.
1 Distribuci6n tisular amplia
MCP (CD46) C4b, C3b Actiia como cofactor en la proteolisis de C4b y
Proteina  cofactor C3b por el factor I. Distribucién tisular amplia.
de membrana Inhibe la lisis de células propias.
DAF (CD55) C4b2a Acelera la disociacién de la convertasa de C3.
Factor acelerador C3bBb Distribuci6n tisular amplia. Inhibe la lisis de las
de membrana células propias
CDS59 (pronectina) C8,C9 Distribucion tisular amplia. Inhibe la lisis de
Y HRF células propias. Bloquean la unién de C8 y C9,

impidiendo la unién del MAC a membranas
propias y su posterior lisis. Estén restringidos a
C8 y C9 de la misma especie.
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3.4.7. COMPLEMENTO E INFLAMACION.

Los fragmentos proteoliticos del complemento C5a, C4a y C3a inducen la
inflamaci6n aguda mediada por la activacién de los mastocitos y neutrofilos. Estos tres
péptidos se unen a los mastocitos e inducen su desgranulacion, con liberacién de los
mediadores vasoactivos como la histamina. Estos péptidos también se llaman
anafilotoxinas porque las reacciones de mastocitos que desencadenan son caracteristicas de
la anafilaxia; originan contraccién del musculo liso y desgranulacién de células cebadas y
baséfilos, con liberacién consecuente de histaminas y otras sustancias vasoactivas que
inducen salida de liquido por los capilares %%

En los neutréfilos, C5a estimula su movilidad, su adhesién firme a las células
endoteliales y, en dosis altas, al estallido respiratorio; estimula drasticamente el
metabolismo oxidativo de los neitrofilos y la produccién de especies reactivas del oxigeno,
y desencadena liberacién de enzimas lisosomales de diversas células fagociticas. Ademas,
C5a puede actuar directamente sobre células endoteliales vasculares y provocar un aumento
de la permeabilidad vascular y la expresién de selectina P que estimula la unién de los
neutréfilos. Estd combinacion de acciones de C5a contribuye a la inflamacién en las zonas
donde se activd el complemento.

34.8. COMPLEMENTO Y AUTOINMUNIDAD

El complemento juega un rol muy importante en la induccién de la respuesta
humoral. La activaci6n de las células B est4 mediada por receptores tipo 2. Cuando un Ag
se encuentra a una célula B en presencia de complemento, el umbral de activacion de las
células B es disminuido. Finalmente, cuando el Ag es afianzado por moléculas C3dg (C3dg
es el principal fragmento del ligando covalente C3, este puede ser ligado con el receptor del
complemento tipo 2) mucho menos antigenos (y puede ser acoplado por un pequeifio factor
por debajo de los 10 000) son requeridos para generar los niveles de Ac contra los Ag
nativos. Para generar una importante cantidad de autoanticuerpos y amplificar la respuesta
son necesarias dosis pequefias de Ag.
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Figura 14. Tres posibles vias de generacién de autoinmunidad; A) el complemento tiene la funcién de
eliminar inmunocomplejos de la circulacién y removerlos de los tejidos. El complemento también se une a
células que se encuentran bajo apoptpsis y ayuda a eliminarlas de los tejidos. Si el complemento falla en este
punto, tal material residual (consistente en componentes parcialmente degradados de citoplasma y nicleo) frio
se acumula y provoca una respuesta autoinmune. En tales casos las deficiencias del complemento juegan un
rol muy importante en la patogenia, B) la captacién de autoantigenos por células dendriticas inmaduras en
presencia de citocinas inflamatorias. Estas causan que las células maduren a células presentadoras de
antigeno, presentando luego, estos autoantigenos a las células T; C) la posible tercer via es la combinacion de
células T con la ayuda de células autorreactivas B, las cuales toman el autoantigeno del medio o por
receptores de inmunoglobulinas.”®

3.4.9. RECEPTORES DEL COMPLEMENTO.

¢ La moléculas Clq de unién celular incluyen a C1qRp, C1qR02, CRI1, gClgR y cClqR.
ClgRp se encuentra en las células mieloides, células endoteliales, plaquetas y células de
la microglia. C1gRp se une a Clg, asi como a MBL y proteina surfactante pulmonar A
(SP-A). La activacién de este receptor permite la fagocitosis mediada por los receptores
CR1 y Fe. La actividad de C1qR02- desencadena la generacién de radicales de oxigeno
toxicos por parte de neutréfilos, eosindfilos y células del musculo liso. El gClqR se
localiza en fagécitos, plaquetas y células endoteliales y, en neutréfilos, induce
quimiotaxia, la produccién de Ac y la secrecién de citocinas.
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e El receptor del complemento 1 o CR1 (CD35), se expresa en eritrocitos, fagocitos
mononucleares, eosinéfilos, linfocitos B, algunos linfocitos T, podocitos gromerulares,
células dendriticas foliculares y astrocitos. El CR1 es el receptor de C3by C4b. El Clr
participa en la opsonizacién y fagocitosis de particulas cubiertas con C3b. El Crl
permite la fagocitosis de IgG y particulas cubiertas con C3b a través de monocitos y
neutr6filos. Aqui la fagocitosis requiere de el desencadenamiento simultineo de dos
receptores localizados en la superficie del fagocito. E1 CR1 se expresa en eritrocitos,
donde contribuye al transporte de complejos inmunitarios hacia el higado para la
degradacién de células de Kuffer.

¢ El receptor de complemento 2, o CR2 (CD21), es un receptor de C3d y C3dg y se
localiza en linfocitos B, células dendriticas foliculares, algunos linfocitos T, timocitos y
astrocitos. La proteina C3d que surge de C3 se une a CR2 de los linfocitos B y sirve de
sefial para inicio de la respuesta inmunitaria humoral. Los linfocitos B pueden unirse al
Ag mediante sus receptores Ig y unirse simultineamente a C3d a través del CR2. Las
sefiales combinadas provocan la activacion del linfocito B. Los Ag opsonizados también
son captados son captados por las células dendriticas foliculares de los centros
germinales de los 6rganos linfaticos. La células dendriticas foliculares presentan los Ag
a los linfocitos B en los centros germinales y este proceso es importante para la
seleccién de linfocitos B de alta afinidad

¢ El receptor de complemento 3 o CR3 (CD11b/CD18, Mac-1), es miembro de la familia
de las integrinas B2 leucocitarias de las moléculas de adhesién. El CR3 principalmente
es un receptor de iC3b y se localiza en fagocitos mononucleares, granulocitos, células
asesinas naturales y células de la microglia. Al igual que el CR1, el CR3 permite la
fagocitosis de particulas cubiertas con IgG e iC3b.

¢ El receptor de complemento 4 0 CR4 (CD11c/CD18), es también una integrina 2 y un
receptor de iC3b. Se localiza en las células mieloides, células dendriticas, células
asesinas naturales, células B activas, algunos linfocitos T activados, plaquetas y células
de la microglia. Al igual que CR3, CR4 ayuda a la adhesi6n de neutréfilos al endotelio

_ durante el proceso inflamatorio”” %
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Tabla 6 Receptores del complemento®'

Receptor Ligandos Funcién Distribucién tisular
principales

CR1 C3b, C4b, Transporta inmunocomplejos Todas las células de la

(CD35) Clq para su eliminaci6n sangre salvo plaquetas

CR2 C3dg,iC3b,  Activacion de linfocitos B por  Linfocitos B y células

(CD21) C3d inmunocomplejos dendriticas foliculares

CR3 iC3b, LPS, Estimula fagocitosis Fagocitos

(CD11b/CD18)  fibrinégeno

CR4 iC3b Estimula la fagocitosis Fagocitos

(CD11c/CD18)

CigqR Clq Estimula la fagocitosis y la Monocitos, macréfagos,
eliminaci6n de plaquetas y células
inmunocomplejos endoteliales

C5aR C5a (C4a, Activacion y quimiotaxis Fagocitos, mastocitos y

(C4aR, C3aR) C3a) baséfilos

3.4.10. DEFICIENCIAS DEL COMPLEMENTO.

En los seres humanos se han descrito deficiencias hereditarias y espontineas de
muchas proteinas del complemento. Las deficiencias homocigéticas en cualquiera de los -
componentes tempranos de la via comiin (Clq, Cr, Cls, C4, C2 y C3), los pacientes con
deficiencia de estos componentes muestran sintomas similares, en especial un incremento
notable de enfermedades por complejos inmunitarios como lupus eritematoso sistémico,
glomerulonefritis y vasculitis. Estas deficiencias destacan la importancia de las reacciones
tempranas del complemento en la generacién de C3b y la funcién critica de este dltimo en
la solubilizacién y depuracién de complejos inmunitarios. Si los inmunocomplejos que se
generan normalmente no se eliminan de la circulacién se pueden depositar en las paredes de
los vasos sanguineos y los tejidos, donde activan a los leucocitos por las vias dependientes
del receptor Fc y producen una inflamaci6n local. Las proteinas del complemento regulan
las sefiales mediadas por los Ag recibidas por los linfocitos B; en su ausencia, los
autoantigenos pueden no inducir la tolerancia en los linfocitos B y se produce
autoinmunidad. La deficiencia de C3 se asocia a infecciones bacterianas piégenas (que
forman pus), como estreptococos y estafilococos. La deficiencia de C3 se asocia a
infecciones bacterianas pidgenas graves que pueden ser mortales, lo que confirma la
funcién central de C3 en la activacién de C5, la formacién del MAC y su importancia en la
opsonizacién, la gotenciacién de la fagocitosis y la destruccibn de estos
micmrganim.27° 31,32

La deficiencia de proteinas activadoras del complemento se asocian a una activacion

anémala del complemento y varias alteraciones clinicas relacionadas.

Las deficiencias de los receptores del complemento incluyen la ausencia del
receptor del complemento tipo 3 (CR3) y CR4. Se han informado asimismo deficiencias
congénitas de proteinas reguladoras del complemento inhibidor. La deficiencia de C11nh es
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un padecimiento autosémico dominante con una frecuencia de en 1 en 1000. La deficiencia
del inhibidor de C1 asociada a linfoproliferacion.

3.5.1. FUNCION RENAL

Los rifiones son 6rganos excretores y reguladores. Al excretar agua y solutos, libran
al organismo de un exceso de agua y de productos de desecho. Junto a los sistemas
cardiovascular, endocrino y nervioso, regulan el volumen y la composicién del liquido
extracelular (plasma y liquido intersticial) dentro de limites muy estrechos. Eso se logra
mediante la formacién de la orina, que es un filtrado modificado del plasma. En el proceso
de la formacion de la orina, los rifiones regulan: 1) el volumen del plasma sanguineo (y de
ese modo contribuyen significativamente a la regulacién de la presién arterial); 2) la
concentracion de los productos de desecho de la sangre; 3) la concentracion de
electrolitos(Na*, K*, HCO;" y otros iones) del plasma; y 4) el pH plasmatico.*® *°

2.5.2. ELEMENTOS DE LA FUNCION RENAL

Los rifiones son 6rganos que tienen forma de frijol y estén situados a ambos lados
de la columna vertebral por debajo del diafragma y el higado. Cada rifién adulto pesa unos
160 g y mide unos 11 cm de longitud y 5 — 7 cm de anchura (aproximadamente el tamafio
de un puiio). En un corte sagital los rifiones revelan tres regiones principales; a) la corteza
es la region mas externa y se localiza justo por debajo de la capsula renal; b) la médula es la
region central dividida en médula externe e interna; la externa posee una exterior y una
interior, y c) la papila que es el extremo mas interno de la medula interna y desemboca en
unas bolsas llamadas célices (mayores y menores), que son prolongaciones del uréter. La
orina de cada rifién drena en un uréter y llaga a la vejiga para ser almacenada y eliminada
posteriormente.

a) b)

LOS RINONES

ARTERIA RENAL
VENA RENAL

UNION
URETEROPELVICA

URETER

ALAVLIGA

T":gun 15. a) Se muestran los 6rganos del aparato urinario, asi como un corte coronal 10n.
b) Diagrama esquemético de nefrona. La nbefrona consta de un corpiisculo renal, un tibulo proximal, un asa
de Henle, un tibulo distal y un sistema de conductos conectores>* >
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La nefrona es la unidad funcional del rifién, cada rifién contiene més de un millén
de nefronas. La nefrona o tibulo renal estd integrado por: tibulo contorneado proximal,
tdbulo recto proximal, asa de Henle (con una rama descendente delgada, una ascendente
delgada y una ascendente gruesa), tiibulo contorneado distal y conductos colectores. Cada
segmento de la nefrona es funcionalmente distinto y las células epiteliales que revisten cada
segmento poseen una ultraestructura diferente.

Existen dos tipos de nefrona: superficiales corticales y yuxtamedulares,
distinguibles por la localizacién de sus glomérulos. Las nefronas suprficiales corticales
tienen sus glomérulos en la corteza externa, estas nefronas poseen asas de Henle
relativamente cortas que solé descienden hasta la médula externa. Los glémerulos de
nefronas yuxtamedulares se encuentran cerca del bode corticomedular. Los glomerulos de
las nefronas yuxtamedulares son més largos comparando la superficie externa con los de las
nefronas corticales superficiales y, por consiguiente, muestran mayor tasa de filtracién
glomerular.

. La cépsula glomerular (de Bowman) rodea al glomérulo. La capsula glomerular y
el glomérulo asociado a ella estdn localizados en la corteza del rifién y en conjunto forman
el corpisculo renal. La cépsula glomerular contiene una capa visceral interna del epitelio,
que envuelve los capilares glomerulares, y una capa parietal externa.

Las células endoteliales de los capilares glomerulares estin rodeadas por una
membrana basal, rodeada por podocitos. El endotelio capilar, la membrana basal y las
prolongaciones de los podocitos constituyen la denominada barrera de filtracién. El
endotelio estd perforado (es decir, contiene orificio de 700 A; 1 A =10 " m) y su
permeabilidad es absoluta para el agua, los solutos pequefios (como Na*, urea y glucosa) e
incluso para pequefias proteinas, pero es impermeable para las células. Como las células
endoteliales expresan en su superficie glucoproteinas con carga negativa, pueden retrasar
filtracion de proteinas ani6nicas grandes. La membrana basal que se une a la matriz porosa
con carga negativa; constituye una importante barrera para la filtracién de las proteinas
plasméticas.
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A Figura 16. A,
Microfotografia electrénica
de barrido de la superficie
externa de capilares
glomerulares. Esta es la
imagen que se observaria
desde el espacio de Bowman.
Las prolongaciones (P) de
los podocitos se dirigen
desde el cuerpo celular (CC)
hacia los capilares, donde
acaban dividiéndose. Su
interdigitacion crea las
hendiduras de filtracién. B,
Microfotografia electrénica
de barrido de la superficie
interna (lado sanguineo) de la
luz capilar, Las perforaciones
de las células endoteliales se
ven como ‘gequcnos orificios
de 700 A.

La sangre penetra a los rifiones a través de la arteria renal que se ramifica en arterias
interlobulares, arterias arqueadas y por iiltimo en arterias radiales corticales. Las arterias de
menor calibre se subdividen en el primer conjunto de arteriolas, las arteriolas aferentes.
Estas llevan sangre a la primera red capilar, los capilares glomerulares, a través de los
cuales tiene lugar la ultrafiltracién. La sangre abandona los capilares glomerulares por via
de un segundo conjunto de arteriolas, las arteriolas eferentes, que suministran sangre a una
segunda red capilar, los capilares peritubulares. Estos rodean las nefronas. En los capilares
peritubulares se resorben solutos y agua y se secretan unos cuantos solutos. La sangre de
los capilares peritubulares fluye hacia el interior de venas de pequefio calibre y después
hacia la vena renal.

Los podocitos, que son endocitos, poseen grandes prolongaciones digitiformes que
rodean completamente la superficie externa de los capilares. Estas prolongaciones estan
interdigitadas para cubrir la membrana basal y se encuentran separadas por huecos,
denominados hendiduras de filtracion. Cada hendidura tiene poros con unas dimensiones de
40 X 140A. Por tanto, estas estructuras retrasan la filtracién de algunas proteinas y
macromoléculas que atraviesan el endotelio y la membrana basal.

Otro componente importante del corpiisculo renal es el mesangio, que consta de
células mesengiales y de matriz mesengial. Las células mesengiales rodean a los capilares
glomerulares, les proporcionan un soporte estructural, segregan la matriz extracelular,
muestran actividad fagocitica y producen prostaglandinas y citosinas. Las células
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mesengiales localizadas fuera del glomérulo (entre las arteriolas aferente y eferente) se
denominan células mesengiales extraglomerulares.

En diversas enfermedades autoinmunes se han observado deficiencias de los
componentes de la via clisica del complemento, que han sido asociados con la posible
participacién del complemento en la induccién y/o mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica.

Las células mesengiales participan en la aparicion de enfermedades glomerulares
mediadas por complejos inmunitarios. Dado que la membrana basal glomerular no rodea
completamente a todos los capilares del glomérulo, algunos complejos inmunitarios pueden
penetrar en el 4rea mesengial sin tener que atravesarla. Su acumulaciéon provoca una
infiltracién del mesangio con células inflamatorias y favorece la produccién de citocinas y
autoacoides en las células del mesangio. Estas sustancias refuerzan la respuesta
inflamatoria, que puede ocasionar una cicatrizacién célular, y finalmente, la obliteracién del
gl-'.m'xéruIc.':r.'“J
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SS es una enfermedad autoinmune, inflamatoria crénica, sistémica, que se
caracteriza por la presencia de un proceso inflamatorio, con infiltracion linfocitaria y
destruccion progresiva de glandulas exocrinas. Existe hipergammaglobulinemia, complejos
inmunes en la circulacién, y miltiples autoanticuerpos; anti-Ro, anti-La, FR.

Los autoanticuerpos y los complejos inmunes presentes en la circulacion de
individuos con SS (u otra enfermedad autoinmune) pueden activar al complemento por la
via clasica, provocando una activacién excesiva e incontrolable por los mecanismos
reguladores, lo que genera lesiones a nivel glandular e incluso sistémico Se ha determinado
que las células mesengiales, que rodean al glomérulo, participan en la aparicién de
enfermedades glomerulares mediadas por complejos inmunitarios.

Tomando en cuenta lo anteriormente descrito, nos hacemos el siguiente
cuestionamiento:

¢{Existe asociacién entre la actividad del complemento y el dafio histopatol6gico
renal en los individuos con SS? '

5.0BJETIVOS

1. Determinar unidades 50 % hemoliticas de complemento por via clasica y vias
alternas.

2. Analizar el dafio histopatolégico renal en ratones CDI et/et y su relacién con el
complemento.

3. Determinar el factor reumatoide en ratones.
4. Determinaci6én de parAmetros bioquimicos de perfil renal: urea y creatinina.

5. Observar mediante cortes histoldgicos la existencia de dafio renal.

6. HIPOTESIS

Al existir hipergammaglobulinemia y autoanticuerpos presentes en la circulacién
sanguinea de los individuos con SS, se generaran depositos a nivel renal, los cuales
activaran al complemento, generando dafio a este nivel. Por lo que al realizar una
determinacién in vitro de unidades de complemento, en un modelo biol6gico, estas
estaran disminuidas, por el gasto sufrido en el proceso de la patologia.
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7.1. POBLACION Y DISENO EXPERIMENTAL

Serin empleadas tres cepas de ratones de la raza CD1 clasificados como: CD1 4+
CD1 et/+y CD1 et/et. De los cuales todos los miembros serdn de la misma edad (+- 1
semana).

Se realizara un estudio transversal, retrospectivo, observacional..

72. CRITERIOS

INCLUSION

e (D! ++ hembra, con pelo, albino, de una misma cepa

e (DI et/+ hembra, con pelo, albino, de una misma cepa

e (DI et/et: hembra, alopécico, de una misma cepa
EXCLUSION

e Machos

¢ CDI1 +/+y et/+ con manchas en pelaje
ELIMINACION

o Prefiadas
o Presencia de alguna tumoracién
e Muerte natural

73. VARIABLES
Variables independientes:

Edad

Peso del animal

Peso rifién

Concentraciéon de FR
Unidades de complemento

bl S

Variable dependiente

1. Indice renal
2. Grado de lesion ocular
3. Daiio histopatolégico renal

e |
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7.4. MATERIAL Y METODO
Bioldgico:

a) 30 ratones CD1 +/+

b) 30 ratones CD1 et/+

c) 35 ratones CD1 et/et: 25 viejos (50 semanas de edad), 10 jévenes (12 semanas
de edad)

d) Glébulos rojos de carnero conservados en solucién Alsever.

e) Gl6bulos rojos de conejo conservados en solucién Alsever.

Reactivos:
s Buffer TBS

a) Trietanol amina 28 mL
b) Cloruro de sodio 75 g
¢) Cloruro de magnesio 0,1 g
d) Cloruro de calcio 022 g
e) Agua destilada 800 mL
f) Acido clorhidrico 0,1 N 100 mL

Lievar a pH 7,4 con el HC10,1 N y aforar a 1 L con agua destilada.

e Buffer TBS libre de calcio

a) Trietanol amina 2,8 mL
b) Cloruro de sodio 75 g
¢) Cloruro de magnesio 1,423 g
d) EGTA 38 g
) Agua destilada 600 mL
f) Acido clorhidrico 0,1 N 100 mL

Lievara pH 7.4 con el HC1 0,1 N y aforar a 1000 mL.

e Solucién Alsever

a) Glucosa 20 g
b) Citrato de sodio. 2H,0O 80 g
¢) Acido citrico. H,O 055 g
d) Cloruro de sodio 45 g
€) Agua destilada 1000 mL

Se esteriliza con autoclave a 100 libras durante 15 minutos, 6 mediante filtracién al
vaci6. La sangre de camnero se recibe en esta solucién, volumen a volumen, se mantiene
en refrigeracién hasta 4 semanas para su uso.

e Formalina: dilucién de formol al 10 % en TBS
¢ Hemolisina (2U 50% hemoliticas) en solucion TBS.
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Material de vidrio

a) Tubos de ensayo 13 X 100

b) Pipetas Pasteur

¢) Matraz balén 50 mL

d) Matraz Erlenmeyer 100 y 250 mL
e) Matraz aforado 1000 mL

f) Vaso de precipitados 250 mL

g) Pipetas graduadas 2,5y 10 mL

Material de plastico

a) Tubos Eppendorf
b) Tapones para tubos de ensayo

Equipo

a) Equipo de diseccion

b) Balanza analitica

¢) Centrifuga

d) Espectrofotémetro

€) Pipetas semiautomaticas: 2 - 20 pL, 5- 40 pL, 10 - 100 pL.
f) Microscopio

METODO

1. Obtencién de muestras.

a) Pesar a cada raton y sangrarlo mediante el corte de vena axilar: Se anestesia
al animal, coléquelo en posicién ventral y con un bisturi realice la incisién e
el 4rea axilar, colecte la sangre con una pipeta Pasteur. Mantener la sangre

obtenida en bafio de hielo.

b) Una vez formados los coagulos centrifugar a 3500 rpm / 5 min. Los sueros
obtenidos se colocan el los Ependorf y se mantienen a -20° C hasta su

utilizacién.

¢) Mediante disecciébn extraer ambos rifiones, pesarlos y colocarlos en
formalina dentro de un tbo de ensayo, la cual debe cubrirlo
aproximadamente tres veces la altura de los rifiones, cubrirlos con los
tapones y dejarlos reposar. Posteriormente se colocaran en parafina dentro
de bloques de plastico, para poder obtener cortes con micrétomo, por Gltimo

seran tefiidos con hematoxilina.
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2. Solucién de gl6bulos rojos de carnero.

a) Lave los gl6bulos rojos por centrifugacion a 3500 rpm por 5 minutos con
solucién de TBS

b) Ajuste la suspensién de glébulos rojos de camero al 2 % en TBS.

c) Coloque en un tubo 13 X 100 0,3 mL de la suspensién de glébulos rojos de
carnero al 2% adicione 1,7 mL de agua destilada. Lea la densidad Gptica en
un espectro a 500 nm, usando como blanco agua destilada.

Ajuste la densidad 6ptica a 0,5 conlaecuacion D.O,1 X V.1 =D.0.2X V.2
3. Solucién de glébulos rojos de conejo.

d) Lave los glbulos rojos por centrifugaciéon a 3500 rpm por 5 minutos con
solucién de TBS libre de calcio.

€) Ajuste la suspension de glébulos rojos de carnero al 2 % en TBS libre de
calcio.

f) Coloque en un tubo 13 X 100 0,3 mL de la suspensién de glébulos rojos de
carnero al 2% adicione 1,7 mL de agua destilada. Lea la densidad 6ptica en
un espectro a 500 nm, usando como blanco agua destilada.

Ajuste la densidad oOptica a 0,5 con la ecuaciéon D.O, 1 X V.1 =D.0.2X V.2

7.5. TECNICAS

1. Determinacién de complemento via clasica*!***

Método:

a) Colocar en cada tubo de 10 X 75 mm 25pL de cada suero de ratén ,75pL de
TBS y 50uL de glébulos rojos de camero sensibilizados al 1 %.*

b) Incubar a 37°C 30 min. Con agitacién cada 5 min. Detener la reaccién con 1 mL
de TBS frio.

¢) Centrifugar a 3500 rpm / 10min. Eliminar el sobrenadante y el paquete se lisa
con | mL de agua destilada.

d) Leer en el espectrofotémetro a S00 nm.

Testigo positivo 50 pL de glébulos rojos de camero + ImL de agua destilada
Blanco S0 uL de glébulos rojos de camero sensibilizados & mL de TBS.

*Para sensibilizar los glébulos rojos de camero se diluye la hemolisina 1:10
(previamente descomplementada; calentarla durante 30 minutos a 56 °C) y se
mezclan con un volumen de GRC al 2% v/v. Incubar 30 min., a 37°C con agitacion
cada 5 min.
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. . 41.4
Determinacién de complemento via alterna.*!*

Método:

a)
b)
<)

d)
€)

Colocar en cada tubo de 10 X 75 mm 50uL de cada suero de rat6n ,50pL de TBS
libre de calcio y 50uL de globulos rojos de conejo al 1 % sin sensibilizar.
Incubar a 37°C 30 min. Con agitacién cada 5 min. Detener la reaccién con 15uL
de EDTA 0.2 M.

Centrifugar a 3500 rpm / 10min. Eliminar el sobrenadante y el paquete se lisa
con 1 mL de agua destilada.

Centrifugar a 3500 rpm / 5 min.

Leer el sobrenadante en el espectrofotémetro a 500 nm.

Testigo positivo 50 uL de gl6bulos rojos de conejo +1mL de agua destilada Blanco
50 pL de glébulos rojos de conejo +200pL mL de TBS libre de calcio.

3.

Prueba de Rose-Waaler

Prueba de hemoaglutinacién pasiva para deteccién de FR. Los eritrocitos de carmero
se recubren con cantidades subaglutinantes de anticuerpo IgG de conejo, especifico para
eritrocitos de camero. El factor reumatoide aglutina estos eritrocitos -

a)
b)
<)

d)

Los glébulos rojos de camero se colocan en solucién Alsever estéril para su
conservacion.

Se lavan dos veces en solucién salina, por centrifugacién a 3500 rpm durante 5
minutos, parar la solucién al 2 %

Tomar 5 mL de la suspension al 2% y mezclar con 5 mL de hemolisina a una
unidad subaglutinante, incubar a 37 °C/ 30 minutos

Lavar dos veces en solucién salina, por centrifugacién 3500 rpm durante 5
minutos, y ajustar la solucién al 1 %

Los sueros se descomplementan incubandolos a 56 °Cen bafio Maria

Se realizan diluciones 1:2, 1:4 y 1:8... etc., en placa de poliestireno

Agregar 50 pL de la solucién de glébulos rojos de camero-hemolisina

Incubar a 37 °Cdurante 60 minutos

Hacer la lectura

4. Urea: estuche comercial para la determinacién de urea (Weiner-Lab). El método
empleado fue ureasa-Berethelot modificado. lones amonio producidos por accién
enzimética reaccionan con salicilato de hipoclorito sédico para formar un complejo verde
que se lee a 600 nm. Muestras y patrén se mezclan con ureasa por 5 minutos a 37 °C y
posteriormente con hipoclorito sédico, incubandolo durante 5 minutos a 37 ©C, se leen
contra el blanco de reactivo.

5. Creatinina: estuche comercial para la determinacién de creatinina (SPINREACT
Ltd. D-125, Cod. 1001111) La creatinina en solucién alcalina reacciona con 4cido picrico
para formar un complejo coloreado, en cantidad proporcional a la concentracién de
creatinina. La muestra y el patrén se mezclan con el reactivo de color y se lee la
absorbancia A; al cabo de 30 segundos y exactamente después de 90 segundos se lee la
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absorbancia A,, se obtiene la diferencia y se calcula la concentraciéon comparando con el

estandar.

7.6. DIAGRAMA DE FLUJO

N
Cuidado y Pesada de animales, Pesada de
mantenimiento sangrado axilar y rifiones y

de los ratones extraccion de obtencion de
rifiones sueros

Captura de datos y Determinacion: Conservacién
calculo de indices unidades de de muestras:
renales; analisis complemento sueros y rifiones
estadistico (UC)y FR

Realizacion de

cortes Observacion al Anélisis y

microscopio de discusién de
los cortes resultados

histologicos y
tincion de los

7.7. DISENO ESTADISTICO
Los resultados obtenidos seran analizados mediante el programa SPSS version 10.0

para Windows; empleando las pruebas de ANDEVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon y
correlacion de Pearson.
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8. RESULTADOS

Las cepas se mantuvieron bajo condiciones de bioterio, con ciclos naturales de
luz/oscuridad, libre acceso de agua y alimento. Se eliminé un sujeto del grupo et/+debido a
la presencia de tumoraciones.

Primeramente fueron pesados los animales y registrado el grado de lesion ocuiar,
asignandoles el nivel maximo presentado; ejemplo: derecho inflamado, izquierdo catarata =
ratn con catarata.

Los ratones fueron colocados en una camara con formol para, una vez anestesiados,
realizar el corte axilar y obtener la sangre, terminada la sangria se sacrificados mediante
dislocacion. Inmediatamente procedimos a la extraccion y pesado de los rifiones, para
finalmente colocarlos en formalina.

La sangre fue centrifugada a 3000 rpm / 5 minutos, colocando el suero en tubos
eppendorf y congelados a -20 °C.

Una vez sacados los sueros del congelador se colocaron el bafio de hielo para la
determinacién de complemento, via cldsica y alternas. Posteriormente se determino el
factor reumatoide con la técnica de Rose-Waaler., tomando como lectura la inversa de la
tltima dilucién donde la reaccion da positiva

Tabla 8. Parametros determinados en la poblacién de ratones

H+ et/ + et/et

Peso del 046453 +#-0.06751 * 0.399417 +-0.06935 0.428291 +-0.06216
rifién (g)
Indice renal 1.02083 +/- 0.14087 1.13698 +-0.114153 1.32123 +-0.12115

Via clasica 664511 - 1256083 56.3311 +- 12.53247 54.4267 - 439626
(% de

unidades)

Via alterna 84.5805 +-8.25994 83.3347 +/- 6.28507 72.9560 +- 14.82281
(% de

unidades)

Urea 0.291080 +/- 0.09655 0.44875 +-0.14515  0.33928 +/- 0.070904
(/L)

Creatinina 0.705176 - 025322 0.751814 +-0.20545 0.807467 4- 0.34989
(g/L)

Factor 0 4 0
reumatoide

(moda)

Daiio 0 0 2

Ocular

(moda)

Mediaddesviacion estindar
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Peso del rifiéon
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Grifica 1.Se encontré diferencia significativa del peso de rifi6n entre los grupos, p= 0.002 .
En anélisis por cepas solo se encontré diferencia entre las +/+ y et/+, p= 0.001.
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Grifica 2. En el indice renal existe diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos con p<0.0001. La cepa et/et con respecto a la et/+ y +/+, present6 una diferencia con
p<0.0001 mientras que entre las cepas et/+ y +/+ fue de 0.003.

e e e el e S e W O S S S S e A PR St e |
43




ADRIAN SOLIS GONZALEZ

Via Cldsica
(% de unidades) .
o
80.00 -
70.00 =
i o
60.00 - N I
50.00 J °
o]
40.00 =
o
1 1 '
et/et et+ ++

cepa
Grifica 3. En la actividad de la via cldsica existe diferencia entre los grupos con p = 0.004.
Entre la cepa +/+ con las et/et y et/+ se hallé diferencia estadistica con significancia de

0.007 y 0.017 respectivamente. Sin encontrarse entre las cepas et/et — et/+.

Via Alterna
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Grifica 4. En lo concerniente en la actividad del complemento por la via alterna existe
diferencia entre los grupos con p=0.003. La cepa et/et presenta diferencia con los ratones
+/+y et/+, con p=0.004 y 0.011 respectivamente. Mientras que entre los grupos +/+ y et/+
no existe diferencia estadisticamente significativa.
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Al analizar los resultados de la determinacion del factor reumatoide por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis encontramos diferencia entre los grupos; conuna p =0.009.

Los resultados de urea y creatinina fueron analizados mediante la prueba de
Wilcoxon hallandose diferencia estadistica con p <0.0001 en ambos marcadores.

abla 9. Correlacion de Pearson

variables Correlacion Significancia
Yia alterna-dario ocular -0.452 0.001
Indice renal-daiio ocular 0.380 <0.0001

No se hallé comrelacién significativa con respecto al resto de los factores determinados.

Tabla 10. Diferencias entre ratones viejos y jovenes, Prueba Wilcoxon

Parédmetro Viejos Jovenes Significancia
Pesode rinén (g) 042829 +-0.06216  0.40590 +- 0.037870 <0.0001
Indice renal 1.32165 +-0.12091 1.28051 +/- 0.25969 0.741
Urea (g/L) 0.33928 +- 0.07090 0.39583 +-0.04618 0.000
Creatinina (g/L) 0.80697 +-0.35019 0.763083 /- 025626 0.002

*4/- desviacion estandar

De acuerdo a los resultados observados se realizaron cortes histoldgicos de los
ratones que presentaron una actividad disminuida del complemento de las cepas et/+y et/et,
asi como de algunos que se encontraban dentro de la media de actividad de los ratones ++
como controles. Se realizé la interpretacién a doble ciego de los cortes por el M. C Ricardo
Calvillo Esparza.
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Figura 17. Glomérulo renal normal asi como tiibulos proximales integros. Rifion de
ratén CD1 +/ +observado a 40X.

Figura 18. Estructura de glomérulo integra. Rifién ratén CD} + + observado a 100 X
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Figura 19. Glomérulo definido, incipiente dafio asi como tibulos renales definidos. Rifién
ratéon CDI1 et/+observado a 40X.

Figura 20. Glomérulo definido, aunque se observa inipiente dafio. Rinén ratén CDI et/+
observado a 100X
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Figura 21. Glomérulo destruido con pérdida de la estructura de los tibulos contorneados
proximales y distales. Rifi6n raton CD1 et/et observado a 100X

Figura 22. Infilrado de mononucleares entre los tubulos contorneados proximales y
distales con perdida estructural de los mismos. Rindén ratén CD1 et/et observado a 40X.
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Figura 23. Pérdida de la estructura tubular con infiltrado de mononucleares. Rifién de ratén
CD1 et/et observado a 100X.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS.

De acuerdo con los datos obtenidos del peso del rifién disminuido en las cepas et/et
y et/+ y la reduccién de las unidades de la via clasica del complemento en estas cepas con
respecto al grupo testigo, podemos decir que la hipocomplementémia es una consecuencia
del dafio renal en nuestro animales. También se ha demostrado que el complemento se ve
involucrado en el mantenimiento de la autoinmunidad. En los ratones hip6timicos et/et
existe una seleccion clonal negativa, que se efectia en el timo, generando una excesiva
cantidad de células T, entre las cuales pudiera haber clonas autorreactivas y en presencia de
citocinas inflamatorias y células B autorreactivas, generar la produccién de los
autoanticuerpos. *>** Lo cual tiene relacién con los hallazgos en suero de pacientes con SS,
de niveles altos de remanentes de receptores CD5 y CD6 (presentes en linfocitos T y B).*

Los resultados obtenidos en la determinacién de la activacién de la via clasica del
complemento corroboran la hipétesis establecida, al encontrarse disminuidas las unidades
de complemento en los ratones et/et y et/+con respecto a los 4+, la disminucién puede ser
debida a la activacion del complemento por los autoanticuerpos, los inmunoconglejos o
por la la hipergammaglobulinemia presente en la circulacién de ratones et/et.'">'>% En los
cortes histolégicos realizados en nuestros animales de estudio, encontramos un claro dafio
tanto a nivel glomerular como en los tibulos, mostrandose severo en los ratones et/et y
moderado en los et/+ entre los glomerulos danados se también se observa pérdida de
tubulos proximales y distales con infiltrados de mononucleares, manifestindose como una
nefritis intersticial, los ratones +/+ no mostraron alteraciones. Varios autores han
implicado a los depdsitos de inmunocomplejos en el dafio renal en pacientes con SS y las
lesiones renales mas comunes estin a nivel glomerular y tubular.*- "% La mayoria de los
pacientes con glomérulonefritis (80 %) tiene una mezcla de crioglobulina monoclonal IgMk
(tipo IT) y niveles bajos de C4 del complemento.*® Cuando hay un exceso de Ag'o de Ac,
se forman complejos inmunes en la circulacién y son atrapados por la membrana de
filtracién glomerular a medida que se filtran a través de las paredes capilares que se han
hecho permeables por accién de las aminas vasoactivas. Los complejos de Ag-Ac inducen
la activaci6én del complemento por la via clisica, el complemento activado genera factores
que atraen leéucocitos polimorfonucleares que mueren in situ y sus enzimas lisosémicas
inician la lesién de los glomérulos.* la cual ocurre aproximadamente en el 10% de los
pacientes con SS primario, histolégicamente existe un infiltrado de linfocitos CD4+
similares a los encontradas en las glandulas salivales, algunos pacientes con SS primario
presentan nefritis con una IgG-Kappa, producto de una proliferacién de linfocitos B en los
rifiones. En biopsias de rifi6n se observa infiltrado en el intersticio tubular, constituido
generaimente por células plasmaticas y linfocitos CD3+>" ** %3 En el SS primario se
presenta una complicacién de acidosis de los tubulos distales ésta acidosis se caracteriza
por la deficiencia en la excrecién de H* en el tibulo colector por lo que el pH en este
segmento disminuye de 5.3, en condiciones normales, a 4.5-5.0, presentdndose una
disminucién de Ca™ sérico, generando complicaciones a nivel 6se0.>* **** De Franco et.
al., en biopsias de pacientes diagnosticados con SS primario y acidosis tubular distal,
determinaron la completa ausencia de la bomba H*ATPasa en los tubulos colectores, la
deficiencia de esta bomba impide la reabsorcién de Ca*, colaborando de este modo con los
problemas 6seos.”” *® Otro trastorno por afecci6n a nivel tbular es la retensién de Na*,
causada por la deficiencia de la enzima Na*/K™-ATPasa, localizada en los conductos
colectores corticales, caracteristica presentada en la glomerulonefritis.”* El mecanismo
causante del dafio renal es muy similar al ocurrido en las glandulas exocrinas, por un
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proceso inflamatorio crénico progresivo. En la adicién de células epiteliales del nibulo
renal asociadas a nefritis nibulo-intersticial de clase CD86, una molécula coestimuladora
que pueda inducir la infiltracién de linfocitos T (actuando en este punto €l complemento)
finalmente causa la destruccién de los tejidos.”® Se ha determinado que niveles altos en
suero de gamma-globulina, proteinas séricas y proteina beta2m pueden ser un indicador de
acidosis tubular renal en pacientes con SS. Niveles altos en el suero de beta2m es asociado
a la subsiguiente 261(§>arici(’)n de proteinuria e incremento de la excrecién de alfalm en
pacientes con SS.” Para la generaci6én de las lesiones, ademé4s de la activacién del
complemento, estdn las deficiencias de algunos reguladores de este, como es el caso del
inhibidor de Cl, el cual se ve afectado su correcto funcionamiento en presencia de un
desorden linfoproliferativo,”” desorden que muestra también el ratén etlet X la
glomérulonefritis linfoproliferativa es usualmente asociada a niveles muy bajos de C3,
niveles normales de C1, C4 y C2, y la presencia de autoanticuerpos para C3 convertasa ®!
Esta condici6n es caracterizada por depésitos glomerulares de C3, alta proteinuria y pérdida
progresiva de la funcién renal.*® En nuestros animales de estudio la determinacién de
proteinas en orina (empleando tiras reactivas) no mostré diferencias entre las cepas,
posiblemente debido a la sensibilidad del método. En la via alterna del complemento no se
encontré diferencia significativa entre los grupos, se encontré una correlacién p ositiva
entre ¢l dafio ocular y el indice renal lo que nos sugiere que ambos parémetros pudieran
estar afectados por complejos inmunes ya que tanto en ojo como €n rifién existen plexos
donde se depositan estos. De lo anteriormente expuesto se deduce que en la disminucién
del peso del rifi6n se ven implicadas ambas vias, siendo los ratones et/et los mis afectados,
debido, tanto a la activacion de la via clasica, como a las fallas en los mecanismos
reguladores de ambas vias. Tanto el peso del rifién como el indice renal de los ratones et/et,
no presenta variacién significativa debido a que la perdida de la constitucién en el tejido
renal se ve compensada por la gran infiltracién de linfocitos, claramente demostrado en los
resultados. Estas lesiones afectan en gran medida a la funcién renal, en nuestro caso se
observa un incremento en los niveles séricos de urea en los ratones et/et, con respecto a los
et/+y 4+ La creatinina no se encuentra elevada, sin embargo se debe tomar en cuenta que
el peso de los ratones et/et es menor a los +/+y a los et/+ y tomando en cuenta que la
eliminacién de creatinina se ve relacionada directamente por la masa muscular, la excrecién
de creatinina serd menor en los ratones con SS. Al comparar estos marcadores entre los
grupos et/et, viejos contra jovenes, se hallé un incremento en los niveles séricos de ambos
marcadores en el grupo de ratones viejos, por lo que podemos decir que el grado de dafio
esta relacionado con la edad.

En el caso de las lesiones oculares se encontré una correlacién negativa entre estas y
la via alterna del complemento. De acuerdo con estos resultados y al observar los tipos de
lesiones, nos indican que estas no estin generadas directamente por la actividad de la via
clasica del complemento, pero tomando en cuenta que defectos en los primeros
componentes de la via clasica de la activacién del complemento (Clq, Clr, C2 y C4) llevan
a patologia autoinmune inflamatoria, y la via clasica activa a la via alterna la cual amplifica
el dafio por medio de anafilotoxinas como C3a, que causan atraccién y activacién de
células inflamatorias, observadas en dafios oculares 22 63-64.65

En los ratones et/et se ha determinado la presencia de anticuerpos anti-Ro mismos
que no se encontraron en los et/+ ni los ++ (datos no mostrados). B 10s Ac anti-Ro
constituyen un indicador de manifestaciones extraglandulares, principalmente vasculitis
tanto cuténeas como sistémicas®. La vasculitis es una de las mayores caracteristicas
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extraglandulares del SS, y, se presenta de muchas formas clinicas, afectando arterias de
diferentes sitios, venas y/o capilares de varios 6rganos, usualmente aparecen lesiones en la
piel. En condiciones normales el C1 esta controlado por el inhibidor C1 INH, que también
controla la actividad factor de Hageman (factor XII). Puesto que el C1 INH es compartido
por el C1 y el factor de Hageman, la activacién de C1 trae como consecuencia un gasto de
C1 INH y una caida de sus niveles circulantes que es proporcional a 1a cantidad de C1
activado. Esto propicia la activacién del factor de Hageman, el cual a su vez activa a la
calicreina, una enzima que actia sobre los cininégenos del plasma y los transforma en
cininas (bradicinina, lisil, bradicinina o kalidina y metionil-lisil-bradicinina), las cuales
tienen efecto sobre los vasos sanguineos, incrementando su permeabilidad y permitiendo la
salida del liquido.** 62 La mayoria de los sistemas de vasculitis involucran varias
neuropatias, pulmonares y renales, asociada con crioglobulinemia en la mayoria de los
casos.” Enfermedades neurolégicas ocurren, en 22% de los pacientes con SS primario, *®
manifestaciones cardiovasculares se ven muy implicadas en disfuncion del sistema
parasimpético, aproximadamente en el 15% de los pacientes con SS, patologias
relacionadas con hipergammaglobulinemia, la cual es causada directa o indirectamente por
la actividad del complemento. Se han reportado alteraciones del sistema nervioso central,
probablemente debida a la existente facilidad da activacién agonista de los receptores
muscarinicos de acetil-colina M; y Mj iniciada por la persistente actividad de anticuerpos
perseverando en la activacion de los receptores colinérgicos del cerebro frontal. Después, la
actividad agonista es desplazada por estos autoanticuerpos  para poder inducir
desensibilizacion, internalizacién y/o degradacion intracelular de receptores muscarinicos
de acetil-colina, conduciendo a degradacién progresiva de expresién y actividad los
receptores muscarinicos de acetil-colina M, y M3 del cerebro. Después los anticuerpos IgG
ligan a los receptores muscarinicos de acetil-colina pudiendo modificar los receptores
restantes en afinidad, sensibilidad y expresién en otros tejidos.®® El C3a del complemento
esta involucrado en diversas afecciones del sisterna nervioso central (SNC). El en SNC, el
receptor de C3a (C3aR) es expresado en microglia, astrositos y neuronas, experimentos han
comprobado que C3aR y el C3a juegan un papel muy importante en los procesos
inflamatorios del SNC, como en la enfalomielitis autoinmune y la desmielinizacién, directa
o indirectamente por la quimioatraccién hacia células encefalomieliticas, de infiltracién
masiva de macréfagos y linfocitos T CD4*, de igual modo se ha determinado la
participacién de C5a y su receptor en este tipo de padecimientos.® ! Deficiencias de
reguladores del complemento, como el CD59 se ven implicados en diversas patologias
(encefalomielitis, angioedema, LES, etc.) dichas deficiencias bien pueden ser defectos
genéticos en su sintesis o por agotamiento por el exceso de activacién del complemento. ™

Finalmente los niveles bajos de complemento pueden ser empleados como un
marcador bioquimico en manifestaciones clinicas, rasgos inmunolégicos, desérdenes
linfoproliferativos y mortalidad. La hipocomplementemia es detectada en el 84 % de los
pacientes con SS primario, disminucién de CH50 en 51 %, niveles bajos de C3 en 42%, y
niveles bajos de C4 en 39%. Pacientes con niveles bajos de C4 presentan una alta
prevalencia de neuropatia periférica.”®
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10. CONCLUSIONES

= Existe una disminucion de las unidades 50% hemoliticas del complemento en los
ratones CD1 et/et, con respecto al grupo control CD1 ++

= E] gasto presentado de las unidades de complemento de las vias alternas en los
ratones et/et es a consecuencia de la sobreactivacion de la via clasica por los
complejos inmunes.

= Las lesiones encontradas son generadas por la activacién del complemento y las
deficiencias en sus mecanismos reguladores.

= El complemento no sélo esta involucrado en el dafio histopatol6gico renal, también
se relaciona de forma importante con otras alteraciones patolégicas en el SS.
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11. GLOSARIO
AAN Anticuerpos Antinucleares
Ac Anticuerpo
Ag Antigeno
AR Artritis Reumatoide
B Factor “B™ del complemento
Cl1,C2,C3,... Factor del complemento 1,2 3, ...
CBP Cirrosis Biliar Primaria
CRSC Creatinina
CI1INH C1 Inhibidor
CR 1,2,.. Receptor del Complemento 1, 2, ...
D Factor “D” del complemento
DAF Factor Desacelerador
EDTA Etilendiaminotetra acético
EGTA Etilenbis(oxietilen-N-nitrilo)tetra acético
FA Fosfatasa Alcalina
GS Glandula Salival
GGT Gamma Glutamiltranspeptidasa
H Factor H del complemento
IgA Inmunoglobulina A
IgE Inmunoglobulina E
IeG Inmunoglobulina G
J Factor J del complemento
LES Lupus Eritematoso Sistémico
MAC Complejo de Ataque de Membrana (Membraa Attack Complex)
MLB Lectina Fijadora de Manosa (Mannan-Binding Lectin)
MO Microorganismos
MPC Proteina Cofactor de Membrana
PCR Proteina C reactiva
S proteina S del complemento
Scl Esclerodermia
SP-A Proteina Surfactante Pulmonar
SS Sindrome de Sjogren
ucC Unidades de complemento
VEB Virus de Epstein-Barr
VSG Velocidad de Sedimentacién Glomerular
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