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1. RESUMEN
El sindrome de Sjogren (SS)*?? es una enfermedad crénica autoinmune, presente
principalmente en mujeres en edad avanzada (alrededor de los 50 afios) o denominadas
cominmente como “menopausicas”®*®. Aunque diversos autores consideran que la edad y el
sexo, no son motivo de exclusion, ya que se han presentado casos en mujeres jovenes menores de
30 afios, asi como también en hombres, la proporcion de los casos es de 9:1%, es decir que un
90% sucede mas comunmente en mujeres y un 10 % en hombres.
Bloch y colaboradores propusieron subdividir al SS en primario y secundario, el SS primario
(SSp) presenta sintomas sicca (asi denominada a la sequedad bucal y ocular) y no muestra
asociacion con alguna enfermedad en especifico, aunque en estudios recientes, ya se le asocia con
ciertas manifestaciones extraglandulares y sistémicas bien definidas. Mientras que el SS
secundario (SSs) incluye a los pacientes con sintomas sicca®??%, asociados con una enfermedad
en particular; ya sea, artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico (LES), esclerodermia
0 dermatomiositis.
Los dos tipos tienen aproximadamente la misma frecuencia pero con una mayor significancia
sintomatologica el sindrome de Sjogren primario (SSp).
El objetivo del presente trabajo fue observar y obtener, cambios favorables al administrar los
medicamentos en estudio; metotrexate®°'® y fosfato de cloroquina®®®*®, los cuales se
observaron a nivel glandular exdcrino y sistémico (6rganos afectados) asi como también cambios
fisicos, con referencia a diferencias en los ojos, tales como desarrollo de glaucoma, cataratas u
opacidad cérnea y cambios neuropatolégicos™**®, como el estrés, fatiga, 6 depresion.
Para cumplir dicho fin, se utilizaron 36 ratones de la cepa CD1 et/et denominados pelones o
desnudos, de 4 a 6 semanas de edad, los cuales presentan los sintomas de la enfermedad. Se
realizaron dos experimentos; en el primero se utilizaron 16 ratones separados en 3 grupos, al
primer grupo se le administré placebo (agua destilada) de lunes a viernes , al grupo 2 metotrexate
administrado cada tercer dia 0 sea (L, M y V), al grupo 3 se le administré fosfato de cloroquina
(aralen) de lunes a viernes. Se utilizaron también ratones testigos, a los cuales no se les
administro nada, y sirvieron como referencia para comparacion de resultados. Los medicamentos
se administraron por via oral con sonda géstrica y fueron preparados a una dilucién 1:10, para el
primer experimento y 1:100 para el segundo, en el que se utilizaron 20 ratones.
Al finalizar los experimentos se analizaron diferencias significativas utilizando ANOVA®? de
una via y la correlacién no paramétrica de Spearman®? dichas diferencias se observaron en los
indices renales, hepaticos y esplénicos comparados con el tratamiento, y con diferentes tipos
celulares participantes en la defensa del organismo y en la generacién del proceso autoinmune,
tales como las células CD4+, CD8+, linfocitos B, células necréticas, apoptoticas los cuales se
correlacionaron con los resultados de las glandulas.
De esta manera se encontr6 que los medicamentos empleados en este estudio, funcionaron a nivel
celular, ya que mediante el estudio estadistico llevado a cabo, se encontraron diferencias
significativas que revelaron el funcionamiento de los farmacos a nivel organoléptico y glandular,
evitando la proliferacion de células CD8+ citotoxicas, asi como la disminucion de células CD4+,
que es un marcador de superficie de los linfocitos T, y que estd presente en enfermedades tales
como VIH, o enfermedades autoinmunes, ademas de proporcionar un control en la inflamacién
provocada por mecanismos de defensa®, y el cual actda al inhibir a mensajeros que inducen a la
inflamacidn en diversos 6rganos afectados entre los cuales fueron evaluados, el bazo, el higado y
los rifiones.



2. INTRODUCCION.,

El sindrome de Sjogren (SS)%**151929) a5 yna enfermedad crénica autoinmune caracterizada por
la disfuncién y destruccion de las glandulas lagrimales y salivales, asociadas con la presencia de
infiltrado mononuclear linfocitario y la generacion de autoanticuerpos.
La afeccién mas importante se presenta en las glandulas lagrimales y submaxilares®*”, con la
infiltracion linfocitica que invade a dichas glandulas, aunque también puede tener presentacion
clinica extensa con compromiso sistémico extraglandular’®. Los pacientes presentan
frecuentemente fatiga, malestar general, febriculas, mialgias, artralgias y disnea. EXisten
manifestaciones caracteristicas a nivel musculoesquelético™, respiratorio, gastrointestinal,
hepatobiliar, renal, vascular, hematolégico y neurologico. La irregularidad inmunoldgica
predispone para el desarrollo de linfomas.
Esta patologia compromete a todas las razas, la proporcion de los casos se observa (9:1) en
mujeres menopausicas y el resto corresponde a hombres o a jovenes de uno u otro sexo.
Actualmente se divide al sindrome de Sjégren en dos tipos“*92%:

» Primario: No se asocia con ninguna enfermedad en especifico.

» Secundario: Se asocia a otras enfermedades a saber; artritis reumatoide (AR), lupus

eritematoso sistémico (LES), esclerodermia o dermatomiositis, aparicion de linfoma.

Los dos tipos tienen aproximadamente la misma frecuencia pero con una mayor significancia
sintomatologica el sindrome de Sjogren primario (SSp).
En México el sindrome de Sjogren no es reconocido como tal, ya que los sintomas pueden ser
insidiosos y sutiles y considerados triviales por familiares y médicos o “secundarios a la edad”.
La presencia de sequedad bucal, ojos irritados y fatiga severa, suelen ser atribuidos a “depresion”
0 “psiconeurosis”.
Debido al escaso reconocimiento o a la ausencia de analisis complementarios que sugieren el
diagndstico de SS, en algunos pacientes no se detectan los llamados “autoanticuerpos”, con la
deteccion de linfocitos B-220. Asi como la determinacion cuantitativa de anticuerpos especificos,
anti Ro(ss-A) y anti La(ss-B), y de otras pruebas determinantes que ayuden a la evaluacién del
estudio como, anticuerpos antinucleares (ANA), anticardiolipinas, anticuerpos anti-retina, perfil
hepatico y renal, determinacion de complemento, electroforesis de proteinas, principalmente
gama-globulinas que representan la manifestacion fehaciente de la anormalidad inmunolégica del
SS, esta ausencia no invalida el diagnostico.
En este contexto se optd por experimentar un tratamiento que consiste en la administracion de
dos medicamentos; metotrexate®°'? y fosfato de cloroquina (Aralen)®¢8°101242) " tjlizando
ratones CD1 et/et hipotimicos, una cepa que muestra cierta relacion sintomatoldgica, con la
enfermedad en la raza humana. Con el fin de tenerlos en observacién durante el tiempo
determinado para el estudio, se mantuvieron en nuestro laboratorio , tomando nota en la bitacora,
de los cambios presentados tanto fisicos, como de comportamiento, con referencia a los sintomas
neuropatologicos, para después continuar con los propositos del estudio, que fueron la realizacion
de la citometria de flujo“?, para obtener resultados cuantitativos de los parametros concernientes,
entre los cuales se encuentran, células apoptoéticas, necroticas, linfocitos B-220, células CD4+, y
CD8+; asi como la determinacion de indices glandulares y organolépticos, a base de la relacién
del peso de las glandulas / peso del raton x 10,000 y del peso del 6rgano / peso del raton x 1000.
Se realizaron cortes histologicos para comprobar si el tratamiento habia eliminado o disminuido
la exocrinopatia®“® mostrada en algunos de los animales, que presentan el cuadro clinico afin con
el sindrome de Sjdgren, sufrido principalmente en mujeres adultas.



3. MARCO TEORICO.
3.1 Sindrome de Sjdgren.

En el siglo XIX, (1883) Fisher®? publicé un caso de queratopatia filamentosa bilateral, asociada
a artritis deformante. Los antecedentes del sindrome de Sjogren (SS) se remontan hasta 1892
cuando Mikulicz Radecki™**® describi6 a un paciente con crecimiento bilateral de las glandulas
salivales y lagrimales. El examen con microscopia mostro la existencia de atrofia del parénquima
acinar e infiltrado difuso por linfocitos; con el tiempo fueron identificados nuevos casos con
crecimiento de las glandulas salivales debido al infiltrado ya mencionado, denominandose a este
mal “enfermedad de Mikulicz”. La mayoria de estos casos se asociaron a patologias que en la
actualidad se identifican como tuberculosis, sarcoidosis, linfoma e infecciones por
microorganismos pidgenos que pueden afectar los conductos salivales; otros se vincularon con
alteraciones autoinmunes como la existencia de hipergammaglobulinemia y de autoanticuerpos.
Frase en 18932 describe un caso de sequedad de ojos, nariz y boca en una mujer de 27 afios
con sintomas similares. Gougerot en 1925 publico la asociacién sindromica de sequedad ocular,
bucal y vaginal. En 1927 Houwer comunicé nueve casos de queratitis filamentosa bilateral
asociada a artritis cronica, de los nueve casos, siete se daban en mujeres adultas, la mayoria de
ellas menopausicas.

Al paso del tiempo el término “enfermedad de Mikulicz” resultd ser difuso, carente de
significado terapéutico y diagndstico. Hasta el afio de 1933 cuando Henrick Sjogren, un
oftalmdlogo sueco, describio la asociacion de sequedad de boca (xerostomia) y sequedad de ojos
(SS).

Ellman y Parkes Weber en 19499 hicieron la primera descripcién clinica del sindrome seco
traqueobronquial (xerotraquea)™’?, caracterizado principalmente por la presencia de tos seca.
Posteriormente Morgan y Castleman®® en 1953 demostraron que el tipo de infiltrado encontrado
en el SSy el descrito en la “Enfermedad de Mickulicz” eran similares.

Bloch**?) y colaboradores propusieron subdividir al SS en primario y secundario; el SS primario
(SSp) no muestra asociacion con ninguna otra manifestacion extraglandular bien definida, o
alguna enfermedad en especifico, sin embargo actualmente, se ha encontrado que con cierta
frecuencia, el SSp puede tener algunas manifestaciones extraglandulares sistémicas, en las cuales
varios sistemas u 6rganos pueden ser blanco de un proceso inmunoldgico similar al de las
glandulas salivales y lagrimales, y algunos compromisos son sucedidos en el musculo
esquelético, en la region orofaringea, renal, o hepatobiliar™®.

El sindrome de Sjogren secundario (SSs) incluye a los pacientes con sintomas sicca asociados
con una enfermedad en particular como artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico
(LES), esclerodermia o dermatomiositis.

Los dos tipos tienen aproximadamente la misma frecuencia pero con una mayor significancia
sintomatoldgica el sindrome de Sjogren (SS) primario.

Bunim y Talal®™>'® en 1963, realizaron la primera descripcion de linfoma no Hodgkin asociado a
SSp, en donde se plantea ademas como una causa patogénica, la posible estimulacion cronica
inmunoldgica. El riesgo relativo para presentarse esta neoplasia en pacientes con SSp, la
calcularon Kassan®® et al.. En 1978, el cual puede ser del orden de las 44 veces, comparado con
la poblacion general. Puede desarrollarse hasta 20 afios después de diagnosticado el SSp. El
promedio de tiempo entre el diagndstico del SSp y el desarrollo de linfoma esté alrededor de los
7.2 afos.

- { Eliminado:




El sustrato fisiopatologico del SS implica la infiltracion linfocitica cronica de las glandulas
salivales y lagrimales mediada por mecanismos relacionados con la autoinmunidad.

3.2 Exocrinopatia.

El sindrome de Sjogren™ es una enfermedad crénica autoinmune caracterizada por la disfuncion
y destruccion de las glandulas exdcrinas, asociadas con la presencia de infiltrado mononuclear
linfocitario y la generacion de autoanticuerpos.

La afeccion mas importante se presenta en las glandulas salivales y lagrimales, pero también
puede tener presentacion clinica extensa con compromiso sistémico extraglandular. Los pacientes
presentan frecuentemente fatiga, malestar general, febriculas, mialgias y artralgias. Existen
manifestaciones caracteristicas a nivel musculo esquelético, respiratorio, gastrointestinal,
hepatobiliar, renal, vascular, hematolégico y neurolégico™. La irregularidad inmunoldgica
predispone para el desarrollo de linfomas.

El Sindrome de Sjogren primario (SSp), es una enfermedad sistémica cronica de caracter
autoinmune, caracterizada por la infiltracion linfoplasmocitica de las glandulas exocrinas,
resultando en una hiperactividad de los linfocitos B con la consecuente produccion de
autoanticuerpos y complejos inmunes. Predominantemente afecta las glandulas salivales y
lagrimales, cuya expresion clinica es la sequedad de boca y 0jos..

La existencia aislada de sindrome seco con algunas caracteristicas histoldgicas (infiltrado
linfocitario en biopsia de glandula salival menor) e inmunolégicas (factor reumatoide,
anticuerpos antinucleares, anticuerpos anti-Ro y anti-La positivos), con la presencia de
manifestaciones extraglandulares bien definidas, o sin estas, se conoce como SS primario (SSp);
y la existencia del sindrome seco asociado a la presencia de criterios clasificatorios de otras
enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico(LES), escleroderma,
dermatomiositis, cirrosis biliar primaria o vasculitis sistémica), se conoce como SS secundario
(SSs).

3.3 Epidemiologia.

El SS afecta en mayor proporcién a mujeres en edad madura o menopausicas*'®, aunque no se
descartan los hombres y mujeres menores de 30 afios en las que también se ha presentado este
sindrome.

La diferencia de criterios diagnosticos modifican los resultados de las investigaciones
epidemioldgicas y muchos pacientes con procesos leves no se diagnostican, los familiares de
estos pacientes tienen mayor predisposicion a padecer de enfermedades autoinmunes, como el
propio SS o el LES. La distribucion geogréfica de esta enfermedad es universal, el SS secundario
aparece en el 30% de los pacientes con AR, en el 10 % de los pacientes con LES y en un 1% de
los pacientes con esclerodermia.

Los dos tipos tienen aproximadamente la misma frecuencia pero con una mayor significancia
sintomatoldgica el sindrome de Sjégren primario (SSp).

Esta patologia compromete a todas las razas, el 90% de los casos se observa en mujeres
menopausicas y el 10% corresponde a hombres o a jévenes de uno u otro sexo™*?%. Por lo tanto,
siendo una de las enfermedades reumaticas mas comunes, el SS es sorprendentemente, una de
aquéllas enfermedades diagnosticadas con menor frecuencia.



Algunas causas de este escaso reconocimiento son:

) Escasa difusion publica. A pesar de su frecuencia, el SS es poco conocido por el
“ciudadano promedio”.

) Escaso 0 nulo conocimiento por parte de los médicos no especializados del abanico de
sintomas de la afeccién y de las técnicas para su diagnostico.

o La nocién de que SS solo afecta a mujeres “menopausicas “. Con menor frecuencia puede
observarse también en mujeres menores de 30 afios y ain en hombres.

) Los sintomas pueden ser insidiosos y sutiles y considerados triviales por familiares y
médicos o “secundarios a la edad”.

o La presencia de sequedad bucal, ojos irritados y fatiga severa, suelen ser atribuidos a
“depresion” o “psiconeurosis”.

) Ausencia de los analisis complementarios que sugieran el diagndstico de SS.

En algunos pacientes no se detectan los llamados “autoanticuerpos” que representan la
manifestacion fehaciente de la anormalidad inmunoldgica del SS. Esta ausencia no invalida el
diagnostico.

3.4 Etiopatogenia.

Las enfermedades autoinmunes son producto de una respuesta inmune celular y/o humoral contra
constituyentes propios con presencia de dafio, se conocen al menos 4 factores que deben coincidir
para que ocurra este tipo de enfermedades; la predisposicion genética, factores externos
desencadenantes (radiaciones, virus, farmacos, etc.), la influencia hormonal, pues se sabe que los
estrégenos son inmunopotenciadores mientras que los andrégenos son inmunosupresores y
factores psiconeuroinmunoldgicos como el estrés!™>*Y. La etiologia del SS es desconocida, sin
embargo actualmente, se dispone de informacion sumamente notable y permite aventurar que el
SS es consecuencia de la interaccion de algin factor ambiental con factores genéticos, esto
provoca una respuesta inmune alterada que se perpetda por diversos mecanismos, y que produce
los fendmenos autoinmunes del SS junto con todo el dafio provocado a tejidos y 6rganos.

3.5 Factores predisponentes.

Se ha descrito la asociacion del SS primario con los antigenos B8, DR2, DR3, DR5, DQ1, DQ2y
DRw53 del HLA®®, mientras que el SS secundario se ha asociado al DR4 ( en AR)®; en
diversos estudios se ha comprobado la expresion de antigenos del grupo HLA-DR, tanto en el
acino, como en el epitelio de las glandulas salivales.

3.6 Factores externos:

El factor ambiental etiolégico mas importante son los virus; en algunos casos, la enfermedad
comienza con una infeccion virica aguda y en otros con la reactivacion de un proceso virico
latente; como es el caso del virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, herpes virus humano tipo 6,
virus C de la hepatitis y a los retrovirus en la patogenia del SS“®, aunque los datos de los que se
dispone no son concluyentes. En varios pacientes con SS se han detectado particulas retroviricas
de tipo A que tienen importante parecido con las particulas de HIV (Virus de Inmunodeficiencia



Humana), y en algunos estudios un 30% de los enfermos poseen anticuerpos contra la
glucoproteina p24 de la capside virica del HIV, se ha observado también la presencia del gen tax
del HTLVI en glandulas salivales menores de pacientes con SS, en ratones transgénicos
portadores de este gen presentan una exocrinopatia autoinmune que asemeja a la del humano con
la enfermedad del SS.

3.7 Manifestaciones clinicas.
En las manifestaciones sistémicas del SSp“**?%  varios sistemas u 6rganos pueden ser blanco de
un proceso inmunoloégico similar al de las glandulas salivales y lagrimales. En la tabla 1 se

resumen los tipos de compromiso mas comunes asociados con el SSp.

Tabla 1. Manifestaciones sistémicas en el sindrome de Sjogren primario.

SISTEMA COMPROMETIDO MANIFESTACIONES

MUSCULO ESQUELETICO Artralgias
Mialgias
Artritis
Miositis
Fibromialgia

RESPIRATORIO Sequedad nasal

Xerotraquea

Enfermedad pulmonar Intersticial
Enfermedad obstructiva
Pseudolinfoma

Linfoma
RENAL Nefritis intersticial
Glomerulonefritis
GASTROINTESTINAL Disfuncion esofégica

Gastritis crénica atréfica
Linfoma gastrico

Sindrome de mala absorcion
Disfuncién pancreética

HEPATOBILIAR Cambios histolégicos compatibles con cirrosis biliar
primaria estadiol
Hepatitis autoinmune.

VASCULAR Vasculitis leucocitoclastica
Vasculitis visceral
NEUROLOGICO Neuropatfa periférica

Vasculitis sistema nervioso central
Mielitis-esclerosis multiple

HEMATOLOGICO Anemia

Leucopenia
Gamapatia monoclonal
Crioglobulinemia

LNFORETICULAR Linfadenopatia
Esplenomegalia
Pseudolinfoma
Linfoma

Compromisos mas frecuentemente asociados al sindrome de Sjégren.



3.7.1 Manifestaciones musculoesqueléticas.

Los pacientes con SSp, pueden presentar artralgias, mialgias, rigidez matinal, oligoartritis e
incluso poliartritis simétrica intermitente o cronica similar a la artritis reumatoide. Se han descrito
casos con artropatia de Jaccoud. En contraste con la artritis reumatoide, puede presentar
estrechamiento del espacio articular pero sin erosiones.

En cuanto al compromiso muscular, lo mas comdn son las mialgias con enzimas musculares
normales o ligeramente elevadas. La miositis como tal es muy rara, entre el 9 y el 20% de los
pacientes cursan con criterios de fibromialgia.

La frecuencia de las manifestaciones musculo esqueléticas antes descritas son variadas, sin
embargo se encuentran entre el 53 y 87.5% de los casos.

3.7.2 Manifestaciones respiratorias.

Los informes sobre la prevalencia de enfermedades respiratorias en pacientes con SSp, varian
ampliamente, con un rango que va desde el 75 al 95%, dependiendo de las modalidades
diagndsticas utilizadas.

Varios estudios han sugerido que el compromiso subclinico es bastante frecuente, principalmente
el relacionado con alveolitis. EI 55% de pacientes con SSp, presentan anormalidades en el
recuento celular del lavado bronco-alveolar (LBA).

El compromiso de las vias aéreas superiores, ocasionan sequedad de la mucosa nasal la cual
conlleva a rinitis atrofica con sensacion dolorosa, presencia de costras, alteracion del gusto y el
olfato, epistaxis, perforacién del tabique y disfuncién tubarica que puede acompafarse de otitis
media y sordera secundaria.

La primera descripcion clinica del sindrome seco traqueobronquial (xerotraquea) , Se
caracterizo principalmente por la presencia de tos seca, este sintoma puede presentarse hasta en el
17 % de los casos de SSp. Secundariamente se aprecian procesos infecciosos recurrentes del tipo
bronquitis o neumonia. El sistema mucociliar se encuentra alterado debido a la disfuncién
glandular. EI compromiso bronquial puede ir acompafiado de disnea asociada a un proceso
obstructivo, este tipo de pacientes presentan un infiltrado linfocitico peribronquial vy
periglandular, lo que histolégicamente se conoce como bronquiolitis folicular. Diversos estudios
han informado la presencia de componente obstructivo de las vias aéreas en los pacientes con
SSp basados en estudios espirométricos. El pulmén puede ser blanco de cambios
linfoproliferativos como linfomas.

La pleuritis con derrame en los pacientes con SSp es rara, tiende a ocurrir mas en los pacientes
con SS secundario. Se presenta en menos del 1% de los casos, y se debe sospechar de la
presencia de enfermedad linfoproliferativa, mas aun si se asocia a infiltrado parenquimatoso y a
linfadenopatias hiliares en los estudios radioldgicos.

(17,23,24)

3.7.3 Manifestaciones renales

Entre el 23 y 50 % de los pacientes con SSp pueden presentar en algin momento de su
enfermedad, alteraciones a nivel renal, las cuales son en la mayoria de los casos de importancia
clinica, apreciables en anélisis especializados de laboratorio (test de acidificacion anormal), o en
estudios de anatomia patoldgica (Ej: infiltrados periepiteliales, como parte del compromiso
tubulointersticial).



Diferentes sindromes renales se han descrito asociados al SSp como son: insuficiencia renal
aguda o rapidamente progresiva, nefritis aguda, insuficiencia renal crénica, sindrome nefrético,
glomerulonefritis (GMN), defecto tubular renal, nefrolitiasis, alteraciones del sedimento urinario
asintomaticas, compromiso vascular, vasculitis, cuadro clinico similar a la del tipo IgM kappa,
sugiriéndose la presencia de un antigeno, con el cual existe una reaccién cruzada, con la probable
participacion de un proceso dependiente de los linfocitos T. Desde el punto de vista clinico de
estos pacientes, presentan un sindrome nefrdtico, con diversos tipos de hallazgos en el sedimento
urinario, y en la histologia renal.

3.7.4 Manifestaciones gastrointestinales

La disfagia alta es un sintoma comun en los pacientes con SSp, se debe a la reduccion en la
produccion de saliva, y probablemente a alteraciones en la motilidad esofagica. Estas Gltimas,
han sido motivo de diferentes estudios de electrofisiologia, y radiologia, al igual que se han
tratado de realizar correlaciones con estudios de anatomia patoldgica. Lo mas prominente de
estos estudios es que se han encontrado ya sea ausencia o disminucién en la contractilidad,
principalmente en el tercio superior esofagico.

Sintomas como el dolor epigastrico, nduseas o dispepsia prolongada, son comunes en los
pacientes con SSp. Desde el punto de vista endoscopico el hallazgo mas comn es la gastritis.

La anatomia patoldgica demuestra gastritis atréfica con o sin metaplasia. Los estudios
bioguimicos demuestran acloridia o hipocloridia, hipergastrinemia e hipopepsinogenemia. Se han
informado ademas casos con disminucién de la produccion de factor intrinseco y bajos niveles
séricos de vitamina B12 al igual que la presencia de niveles altos de anticuerpos anti-célula
parietal.

En el estémago se pueden desarrollar también transtornos linfoproliferativos como los linfomas
no Hodgkin.

3.7.5 Manifestaciones hepatobiliares

Se observaron alteraciones en algunas de las pruebas de funcion hepatica en el 25% de los casos
de SSp, sin mayor connotacién clinica. Menos del 2% de los casos de SSp tienen sintomas
relacionados con disfuncidn hepatica como son el prurito, ictericia o eritema palmar. Lo mas
comun es un incremento leve benigno de las ALT (L-alanina-2-oxoglutarato aminotransferasa),
AST (L-aspartato-2-oxoglutarato aminotransferasa) y ALP (fosfatasa alcalina).

Estudios de anatomia patoldgica de estos pacientes revelan caracteristicas histolégicas de cirrosis
biliar primaria (CBP), en estadio 1. Algunos casos pueden tener incremento de los anticuerpos
anti-mitocondriales, anti musculo liso y anti piruvato deshidrogenasa, lo que sugiere una posible
relacién con CBP o con hepatitis autoinmune (HA).

Se trata de casos mas comlnmente ligados a SSs. La asociacion de SSp con cirrosis esta
practicamente descartada.
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3.7.6 Compromiso vascular.

La vasculitis de pequefios vasos puede presentarse hasta en el 30% de los casos. La piel es el sitio
més frecuentemente comprometido con la presencia de parpura palpable de localizacion
primordial en miembros inferiores. También se encuentran casos con urticaria vasculitica. El
compromiso visceral puede presentarse en el rifion, pulmodn, sistema nervioso y a nivel
gastrointestinal.

Lo usual es que los pacientes con vasculitis presenten hipergamaglobulinemia, altos titulos de
factor reumatoide, anticuerpos anti Ro e hipocomplementemia. El depésito de complejos
inmunes es uno de los componentes patogénicos.

El fendmeno de Raynaud se presenta entre 38 y 64 % de los casos, a diferencia del asociado con
esclerodermia.

3.7.7 Manifestaciones hematoldgicas

El 6% de los pacientes con SSp cursan con anemia leve normocitica normocrémica. En un 22%
se aprecia leucopenia, que es debida a la reduccion de linfocitos T CD4+ circulantes y con menor
frecuencia, se aprecia neutropenia. EI mecanismo es desconocido, pero se involucran los
anticuerpos anti Ro, la apoptosis linfocitica periférica y el secuestro en el bazo de eritrocitos. El
70 % de los pacientes tienen una velocidad de sedimentacion globular elevada. La
trombocitopenia es rara, la esplenomegalia se puede encontrar hasta en el 14% de los casos y
linfadenopatias hasta en el 20%.

3.7.8 Manifestaciones neurologicas

Se han presentado casos de algunas manifestaciones a nivel neuroldgico: en un 8.4 % en el
sistema nervioso periférico, 5 % con sindrome de tunel del carpo, y 3.2 % en el sistema nervioso
central (migrafia complicada, esclerosis multiple con vasculitis y neuritis dptica con epilepsia).
Una posible asociacién de los casos con afeccion del sistema nervioso central se observé con la
presencia del antigeno HLA-DQB1*0303.

3.8 Respuesta inmune.

Entre los mecanismos implicados en la respuesta inmune alterada de estos pacientes se han
propuesto tres lineas principales: anomalias en la regulacién linfocitaria periférica y en la
seleccion del repertorio de células T, alteraciones en la proliferacion de células B y finalmente, la
expresion de autoantigenos.

Para algunos autores, en la patogénesis del SS parece ser relevante la existencia de errores en la
seleccion timica de clonas de células T potencialmente autorreactivas; existe evidencia de que
estas células T autorreactivas pueden progresar hacia la anérgia o apoptosis al reconocer en
ciertas circunstancias a los antigenos propios en la superficie celular.

En los lugares de infiltracién glandular y tisular, en general se produce acumulacion de linfocitos,
la mayoria son linfocitos T CD4+“*#4%) entre un 40 y 50% y en menor cantidad linfocitos T
CD8+“*) en un 10-20%. Algunos trabajos sugieren que el interferén y (IFN- v )“? es una
citocina relevante en la patogénesis del SS. Se ha encontrado tanto en los conductos excretores,
como en el infiltrado linfocitario y en los vasos sanguineos de biopsias de glandula salival de
pacientes con SS, existe una fuerte correlacion con la expresion de DR y la distribucion del
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infiltrado linfocitario, estos datos apoyan la hipotesis de que el IFN- vy, segregado por los
linfocitos que infiltran el tejido glandular, se une a receptores de las células epiteliales, esto da
como resultado, un aumento de la expresion de antigenos de clase Il del sistema HLA con la
facilitacion de la interaccion con linfocitos T CD4+“%*D, |_a activacion de los linfocitos B es una
caracteristica tipica del SS, recientemente se ha considerado que esta activacion policlonal de los
linfocitos B es una consecuencia inespecifica de la interaccién en la regulacion del
funcionamiento linfocitario, pero actualmente esta idea esta siendo sustituida por la hipétesis de
que dicha activacion esta dirigida por determinados antigenos.

Se ha postulado que la activacién de linfocitos B empieza siendo policlonal y se localiza en los
tejidos glandulares, posteriormente pasa a ser oligoclonal-monoclonal apareciendo la enfermedad
sistémica, y finalmente es preferentemente monoclonal, apareciendo la transformacion maligna.
Entre los autoanticuerpos encontrados frecuentemente en el sindrome de Sjogren destaca, el
factor reumatoide (FR)™**** son inmunoglobulinas con especificidad para el fragmento Fc de
la IgG, estan presentes en niveles elevados (60-70 %), con la presencia de artritis reumatoide
(AR), o sin la presencia de ésta enfermedad. En la separacion de proteinas en un campo eléctrico,
los niveles de gammaglobulina son elevados. La crioglobulinemia®” es la complicacion del
sindrome de Sjogren, estas también estan presentes en linfomas y mieloma madltiple. Los
anticuerpos antifosfolipidos (AFL), incluyen varios tipos como los descubiertos inicialmente en
las enfermedades infecciosas, actualmente se conocen otros AFL como los reactivos contra
cardiolipina o los denominados anticoagulante de lupus; estos AFL pueden ser de los isotipos
1gG, IgM o IgA, actualmente la méas relevante es la del isotipo 1gG.

Los autoanticuerpos®® caracteristicos del SS son los denominados anti-Ro y anti-La
(denominados también anti-SSA y anti-SSB respectivamente), estos autoanticuerpos estan
fuertemente asociados a las formas severas de SS y con manifestaciones clinicas méas precoces.
Los anticuerpos antinucleares (ANA) van dirigidos contra constituyentes nucleares, de ordinario
a la nucleoproteina; estan presentes en una proporcién de 50-90% y los anticuerpos contra
antigenos nucleares ribonucléicos como Ro (SSA) en un 40-50%, los anticuerpos La (SSB)
aparecen en un 50%, estos Ultimos estan presentes con mayor frecuencia en el SS primario,
siendo menos frecuentes en la forma secundaria. Los anticuerpos anti-La (SSB) son los méas
especificos, ya que son raros en otras enfermedades autoinmunes, exceptuando el lupus
etritematoso sistémico (LES), en el que pueden aparecer en el 10 % de los casos. Los anticuerpos
anti Ro (SSA) son mas frecuentes en el SS, pero pueden aparecer también en el LES (en un 40
%) o en el lupus cutaneo sub-agudo. Los ANA se han mencionado fundamentalmente en el SSs,
con la presencia de artritis reumatoide (AR). También es frecuente la aparicion de anticuerpos
organoespecificos, como los antitiroideos, anti-célula parietal gastrica, antimitocondriales, anti-
musculo liso o anti-glandula salival. Como consecuencia de la hiperactividad de los linfocitos B,
es frecuente encontrar hipergammaglobulinemia policlonal (50-80%), elevacion de los niveles de
IgM, inmunocomplejos circulantes, crioglobulinemia y gammapatia monoclonal.

3.8.1 Compromiso linfoproliferativo

Algunas condiciones han sido asociadas a un mayor riesgo para desarrollar linfomas como son: la
parotidomegalia, esplenomegalia, linfadenopatias, crioglobulinemia mixta monoclonal®® (tipo I1)
y la presencia del factor reumatoide monoclonal.

Los drganos afectados por el SSp, cursan con infiltracién de poblaciones de linfocitos activados
tanto de tipo T como B, los cuales pueden llegar a tener comportamiento proliferativo de
caracteristicas incluso monoclonales que pueden en un espectro de evolucién, conducir al
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desarrollo de linfomas. Existe un espectro de cambios linfoproliferativos, que como en el caso del
pulmdn, puede presentarse desde una situacién benigna a una maligna: neumonitis intersticial
linfocitica, pseudolinfoma y linfoma.

En la situacion mas benigna existe la poliarteritis nodosa, compromiso de vias urinarias (cistitis
intersticial)o fenémeno linfoproliferativo (pseudolinfoma, linfoma renal).

Sin embargo las condiciones patoldgicas mas prevalentes son la nefritis intersticial (NI), con los
defectos tubulares asociados y la glomerulonefritis (GMN), debida primordialmente a la
presencia de complejos inmunes.

La NI en el SSp, se define histolégicamente por la presencia de un infiltrado en el intersticio
renal de linfocitos pequefios, células plasméticas y monocitos, combinado con atrofia tubular y
fibrosis. Se diferencia de otras formas crénicas de NI, como las ocasionadas por drogas o
infecciones por la escasa presencia de tubulitis, ademas de observarse infiltrados eosinofilicos y
neutrofilicos.

El compromiso tubulointersticial del SSp, es una manifestacion extraglandular de la
epitelitis®>** autoinmune, en la cual existe infiltrado linfocitico autorreactivo contra el epitelio
tubular renal.

Se postula que los mediadores de inflamacién® descritos y los autoanticuerpos, causan defectos
de voltaje transepitelial, en parte debido a alteraciones en el H(+)-ATPasa. Se han descrito
anticuerpos anti H(+)ATPasa y antianhidrasa carbonica. En los pacientes con NI, se ha
encontrado un aumento de la frecuencia de crioglobulinemia.

Los tabulos renales en consecuencia presentan alteraciones funcionales, siendo la mas comun la
de los tdbulos contorneados distales, el resultado es el desarrollo de acidosis metabdlica con
brecha anidnica normal (anion gap), e hipercloremia. Podemos apreciar ademas hipostenuria
(disminucion de la excrecién de amonio en la orina), aumento de la excrecion urinaria de potasio
la cual conlleva a hiperpotasemia, aumento de la excrecion de calcio por disminucion de la
reabsorcion, esta Ultima alteracion lleva a un hiperparatiroidismo secundario, a hipercalciuria que
puede expresarse clinicamente con la presencia de litiasis renal por calculos de fosfato calcico y
nefrocalcinosis, raquitismo u osteomalacia. Estas alteraciones del tibulo contorneado distal se
definen como el sindrome de la acidosis tubular renal tipo | (ATR tipo I), forma mas comun del
dafio tubular observado en SSp.

La disfuncién de los tdbulos contorneados proximales, puede ser manifestada como un defecto de
la reabsorcion que lleva a hipopotasemia, aminoaciduria, glicosuria, fosfaturia, uricosuria, 0
bicarbonaturia. Este Gltimo es el responsable de la acidosis metabdlica. Asi se conforma el
sindrome de la ATR tipo Il o de Fanconi. La excrecion de proteinas es usualmente modesta, y
raramente excede de 2 g al dia. La medicion urinaria de a-1 microglobulina es til para definir la
presencia de proteinuria de origen tubular.

En cuanto al tratamiento de la ATR, se indica bicarbonato potésico oral. Si existe
crioglobulinemia, se ha indicado la plasmaféresis o ciclofosfamida en pulsos.

En contraste con la Nefritis intersticial (NI), la patogénesis de la GMN en el SSp, es atribuida al
deposito de complejos inmunes los cuales son formados por factor reumatoide (FR), IgM kappa
monoclonal junto con IgG e IgA policlonal, en una manera similar a lo observado en el
compromiso renal de la crioglobulinemia monoclonal asociada a hepatitis C. Las manifestaciones
del sindrome seco siempre preceden a la aparicién de GMN.

La mayoria de estos pacientes tienen crioglobulinemia mixta monoclonal y bajos niveles de
complemento C4. La presencia de dicha crioglobulinemia denota la activacion de linfocitos B
tanto en forma monoclonal como policlonal. Esta expansién monoclonal de células B es
caracterizada por la produccion de FR de la cual se deriva la proliferacion linfocitica en forma
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difusa, con células pequefias y bien diferenciadas, y en las formas mas malignas se presenta una
infiltracion de tipo nodular, desordenado, infiltrativo con dafio en la arquitectura de sitios
adyacentes, aparicién de imagenes mitdticas, monoclonalidad al igual que la capacidad de
diseminacion hacia nddulos linfaticos vecinos o distantes.

Para algunos autores, a los linfomas de bajo grado los clasifican como pseudolinfomas, los cuales
son fundamentados en estudios inmunohistoquimicos, moleculares y de DNA .
Caracteristicamente los linfomas asociados a SSp, son del tipo no Hodgkin, de células B, de
grado bajo de malignidad, de origen tanto nodal como extranodal, con una distribucion marginal.
Estas células B pueden producir anticuerpos y desarrollar incluso una crioglobulinemia, con
titulos altos de factor reumatoide monoclonal. Algunos autores del tema denominan a estas
neoplasias como inmunocitomas.

Los sitios mas frecuentes de inicio del proceso neoplasico son las glandulas parétidas, siguiendo
en frecuencia sitios extranodales como el pulmén o el estomago.

El inicio del proceso linfoproliferativo a nivel histoldgico son los tejidos linfoides asociados a las
mucosas 0 MALT (mucosa associated lymphoid tissues)“?, los cuales tienen la funcién
primordial de proteger las “puertas de entrada” o sea los epitelios. Los tumores derivados de los
sistemas MALT, ocasionalmente son referidos como “maltomas”.

En forma ocasional, se informan casos de linfoma de células T, presentandose una condicion de
alta malignidad.

La clasificacion y el tratamiento de los linfomas asociados a SSp, se enfocan en forma similar a
los otros tipos de linfoma no Hodgkin.
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3.9 TRATAMIENTO.

FOSFATO DE CLOROQUINA.

Se ha encontrado que el fosfato de cloroquina (Aralen)®®8°101142) tiane un efecto benéfico en
artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico las 4- aminoquinolinas, fueron sintetizadas en
Alemania en 1934.

Mecanismo de accion: las 4 y 8-aminoquinolinas, como cloroquina, actian por intercalacion
(insercién entre pares de bases) en el ADN del parésito. En el caso del SS, el mecanismo de
accion exacto no esta totalmente comprendido, sin embargo se ha sugerido que se debe a la
activacion de los macrdfagos en el procesamiento de antigenos y la interaccion con células T
activadas y como las células T producen citocinas, que son requeridas por las células B para
promover la sintesis de IgM a IgG, la suposicion es que la cloroquina puede disminuir la
hiperglobulinemia 1gG y el rango de sedimentacion eritrocitica. Los investigadores guiaron el uso
de esta droga en SS con la creencia en la reduccion de los procesos inflamatorios de las glandulas
exocrinas, y por lo tanto una mejoria en la sequedad, verificAndose ésta, al realizar estudios en el
suero de pacientes con la enfermedad examinando los efectos en los resultados de los marcadores
salivales (IL6, IL2, células Tyl y Tu2) ®8404D Sys patrones divergentes de expresion de
linfocinas, a su vez, permiten que cada uno de estos subgrupos Ty promueva los diferentes tipos
de reacciones inmunitarias que sean mas apropiados para eliminar tipos particulares de
microorganismaos.

Metabolismo: La cloroquina es absorbida rapida y casi completamente en el tracto
gastrointestinal. Su distribucion es un tanto particular ya que se concentra en algunos tejidos;
debe administrarse una dosis de carga.

El fosfato de cloroquina (Aralen) se encuentra en tabletas de 250 y 500 mg (150 y 300 mg de
base). Para el tratamiento se administra una dosis total de 2.5 g en 2 dias. La cloroquina en forma
de clorhidrato se inyecta por via intramuscular en casos de paludismo cerebral o cuadros graves,
en dosis de 250 mg. Para la supresién cronica de cepas sensibles en un area endémica, se toma
una tableta de 500 mg por semana por un tiempo de 2 semanas, antes de la exposicion y hasta 6
semanas despues de abandonar el area. La dosificacion administrada a lactantes y nifios por via
oral o intramuscular no debe superar los 10 mg de cloroquina base por kg de peso por dia; la
dosis usual es de 5 mg de base por kg.

Toxicidad: La toxicidad de la cloroguina es muy baja cuando se administra una dosis total de
2.5g. Raramente, se producen mareos, Vvision borrosa, cefalea, diarrea y malestar epigastrico. El
compuesto debe ser administrado con precaucion a personas con problemas hepaticos pero es
seguro para mujeres gestantes y madres no en lactacion, la medicacion prolongada con fines
supresores produce efectos indeseables poco significativos y rara vez debe descontinuarse por
intolerancia. Los sintomas desaparecen facilmente cuando se suspende el farmaco. La cloroguina
puede causar coloracion del lecho ungueal y las mucosas.

Farmacocinética: Debido a su amplia captacién por los tejidos, se debe reforzar la dosis para
lograr concentraciones efectivas en plasma. Después de la administracion parenteral, la entrada
rapida junto con la relativamente lenta eliminacion de la cloroquina de la masa tisular puede dar
lugar a concentraciones transitorias altas y aun téxicas en el plasma. Por lo tanto, el farmaco se
administra lentamente por infusion intravenosa continua o por via intramuscular o subcuténea
dividida en pequefias dosis a intervalos frecuentes.

Si después de una dosificacion diaria durante 2 semanas se descontinda el tratamiento, las
concentraciones plasmaticas y la excrecion urinaria disminuyen, con una vida media de alrededor
de 9 dias durante las siguientes 4 semanas; posteriormente se prolonga en forma notable el
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tiempo medio de la excrecion urinaria y durante varios afios pueden encontrarse pequefias
cantidades en la orina. En adultos la dosificacion diaria oral de 300 mg de cloroquina da lugar a
una concentracion estable en el plasma de alrededor de 125 ug por litro. Con una dosis semanal
de 0.5 g, el pico de concentracion en el plasma varia entre 150 y 250 ug por litro; inmediatamente
antes de la dosis posterior, el nivel se encuentra entre 20 y 40 ug por litro.

METOTREXATE.

El metotrexate (Ledertrexate)®*!® también llamado ametopterina es un antimetabolito de la
familia de los folatos andlogo de la aminopterina, producto que también deriva del acido félico.

HOOC\ /\‘/

CO(}H 0O METOTREXATO

Mecanismo de accion: es un antagonista, competidor del acido félico, pertenece a la clase de
agentes citotoxicos conocidos como antimetabolitos. Actla principalmente durante la fase “S” de
la division celular, por inhibicion competitiva de la enzima dihidrofolato reductasa, impidiendo
asi la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato, un paso necesario en el proceso de la sintesis
de DNA y replicacién celular®®%

El metotrexate es un antimetabolito usado en el tratamiento de ciertas formas de cancer, psoriasis
severa y en artritis reumatoide en adultos. Interfiere en la sintesis y reparacion del DNA y en la
replicacion celular. El antimetabolito se pega a los cromosomas y detiene la replicacion del DNA
la cual impide que se lleve a cabo la mitosis.

En tejidos en proliferacion activa, en células malignas, en la médula dsea, en células fetales, en
mucosa intestinal y bucal el metotrexate ejerce su maximo efecto®

Cuando la proliferacion de células en el tejido maligno es mayor que en los tejidos normales, el
metotrexato impide el crecimiento maligno sin dafio reversible a los tejidos normales. Ademas
posee efectos inmunosupresores, y previene la enfermedad injerto contra huésped.
Farmacocinética: El metotrexate se administra por via oral, intravenosa, intramuscular o
intratecal. Cuando se administra por via oral, el metotrexate se absorbe en el tracto digestivo
mediante un mecanismo de transporte activo, que puede saturarse si las dosis del farmaco son
muy elevadas. Las dosis orales de 30 mg/m? muestran una biodisponibilidad del 60%,
reduciéndose esta si las dosis son > 50 mg/m®. En estos casos se aconseja dividir las dosis para
evitar los procesos de saturacion.
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Efectos adversos: Los efectos adversos son: pelo quebradizo o mas delgado de lo usual,
ampollas en la piel o acné, pérdida del apetito o de peso, ampollas en la boca, fatiga, sangrado,
moretones inusuales, congestion, fiebre, mareos, escalofrios, disnea (dificultad para respirar),
dolor de garganta, inflamacion en los pies o tobillos, vomitos, artralgias (dolor en las
articulaciones).

3.9.1 Tratamientos utilizados actualmente:

Actualmente, la terapia inmunosupresora establecida en casos de enfermedades autoinmunes no
es especifica, es decir que no estd dirigida a la causa de la enfermedad y puede inhibir las
respuestas inmunoldgica e inflamatoria normales. Los agentes como mercaptopurina, azatioprina,
y ciclofosfamida son citotoxinas®. Interfieren con la replicacién y metabolismo celular en
diversas formas, pero el resultado es la alteracion de la funcion normal de las células. La
interferencia en la replicacion de células en rapida division provoca diversos efectos indeseables,
como la inmunosupresion general. Otro inconveniente, para el uso de agentes citotoxicos en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes, es que se desconocen los riesgos de desarrollo de
neoplasmas o de alteraciones cromosomicas.

La ciclosporina A®*?, posee la especificidad adecuada, inhibiendo la produccién o actividad de
interleucina-2, y aborta la sefial para la produccion de células T efectoras, un inconveniente
importante es su nefrotoxicidad.

La globulina antilinfocitica; contribuye al ataque inmunoldgico pero esté dirigida contra células
B y T, con los consiguientes riesgos de infeccion. Ademas de que estos medicamentos se
reservan para aquellos pacientes que no responden a medicamentos inmunosupresores.

Los glucocorticoides como la prednisona® ejercen acciones antiinflamatorias e
inmunosupresoras, puesto que la lesion inmunoldgica causa una respuesta inflamatoria y activa
células que producen mediadores de la inflamacién. Como alternativa, los glucocorticoides
pueden inhibir la produccion de mediadores, como metabolitos de &cido araquiddnico, lo cual
aumenta la inflamacion y activa las células del sistema inmunoldgico. Existen fuertes evidencias
que sefialan que los productos de oxidacién del &cido araquiddnico estdn implicados en ambos
mecanismos. Algunos productos de la lipoxigenacion del acido araquidonico, los mono-HETES y
HPETES, son quimiotacticos para los fagocitos, y algunos experimentos realizados con linfocitos
in vitro indican que los productos de la lipoxigenacion afectan las respuestas proliferativa y
citotdxica, através de la produccion de interleucina-2 6 INF-y.
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4. Modelo de ratdn utilizado para el tratamiento.

El modelo animal utilizado para este estudio fue el ratén hipotimico alopécico (CD1 et/et)®®%?,
derivado de una mutacion esponténea descendiente de la cepa albina CD1, como resultado de un
gen recesivo autosomico simple, surgido en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza. UNAM. Los animales se originan al aparear machos y hembras CD1 et/+, a la cuél se
les denomind como*“portadores”, es decir a los hijos de los ratones de la cepa albina original
CD1, también se originan al aparear machos y hembras et/et.

A este raton se le nombré CD1 et/et, el simbolo “et” se adopté para mencionar a la forma
mutante, una de las caracteristicas anatdmicas principales que muestran los ratones macho, de
ésta cepa, es que presentan un timo rudimentario, el cuél es aproximadamente la mitad del peso
comparado con el del ratén eutimico CD1 et/+, mientras que las hembras CD1 et/et, presentan
una estructura parecida a un nddulo linfatico en lugar del timo, y el peso de ésta estructura, es
menor al peso de las hembras eutimicas CD1 et/+.

Las crias CD1 et/et se separan de sus hermanos con pelo, de los cuales se diferencian al nacer por
la ausencia de vibrisas (vibrisae), crecen por separado y se mantienen bajo condiciones de
bioterio, es decir se les acondiciona una cama de aserrin esterilizado, para evitar que estén
expuestos a cualquier microorganismo, por su condicién de susceptibilidad que los caracteriza,
por ser hipotimicos, y se les proporciona libre acceso a alimento y agua la cudl preferentemente
debe ser purificada (electropura).

Este raton mutante muestra las siguientes caracteristicas: desnudo 6 pel6n, fertilidad baja,
mortalidad alta, existencia corta con un promedio de 2 afios de vida, son hipotimicos, y algunos
desarrollan aproximadamente a las 20 semanas de edad, sintomas caracteristicamente semejantes
al cuadro clinico sucedido en el sindrome de Sjégren en humanos, por lo regular a temprana edad
no hay presencia de lesiones.

Estos ratones suelen presentar también el cuadro clinico de uveorrenitis espontanea cronica a
anticuerpos contra antigeno S de retina, posee un mayor ndmero de células CD3 en comparacion
al ratén eutimico CDL1.

18



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México el sindrome de Sjogren todavia no es reconocido como tal a pesar de su frecuencia®,
debido a que es poco conocido por el ciudadano promedio, y al presentarse en mayor proporcién
en mujeres adultas, 6 menopausicas*®, suelen confundirse los signos y sintomas, con
enfermedades propias de la edad, o por causas derivadas de la menopausia; por otra parte, por la
escasez de reconocimiento dentro del abanico de médicos no especializados y de las técnicas para
su diagndstico, no se le brinda la debida importancia, y por lo tanto un tratamiento adecuado.
Hasta la fecha, se han utilizado una serie de medicamentos inmunosupresores, como es el caso de
la prednisona, mercaptopurina, azatioprina, 6 ciclofosfamida®®**", que acttian sobre las células
citotoxicas, inhibiendo el mecanismo normal de las células, y provocando alteraciones a nivel
cromosomico, y la creacion de anormalidades por detener la proliferacion celular en un ambiente
de replicacién continua.

Los medicamentos en estudio fueron propuestos con el fin de evaluar la posibilidad de
erradicacion o disminucion en la infiltracion linfocitica ocurrente en algunos 6rganos que resultan
afectados por la diseminacion y el descontrol de células inmunitarias entre los que se encuentran
el higado, los rifiones, pulmones, el bazo, las glandulas submaxilares y lagrimales, lo cuél es de
suma importancia ya que hasta ahora no existe un tratamiento que suprima la proliferacién
celular, y la consecuente destruccion tisular. Al utilizar 2 dosis distintas se puede prever la
tolerancia hacia el medicamento, sin provocar una toxicidad que cause dafio a los drganos.

Como alternativa se optd por utilizar metotrexate®*'? un medicamento antineoplésico, que
reduce la proliferacion linfocitica, inhibiendo la multiplicacion celular durante la etapa de
replicacion en la fase S del ciclo celular, y fosfato de cloroquina (Aralen)®®8910  yn
medicamento utilizado en el tratamiento contra el paludismo, y que posee efectos inhibidores a
nivel de IL-2 interleucina involucrada en las funciones efectoras de las células TH1“%*Y, que
provoca la produccion de células citotdxicas. Dichos medicamentos son elementos en estudio
para evaluar si existe una alternativa a nivel sistémico y glandular, que ayude a prevenir 6
disminuir eficazmente la invasion y la infiltracion mononuclear linfocitica, la cual se lleva a cabo
tanto en las glandulas salivales y lagrimales como en rifiones, higado, y bazo, principalmente,
Organos que juegan un papel importante en las funciones de excrecidén, metabolismo, y
maduracion de células linfociticas. Entre los posibles factores que desencadenan el sindrome se
encuentran los factores genéticos, inmunoldgicos, ambientales y externos, aungue no se sabe con
certeza si son todos estos factores en conjunto los que ocasionan el sindrome, 0 sea una causa en
particular todavia desconocida.

Independientemente de las causas que lo originan, el presente trabajo pretende evaluar una mejor
alternativa de tratamiento, que permita incluso la prevencion de la aparicion de la enfermedad, la
suavizacion de los sintomas y ademas la disminucion de los efectos toxicos de los tratamientos
antes usados.
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6. OBJETIVOS.

1. Observar los cambios fisicos que se presenten en los ojos de los ratones, durante el
transcurso del tratamiento, y llevar un control de peso para verificar si los medicamentos
ocasionan disminucion de peso o hiporexia.

2. Observar si la infiltracién linfocitica a nivel glandular disminuye después de haber
terminado el tratamiento, realizando indices glandulares y obteniendo las glandulas afectadas
(lagrimales y submaxilares) para la realizacion de cortes histoldgicos.

3. Observar cortes histoldgicos de higado, rifién y bazo, con el fin de verificar si existe algun
cambio en la estructura del tejido.

4. Observar si hubo cambios con las diferentes dosis.
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7. HIPOTESIS.

Se espera que conforme los ratones CD1 et/et, sean tratados con los medicamentos, metotrexate y
fosfato de cloroquina (Aralen), durante el tiempo determinado para el estudio, se pueda prevenir
la enfermedad, en caso de no lograrse la prevencion y presentarse dicha patologia, la
sintomatologia sea de menor intensidad y por lo tanto disminuya la inflamacién y la consecuente
infiltracion linfocitica.

TIPO DE ESTUDIO: Descriptivo, prospectivo, observacional, longitudinal.
POBLACION: 36 Ratones hembra de la cepa CD; et/et, de 4 a 6 semanas de edad, criados en el
bioterio de la FES Zaragoza campus Il, a los que con objeto del estudio se trasladaran y

mantendran durante el tiempo requerido en el lugar de experimentacion, laboratorio de
Inmunologia L - 313 de dicha institucion.

CRITERIOS DE INCLUSION: Ratones hembra de 4 a 6 semanas de edad, denominados pelones
0 desnudos de la cepa CD; et/et.

CRITERIOS DE EXCLUSION: Ratones machos pelones 6 desnudos de la cepa CD; et/et.

VARIABLE DEPENDIENTE: Dosis de los medicamentos empleados y tiempo estipulado para
el estudio.

VARIABLE INDEPENDIENTE: La variabilidad sintomatoldgica de la poblacién manejada.

21



8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Se seleccionaron aleatoriamente tres grupos de ratones, de un total de 16, todas hembras
de la cepa CD; et/et (pelones 6 desnudos) provenientes del bioterio de la FES Zaragoza
campus I1. El grupo 1 contenia 5 ratones, los otros dos grupos 4 ratones respectivamente,
y se utilizaron ademas 3 ratones que sirvieron como referencia, a los que se les denomind
como testigos, a los ratones de los grupos 1, 2 y 3 se les marcaron con muescas
permanentes en las orejas, y con lineas en las colas, de distintos colores para diferenciar a
los 3 grupos de cada uno y de los testigos.

Se realizaron los calculos pertinentes para la preparaciéon de una solucion de metotrexate
y fosfato de cloroquina (aralen), a una dilucion 1:10 determinando la dosis a administrar
a cada raton de acuerdo a su peso corporal utilizando la relacion mg de farmaco / g de
raton.

Se llevo a cabo la misma linea de investigacién con otro grupo de 20 ratones hembra
desnudos 06 pelones de la cepa CD; et/et, llevando a cabo la misma secuencia de trabajo
se seleccionaron aleatoriamente a 3 grupos, el primer grupo contenia 5 ratones, el
segundo grupo contenia 7 ratones y el tercero 5 ratones, y se utilizaron 3 ratones mas
como testigos, adecuando la dosis a cada raton de acuerdo a su peso corporal
considerando la relacion mg de farmaco / g de ratdn, después para calcular en mililitros
la cantidad de farmaco que se administrd, se utilizo la relacion 0.3 mL / 30 g de raton y
con una regla de tres se obtuvo la equivalencia considerando el peso del raton, ya que se
pesaba a los animales cada lunes y viernes antes de cada dosificacion.

A los tres grupos se les administré por via oral, con ayuda de sondas géstricas, placebo
(agua destilada), metotrexate y fosfato de cloroquina, respectivamente.

Al grupo nimero 1, se les administr6 una dosis de 0.25 mL de placebo (agua destilada).
Al grupo 2 se les administro una dosis calculada de metotrexate de acuerdo a la relacion,
0.3 mL de farmaco / 30 g de ratén y la equivalencia con el peso de cada raton integrante
del grupo.

Al tercer grupo se le administré una mezcla, asi denominada porque consistia de fosfato
de cloroquina (aralen) y metotrexate, se dejo transcurrir 5 minutos entre la primera
dosificacion con aralen y la segunda con metotrexate, se utiliz la cantidad de mL de
farmacos siguiendo la misma relacion 0.3 mL de farmaco/ 30 g de raton determinando la
equivalencia con el peso de cada raton.

Al grupo de testigos simplemente se les mantenia en un ambiente pulcro, con su
alimento y agua, porque sirvieron como referencia, para la comparacion de resultados,
entre ratones tratados y sin tratamiento.

El placebo y el fosfato de cloroquina se administraban diariamente (L a V), y el
metotrexate cada tercer dia (L, M, y V).

Se dejo6 descansar a los ratones el fin de semana (sin administracién de farmacos) con la
finalidad de no provocarles una toxicidad acelerada por el uso de metotrexate
principalmente, y evitar un poco el factor estrés provocado al inocularlos. Se llevo a
cabo un registro de cambios, observados principalmente en los 0jos y en el peso.

Se observaron los cambios en los ojos de los ratones durante el tratamiento, que de
acuerdo a los sucesos ocurridos en la exocrinopatia, se reportaron de acuerdo al avance
obtenido, como: sano, inflamado, catarata 6 perdido.

Terminado el tiempo estipulado para el estudio, que tuvo una duracion de 4 meses, para
cada experimento; los ratones se pesaron, se sangraron a blanco, para la obtencion de las
muestras de sangre, y se sacrificaron, posteriormente por centrifugacion y separacion se
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obtuvo el suero, que se mantuvo en refrigeracion para los estudios concernientes
posteriores.

Se extirparon el higado, los rifiones, el bazo, y las glandulas submaxilares y salivales, se
pesaron los 6rganos y las glandulas y se calcularon los indices organolépticos de higado
(hepatico) de rifibnes (renal) y de bazo (esplénico), determinados en porcentaje, con la
relacion peso del 6rgano / peso del raton X 1000.

Para la determinacion del porcentaje de los indices glandulares. Se utilizé la relacion
peso de las glandulas / peso del ratén X 10,000

Los drganos y las glandulas, se mantuvieron en formalina en PBS al 10 %, hasta realizar
los cortes histoldgicos; al extraer los érganos, se lavaron con PBS para eliminar la sangre
adherida a los drganos. Se introdujeron en frascos debidamente etiquetados con el
numero del grupo y del raton, los 6rganos se dejaron sumergidos de 2 a 3 dias, en una
solucién de Bouin, después se transfirieron a la solucion de formalina en PBS al 10%,
posteriormente, se realizaron los cortes histologicos y se observaron al microscépio.
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9. DIAGRAMA DE FLUJO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Elegir aleatoriamente tres grupos de Se macaon  oon
primer estudio, y 20 del segundo > oon liness en las oolas _— damm(NM)Md pes0 ck
depositandolos en las cajes marcadias para diferenciar a cada feitn de acuerdo a la rekean03mi/30g,
comocajal, 2y 3 respectivamente. Q0.
Se llevd un control de peso cada El placeho v o fosfio de
lunes y viemes y se adecuaron las cIoroFc)quina y (Avalen) % Al grupo 1, se le administré un placebo (agua
dosis de acuerdo al peso antes de administaron diariamente (L a destilack), al grupo 2, metotrexato y al tercer
cada suministro de medicamentos. V), y €l metotrexaio cada teroer grupo unamezcla que consiste en: fosfato de
FARYEYS cloroquina (Aralen) y metotrexate.
Se extrajeron higado, bazo y rifones, se limpiaron
Se observaron los cambios en los 0jos . . con PBS, se adliciond solucidn de Bouin durante 2
de los ratones, y se informaron como > gﬁm‘;@m 'Osa”'@me’ifgm - 3las; después asolucion ce formalinaen PBS
sano, inflamado, catarata, ¢ perdido. i ’ ye I 10 % para preservario. Se reslizaron los cortes
' histoldgicos y latincion para su observacion.
\_/
Observar al
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10. MATERIALES Y METODOS.

Se seleccionaron 36 ratones de la cepa CD; et/et (desnudos ¢ pelones) todas hembras, de 4 a 6
semanas de edad, criadas en el bioterio de la FES Zaragoza campus Il, los ratones fueron
seleccionados aleatoriamente, para lograr la constitucion de 6 grupos, 3 grupos utilizados en el
primer experimento y 3 grupos para el segundo. Cada raton fue enumerado con una o varias
lineas en la cola dependiendo del nimero correspondiente a cada raton, también se les hicieron
muescas para lograr diferenciar a los ratones de cada grupo para que no existiera ninguna
confusion al formar los mismos, y para saber a cual de éstos pertenecia cada raton.

Los ratones se depositaron en jaulas de plastico provistas de una reja metalica especial en donde
se les depositaba comida y agua (electropura) diariamente, se les acondicionaron las jaulas con
una “cama” de aserrin esterilizado, el cual se les cambiaba cada tercer dia.

Los ratones se pesaban cada lunes y viernes en una balanza granataria provista de una canastilla
metalica con tapa y se reportaban todos los registros con fecha en la bitacora de trabajo.
Posteriormente se les administr6 oralmente con sondas gastricas las dosis calculadas de los
medicamentos en estudio.

Los medicamentos se calcularon en base a la dosis en un humano adulto con un peso corporal de
70 kg , adecuando dichas dosis al peso aproximado de un raton de 30 g de peso.

11. Anticuerpos y otros reactivos utilizados en la citometria de flujo.

Los anticuerpos utilizados en la citometria de flujo fueron de la marca Beckton Dickinson; anti-
CD4+ de ratén marcado con isotiocinato de fluoresceina (FITC)®%“?, anti-CD8+ de ratén unido a
ficoeritrina (PE)®%*%, anti-B 220 de ratén unido a PE. La anexina-V se utilizé acoplada a FITC.
El amortiguador salino de fosfatos PBS pH = 7.2 (PBS: 8g NaCl, KCI 0.2g, Na;HPO,41.15 g/L)
fue preparado y filtrado en el laboratorio en donde se llevaron a cabo todas las determinaciones.

12. Anélisis por citometria de flujo.

El equipo utilizado para trabajar la citometria de flujo®®*® fue un FACS calibur (Beckton —
Dickinson, San José California), con el programa cellQuestPRO. En el diagrama de puntos vs.
Granularidad, se delimito la region correspondiente a los linfocitos, y se adquirieron 10,000
eventos de ésta region para cada muestra.

12.1 Inmunofenotipo.

Las muestras fueron analizadas en un intervalo de tiempo menor a una hora.. El conjugado con
fluorocromo FITC (isotiocinato de fluorocromo) fue analizada en el canal FL1, y la tincion con
yoduro de propidio (PI) se analiz en el canal FL2. Los resultados se presentan como el
porcentaje de linfocitos T y B presentes en la muestra®?.

12.2 Apoptosis.

Para la determinacion de apoptosis se utilizd Anexina V®*3*% una proteina de unién a
fosfolipido dependiente de Ca*?, que tiene la capacidad de unirse a la fosfatidilserina®=?), la cual
es una molécula que se encuentra orientada hacia el interior de la membrana celular, y cuando la
célula entra en el proceso de muerte celular programada (apoptosis), uno de los eventos

26



tempranos es la exposicion de fosfatidilserina hacia el exterior de la membrana celular. Debido a
este cambio en la simetria de la célula®®, se ha desarrollado un método que permite detectar la
presencia de dicha union por el método de citometria de flujo, la Anexina V es una molécula que
no es capaz de difundir a través de la membrana, y que tiene una alta afinidad por la fosfatidil
serina, por lo que aquellas células que se encuentran marcadas con anexina V, seran las que se
encuentran en apoptosis®®39. La deteccién de anexina V se puede acompafiar de una tincién con
yoduro de propidio, lo cual nos permite saber si la integridad de la membrana se ha perdido. Esto
permite conocer si la célula se encuentra en una etapa temprana de la muerte celular, o si se
encuentra en una etapa tardia en la cual ya se encuentra presente la necrosis secundaria.

La anexina V puede ser acoplada a fluorocromo, y de esta manera puede usarse en citometria de
flujo“?. Las células de bazo fueron tefiidas con Anexina V — FITC, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante; se tomaron 4 x 10 ° células de bazo, se les agregd 100 pL de
amortiguador de unién 1x (10mM Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl,,

2.5 mM CaCl,), posteriormente se les afiadieron 3 pL de anexina V unida a FITC, y se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en la obscuridad. Transcurrido el tiempo se
resuspendieron con 300 uL de amortiguador de union 1x, y se les adicioné 3 uL de yoduro de
propidio (PI) a una concentracion de 1 ug / mL, para excluir a las células necréticas (anexina —
positivas, Pl- positivas).

Las muestras fueron analizadas inmediatamente dentro de un intervalo de 30 minutos, en el
citometro de flujo. La tincion de anexina — V unida al conjugado fotocromatico FITC fue
analizada en el canal FL1“? y Ia tincién con PI (yoduro de propidio) fue analizado en el canal
FL2“9 después de la compensacion electrénica para evitar sobreposicion de los espectros de
emision. Los resultados se presentan como el porcentaje de células linfoides apoptéticas
presentes en la muestra, asi como también un porcentaje de células necroticas secundarias.

13. Preparacion de los tejidos para histologia.

Primero se llevé a cabo la fijacion®*** utilizando una porcién de los érganos extraidos, se
etiquetaron y se fijaron con formalina al 10 % en PBS, durante un tiempo minimo de 1 semana.
Para la deshidratacion®?, primero se extrajo el 75 % del agua del tejido, para lo cual las muestras
se sometieron a concentraciones gradualmente crecientes de etanol (70°, 96°) se mantuvieron
dentro de cada solucién a temperatura ambiente, durante un lapso de 50 minutos, hasta obtener
su deshidratacion total“®.,

En el proceso de inclusion®®Y, ya terminada la deshidratacion, los tejidos se colocaron en
parafina, la cual se mantuvo durante todo el proceso a temperatura de fusion, la cual oscilé entre
56 - 60° C. Una vez embebidos los tejidos de parafina, se colocaron en moldes, a los cuales se les
vacio mas parafina, para terminar el rellenado del molde, y por dltimo se les permitidé su
solidificacion.

Posteriormente se llevd a cabo la microtomia, ya que habia endurecido la parafina, se separaron
los blogues del molde y se recortaron para exponer el tejido embebido; se montaron en el
microtomo, y se obtuvieron cortes finos con un espesor de 3-4 um, dichos cortes tienen cierta
tendencia a pegarse en una banda continua, de modo que el borde posterior de una seccién se
adhiere al interior de la siguiente banda; las bandas obtenidas se hacen flotar en agua tibia con un
poco de gelatina, lo que ejerce un efecto de planchado y entonces pueden recogerse
perfectamente extendidas sobre un portaobjetos, finalmente se colocaron dentro de la estufa a
30°C, con la finalidad de que el corte tuviera una mucho mayor adherencia al portaobjetos.
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En el siguiente paso perteneciente a la tincion y montaje, se elimino el agente de inclusion, y
posteriormente se pasaron dentro de etanol absoluto por concentraciones decrecientes de (96°,
70°) para permitir nuevamente su hidratacion. Por ultimo se realizo su tincion con hematoxilina
(H) y eosina (E) y una vez mas se deshidrataron, aclararon y montaron.

Para el estudio histopatoldgico®®*®, se utilizaron las glandulas salivales y lagrimales obtenidas
de los ratones tratados CD1 et/et, que fueron preservadas en formalina al 10 % en PBS, a
continuacion de la fijacion del tejido, este es deshidratado en soluciones de etanol a distintas
graduaciones y empotrado en parafina, las secciones se cortaron para lograr laminillas de 5 um,
utilizando un microtomo rotatorio, posteriormente se tifieron con eosina y hematoxilina y
finalmente las secciones obtenidas de los tejidos se observaron al microscopio, para su
evaluacion.

14. Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico SPSS para windows®? 10.0,
aplicando estadistica descriptiva, andlisis de varianza (ANOVA de una via) , utilizando las

pruebas post-Hoc de tukey —HSD, y prueba no paramétrica de Spearman considerando un nivel
de significancia de (p < 0.05).
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15. RESULTADOS

Utilizando el programa SPSS®? para windows 10.0 se obtuvieron los siguientes resultados del
analisis estadistico para el cudl se utilizd; estadistica descriptiva, ANOVA de una via (analisis de
varianza), comparacion maltiple de Tukey HSD y Correlacion no paramétrica de Spearman.

Al llevar a cabo la estadistica descriptiva del parametro de indice renal que presentd diferencia
significativa, se observo que el grupo que mostré6 menor valor de media, fue el de los ratones
inoculados con placebo, y el mayor valor, lo obtuvo el del grupo inoculado con la mezcla como
se muestra en la tabla 1 (ver anexo).

En los resultados de indice renal, se muestra que existe una diferencia significativa entre el grupo
de placebo y en el grupo de la mezcla, esto indica que el tamafio de los rifiones de los ratones
inoculados con placebo fue menor que el de los ratones inoculados con la mezcla como se
observa en la tabla 2.

Posteriormente se observaron las diferencias significativas de ambos parametros ya mencionados,
comparativamente el placebo y la mezcla tabla 3.

Se llevaron a cabo las correlaciones no paramétricas de Spearman, en las cuales se asociaron los
pardmetros estudiados en pares o binomios con el fin de encontrar diferencias significativas que
ayudaran a explicar la teoria de Spearman que explica que cuando existe una diferencia
significativa y ésta resulta positiva hay un incremento tanto de este pardmetro como del
correlacionado. y cuando existe una diferencia significativa negativa aumenta la que resultd con
la diferencia significativa mientras que el pardmetro correlacionado disminuye, o en otros
términos, dicha disminucion se aprecia en el numero de células presentes en los drganos y
glandulas en estudio, asi como en el tamafio de los mismos, que al correlacionarse se encontrara
alguna relacién celular con el érgano o la glandula afectada. Dichas correlaciones son mostradas
en la tabla nimero 4.

En lo que respecta al tratamiento 2, se llevo a cabo la misma dinamica, al realizar la estadistica
descriptiva, ANOVA de una via, comparacion mdltiple de Tukey HSD, y correlacion no
paramétrica de Spearman.

Se puede apreciar que la media mas alta en lo referente al parametro de peso, pertenece al grupo
de los ratones testigos, siguiendo con el grupo de los ratones tratados con metotrexate, después a
los que se les administrd placebo y finalmente los ratones tratados con la mezcla, observandose
que los ratones que presentaron mayor peso en el transcurso del tratamiento fueron los ratones
testigos y los que sufrieron mayor decremento en peso fueron los ratones tratados con la mezcla,
como puede observarse en la tabla 5.

Se estudio el indice renal, puesto que se observd una diferencia significativa al realizar el analisis
estadistico, en lo referente a las medias resultantes en el parametro de este indice, se observa que
la media més alta se encuentra en los indices renales de los ratones tratados con la mezcla,
siguiendo los ratones testigos, posteriormente los ratones inoculados con metotrexate y por
ultimo se encuentran los ratones administrados con placebo.

Se llevd a cabo la técnica de citometria de flujo, para obtener resultados cuantitativos en
porcentaje de las células estudiadas en la exocrinopatia, entre los que se encuentran los linfocitos
B-220, las células CD4+ y CD8+, apoptosis y células necréticas, después se realizo la estadistica
descriptiva para el parametro de linfocitos B-220, resultando que la media de los ratones tratados
con metotrexate fue la mas alta, continuando la media de los ratones placebo, detras los ratones
tratados con mezcla y por Gltimo los ratones testigo.

Al realizar el analisis de varianza se obtuvieron las diferencias significativas de los parametros
de peso,.indice renal, y linfocitos B-220, mostrados en la tabla 6.
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Se llevaron a cabo las comparaciones multiples a través de los grupos, del pardmetro de peso,
encontrando diferencias significativas entre los ratones testigos contra cada uno de los grupos
contenidos en el estudio, esto es testigo contra placebo, testigo contra metotrexate, y testigo
contra mezcla.

En el caso de indice renal las diferencias significativas estuvieron dadas entre el placebo y
metotrexate, placebo contra mezcla y placebo contra testigos.

Para el caso de linfocitos B la diferencia significativa se encontré entre el grupo de ratones
inoculados con metotrexate y los ratones testigos. (ver anexo tabla 7).

En lo referente a la correlacion de Spearman, se encontraron diferencias significativas al
comparar a los parametros en pares 6 binomios, con el fin de obtener y analizar dichas diferencias
resultantes ya sean positivas o negativas, para distinguir el aumento o decremento de uno de los 2
parametros a correlacionar, que ayudara a deducir lo ocurrido durante el tratamiento dentro de los
organos y glandulas afectados por la enfermedad. Se encontrd que el tratamiento influyé en el
indice renal, el indice esplénico, y en los linfocitos B-220, como puede verificarse en el anexo
(tabla 8).

En lo que respecta al pardmetro de peso, se obtuvieron diferencias significativas al
correlacionarlo con el indice renal, y el indice de glandulas lagrimales.

Las glandulas submaxilares presentaron diferencia significativa al compararlas con las células
CDA4+.

En lo referente a glandulas lagrimales se obtuvieron diferencias significativas al compararlas con
los parametros de células CD4+, CD8+, y linfocitos B-220.

Por altimo se llevaron a cabo los pares conformados por linfocitos B-220 y las células CD8+, las
cuales también mostraron diferencias significativas, asi como el par indice esplénico y las células
CD4+,

Posteriormente se llevo a cabo para el pardmetro de indice renal, una comparacion entre las tres
diferentes cepas de raton CD1, portadores et/+ y ratones pelones et/et, Al realizar la estadistica
descriptiva, se obtuvieron las medias para cada una de las cepas en estudio, la media mas alta fue
la obtenida por los ratones et/et, continta por orden decreciente, la cepa de los ratones portadores
et/+ y finalmente la cepa de los ratones CD1 (ver tabla 9).

Consecutivamente se muestra el andlisis de varianza (anova), que indica la diferencia
significativa de éste parametro analizado de indice renal. (tabla 10).

Para el analisis de la comparacion multiple con el pardmetro de indice renal, se observaron
diferencias significativas al comparar las cepas de ratones et/+ (portadores) con las cepas de
ratones et/et (pelones) y las cepas de ratones CD1 con las cepas de los ratones et/et, dichas
diferencias reflejan el deterioro organoléptico sufrido principalmente por los ratones et/et, en
comparacion con las otras dos cepas (ver anexo, en la tabla 11).
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16. Comparaciéon de cortes histologicos de glandulas lagrimales y de rifion
observados a diferentes objetivos entre ratones CD1, y ratones CD1 et/et

Cortes histoldgicos de glandulas lagrimales.
Fig. a)
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Cortes histolégicos de rifion.
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Figura a). Corte de glandula lagrimal de un ratén CD1 eutimico +/+®%.

Tefidos con hematoxilina (H) y eosina (E) observados al microscopio a 1000 X. Se distingue
adecuadamente la estructura glandular, los acinos bien conformados y delimitados, con una
estructura bien definida.

Figura b). Corte de glandula lagrimal de ratdn et/et, con infiltrado linfocitico.
Tefiidos con hematoxilina (H) y eosina (E), observados al microscépio a 1000 X.
Se observa un foco con infiltrado linfocitico, con un contenido aproximado de 50 células

linfocitarias por foco.

Figura c). Corte de glandula de ratdn et/et, con infiltrado celular importante.
Tefido con hematoxilina (H) y eosina (E) observado a 1000X.
Glandula con gran infiltracidn celular sin apreciacién de focos cuantificables, es mayor el tejido

atrofiado, con pérdida de estructura.

Figura d). Glandula de raton et/et con infiltracion linfocitica abundante.

Tefidos con hematoxilina (H) y eosina (E) observados a 1000 X.

Abundante infiltracion linfocitica, se aprecian aglomeraciones de linfocitos en toda la estructura,
con atrofia total del tejido, y consecuente pérdida de estructura.

Figura 1a). Corte histoldgico de rifion raton CD1 +/+.

Tefidos con hematoxilina (H) y eosina (E) observado al microscopio a 400 X.

La nefrona que es la unidad anatomica del rifion se muestra bien delimitada, pueden observarse
claramente los acinos, los 2 polos; el vascular y urinario, tubulos contorneado distal y proximal
bien definidos, asi como la capsula de Bowman en condiciones normales, en general se muestra
una estructura bien conformada.

Figura 1b). Corte histoldgico de rifidn ratdn et/et.

Tefidos con hematoxilina (H) y eosina (E) observados al microscopio a 400 X.

Se observan focos de infiltrado linfocitico en diferentes regiones, como en la cépsula de
Bowman, tubulos proximal y distal, con observacion difusa de los 2 polos, vascular y urinario,
sin pérdida adn total de la estructura del 6rgano.

Figura 1c). Corte histologico de rifion raton CD1 +/+.

Tefiidos con hematoxilina (H) y eosina (E) observados a 1000 X.

Como se menciond anteriormente en la fig. 5, se observa la anatomia normal del rifién, con un
enfoque detallado de la estructura acinar que reproduce el funcionamiento normal de ésta
estructura.

Figura 1d). Corte histoldgico de rifidn ratdn et/et.

Tefido con hematoxilina (H) y eosina (E) observados a 1000 X.

Se observa una atrofia en los polos vascular y urinario con una infiltracion linfocitica abundante,
musculo degenerativo, cipsula de Bowman rota, tubulos proximal y distal con un &rea invadida
por linfocitos, acinos delimitados con infiltrado linfocitario.
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17.ANALISIS DE RESULTADOS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, al realizar la estadistica descriptiva® se muestran las
medias de cada grupo utilizado en el tratamiento, estas fueron determinadas por los datos
derivados de los indices renales, para corroborar los sucesos ocurridos durante el estudio, se
muestra en la tabla que la media de los ratones tratados con la mezcla en el parametro del indice
renal, es la mas alta, lo que explica que éstos ratones pudieron haber sufrido edematizacion, e
inflamacion, por la presencia de complejos inmunes®, y los sucesos producidos por la
enfermedad, continda la media de los ratones testigos lo que supone que estos ratones
desarrollaron el sindrome, aunque no mostraron reduccion en peso y tamafio de dicho 6rgano,
puesto que el rifidn al deteriorarse se comprime y se observa necrosis.(ver tabla 1 del anexo).

En el anélisis de varianza (ANOVA)®? se detectd una diferencia significativa de 0.025 (P <
0.05) en el parametro de indice renal, dato importante para realizar el analisis ya que en base a
este resultado se logro verificar el funcionamiento del tratamiento (tabla 2). En lo que respecta a
la comparacion multiple se detect6 especificamente entre los ratones a los que se les administrd
placebo y mezcla la diferencia significativa mostré un valor de 0.037 (P < 0.05). El efecto del
tratamiento se verifica con este resultado ya que se evitd la constriccion del 6rgano, aunque el
tamafno de los rifiones en estos ratones tratados es mayor lo que precisa que presentaron
inflamacidn a consecuencia del progreso de la enfermedad.

En cuanto a los resultados obtenidos en la correlacién no paramétrica de Spearman®®, se
obtuvieron diferencias significativas en algunos de los parametros; en el caso de la correlacién
entre las células apoptdticas, y glandulas lagrimales, no se obtuvo diferencia significativa.

En el binomio de indice hepatico y linfocitos B, no se observd diferencia significativa.

En la correlacion dada entre indice hepatico y las células CD4+“Y, existe una diferencia
significativa negativa, que indica que mientras aumenta el indice hepéatico el nimero del
marcador CD4+ disminuye®?, puesto que las células CD4+, estan siendo destruidas, por el efecto
del tratamiento®***%®). Entonces el higado continua con sus funciones metabélicas normales, sin
que se hallan observado alteraciones importantes, como necrosis, y por lo tanto disfuncién
hepética.. En relacion al binomio linfocitos B y células necréticas no existe una diferencia
significativa entre ambos parametros, lo mismo sucede con el par tratamiento y células
apoptéticas.

En el binomio tratamiento e indice hepatico®**® se observé una diferencia significativa
positiva entre ambos parametros, lo que indica que mientras continte el tratamiento el indice
hepatico aumenta®?, esto podria deberse a que los medicamentos a nivel orgénico generan una
disminucion en la infiltracion celular en el 6rgano, sin embargo el higado no mostré dafio severo,
aunque la inflamacién recurrente tiende a ocasionar edematizacion, el aumento de el indice
hepatico mostrd que los medicamentos controlan la inflamacion evitando que los 6rganos entren
en necrosis perdiendo su forma y su tendencia a comprimirse®, perdiendo con esto su
funcionamiento total.

En cuanto al resultado de la correlacion de tratamiento e indice renal se observd una diferencia
significativa positiva®?, lo que significa que el tratamiento influyé para que existiera un aumento
en el indice renal, ya que los ratones testigos (sin/tratamiento) presentan en comparacién con los
ratones tratados una funcionalidad paulatinamente deteriorada, ya sea por que dichos 6rganos se
ven severamente afectados por la infiltracion linfocitica®** recurrente, a tal grado que los
organos al sufrir un deterioro en su estructura tienden a comprimirse o a hacerse mas pequefios y
desencadenar problemas tales como la destruccion de la estructura acinar®®, consecuente
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destruccion del glomérulo, asi como una total disfuncion renal con sus implicaciones como
regulador de todos los fluidos corporales y la homeostasis®+***®. Se demuestra con la
comparacion anterior entre los ratones tratados y los testigos que al metabolizarse los
medicamentos en el higado, y después excretarse a nivel renal, se not6 una mejoria en el
funcionamiento endocrino.

En cuanto a la correlacion dada entre tratamiento y edad no existe una diferencia significativa
en ambos parametros.

Al correlacionar la edad con el peso, se obtuvo una diferencia significativa positiva que indica
que a mayor edad, el peso de los ratones aumenta, obviamente en el caso de animales sanos®”
gue no mostraron signos y sintomas de la enfermedad, algunos ratones al inicio del tratamiento,
presentaban un peso bajo, que después se iba incrementando, y viceversa algunos de los ratones
lucian mayor peso al inicio del tratamiento, el cudl decrecia paulatinamente al transcurrir el
mismo, o bien otros presentaron aumento y disminucién de peso, 0 sea altas y bajas subitas, ya
sea por hiporexia o por estrés**>19).

El indice renal en correlacion a las células CD4+ ®*Y mostré una diferencia significativa
negativa, que indica que el indice renal aumenta mientras que el porcentaje de células de
superficie CD4+ disminuye, lo que indica que dichas células CD4+, estan siendo destruidas, al
Ilevarse a cabo la muerte de los linfocitos T, por los medicamentos empleados, lograndose una
mejoria a éste nivel, puesto que disminuye la infiltracion que como consecuencia destruye a los
Organos.

En la correlacién de glandulas submaxilares con células CD8+, se puede observar una
disminucién en el nimero de células CD8 citotoxicas“**?, al obtenerse un coeficiente de
correlacion negativo, lo que indica que al existir un aumento en el tamafio de la glandula
disminuye el numero de células citotdxicas, quizas porque al tratarse con fosfato de cloroquina
(aralen)®®, las interleucinas 4,5,6,10 y 13(subtipo Tn1)“?, inhiben la produccién de IL-2
(incluso IFN-y y TNF) que a su vez se encargan de aumentar el nimero de células CD8+
citotoxicas, mostrandose con esta inhibicion de células citotoxicas, uno de los efectos producidos
por el tratamiento empleado, al reducirse la destruccion acinar®” y estructural de las glandulas,
evitando con esto la constriccion glandular.

En lo que respecta a la correlacion de indice renal y células apoptéticas®™>® se obtuvo una
diferencia significativa negativa que indica que mientras el indice renal aumenta el nimero de
células apoptoticas disminuye, debido a que el proceso de muerte celular programada se lleva a
cabo sin alteraciones que aceleren este proceso normal. (Las correlaciones de Spearman se
presentan en la tabla 4 del anexo).

En lo concerniente al experimento 2.- se muestra la estadistica descriptiva® de 3 parametros de
los cuales se obtuvieron diferencias significativas, estos son; peso, indice renal y linfocitos B, en
esta tabla se denotan las medias para cada uno de los grupos contenidos en el tratamiento, la
media mas alta es la obtenida con los pesos de los ratones testigos, lo cual indica que estos
ratones no se vieron tan afectados por la enfermedad que también no se presenta en todos los
animales en estudio, pero que como se observo en el experimento anterior éstos si sufrieron altas
y bajas de peso, contintan en media decreciente los ratones tratados con metotrexate, los ratones
inoculados con placebo y los que mas sufrieron de cambios en el peso fueron los ratones tratados
con la mezcla.(tabla 5 del exp.2 del anexo)

En lo referente al indice renal las medias de los ratones testigo, mezcla y metotrexate se muestran
muy equivalentes en sus resultados, lo que indica que el tamafio de los drganos de estos animales
son comparativamente muy similares, las diferencias en los resultados estriban en cantidades
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decimales, que no afectan las diferencias de los grupos, la media de los ratones placebo fue la
mas baja y se encuentra por debajo de la mitad de los demas grupos, por lo que se deduce que
sufrieron una determinada disminucién en el tamafio de estos érganos, con lo que se corrobora
que la enfermedad conlleva a una disfuncién y consecuente destruccion organoléptica reflejada
en la reduccion de los 6rganos.(resultados en la tabla 6).

En lo que respecta a las medias obtenidas al estudiar el parametro de linfocitos B-220, la media
méas elevada se observd en el grupo de los ratones administrados con metotrexate, estos
resultados estan basados en lo obtenido en la técnica de citometria de flujo“®, como porcentaje
de linfocitos B-220, se deduce que el proceso de proliferacion celular, con la infiltracion, y la
activacion de células T cooperadoras para la diferenciacion®®*?, y estimulacion de células B,
aunado a la gamaglobulinopatia recurrente en el sindrome, se localiza mas alto en los ratones
medicados con metotrexate, ya que con la eliminacion de células CD4+, da la impresion de que
los linfocitos B disminuyen, aunque esa destruccion celular lo que provoca es que aumente la
respuesta humoral.(tabla 6)

Se realizé el andlisis de varianza ANOVA®?, obteniéndose diferencias significativas en los
parametros de: peso, indice renal y linfocitos B 220. Posteriormente se realiz6 una prueba entre
grupos para analizar el parametro de peso, de los cuales se obtuvo que las diferencias
significativas se encontraban especificamente, entre los ratones testigo y placebo, testigo y
metotrexate, testigo y mezcla, denotandose estas diferencias, ante los resultados obtenidos en
los ratones testigos (sin tratamiento) deduciendo que la inoculacion por via oral, causa un grado
de estrés'® en los animales a los que se les administré tanto medicamento como placebo,
comparativamente entre los grupos placebo y metotrexate al inocular agua y el farmaco dio el
mismo resultado en los pesos de ambos, y al inocular la mezcla fue més fuerte el grado de estrés
sufrido por los ratones, por las dos inoculaciones consecutivas llevadas a cabo, otro factor
influyente fue la edad de los ratones testigos que en principio, eran mayores que los utilizados en
el tratamiento, y los ratones empleados para este estudio, tenian entre 4 y 6 semanas de edad.

En el caso del indice renal en las comparaciones multiples®?, se obtuvo diferencia significativa
entre los grupos placebo y metotrexate, placebo y mezcla, y entre placebo y testigo, indicando
con esto que los ratones inoculados con placebo, presentaron un dafio mayor, que los ratones
tratados y los ratones testigos, quiza a consecuencia de factores neuropatolégicos y de estreés.

En lo que respecta a la diferencia significativa obtenida en el pardmetro de linfocitos B 220, esta
diferencia esta dada entre los grupos a los que se les administr6 metotrexate y los ratones
testigos, quizd por la presencia de gamaglobulinopatia, ocurrente en el desarrollo de la
enfermedad, marcada con mayor fuerza en los ratones testigos.(estos resultados pueden
observarse en la tabla 7 del anexo).

En cuanto a la correlacién no paramétrica de Spearman®?, en el binomio conformado por
tratamiento e indice renal, se detecté una correlacion positiva®, deduciendo que mientras el
tratamiento continde, el indice renal aumenta, esto quiere decir que a medida que transcurre el
tiempo con la administracion del tratamiento, existe una mejoria a nivel renal, entre los diferentes
grupos; puesto que bajo las condiciones del propio sindrome la infiltracion linfocitica destruye la
arquitectura misma del 6rgano®°®, provocando una disfuncién paulatina de éstos mismos,
encargados de la regulacion y el equilibrio de todos los fluidos corporales. Como se observa en la
figura n° 6 y 8 del apartado sobre cortes histoldgicos de rifidn, la infiltracion linfocitica en éste
organo, y la pérdida constante de la estructura, asi como también la pérdida consecuente de las
funciones principales“®****%: tales como: I) la formacién de la orina, 2) la regulacién del
equilibrio hidroeléctrico, 3) regulacién del equilibrio &cido — base, 4) excrecion de los productos
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de desecho del metabolismo proteico, 5) funcion hormonal y 6) conservacion proteica; se
derivan del mal funcionamiento de rifiones afectados por el sindrome.

De acuerdo con lo obtenido en relacion a la diferencia significativa para este par de parametros se
mencionaba un indice renal aumentado, lo que induce a pensar que el rifidn se mantuvo en
mejores condiciones durante el transcurso del tratamiento, al no sufrir constriccion.

En la correlacion conformada por tratamiento e indice esplénico no existe diferencia
significativa, entre ambos parametros.

En relacion al binomio tratamiento y linfocitos B, existe una correlacion negativa, lo que
implica que el porcentaje de linfocitos B disminuye con respecto al tratamiento, tal vez porque de
acuerdo a lo observado, el porcentaje de linfocitos B“? se nivela en niimero con los marcadores
CD4, y por lo tanto hay una disminucion en los sucesos inmunoldgicos por parte de las células T
cooperadoras, con la intervencién de la inhibicién de las células Tu1“?, principalmente de la IL-
268 para lograr la disminucion de linfocitos B, aunque existe el antecedente de que el sindrome
resulta en una hiperactividad de los linfocitos B con la consecuente produccion de
autoanticuerpos 'y complejos inmunes. Por lo que con este antecedente de
hipergamaglobulinemia®, y ante esta disminucién de linfocitos B, se puede precisar el
funcionamiento de los medicamentos a nivel organico sistémico.

En el par peso e indice renal no hay diferencia significativa entre ambos parametros, en cuanto
al binomio peso y glandula lagrimal tampoco existe diferencia significativa, lo mismo ocurre
con el binomio glandula submaxilar y células CD4+, y con los pares glandula lagrimal y
celulas CD4+, y glandula lagrimal y células CD8+.

En el par glandula lagrimal y linfocitos B existe una diferencia significativa positiva®, que
indica que mientras la glandula lagrimal aumenta en proporcion (tamafio) el porcentaje de
linfocitos B aumenta, esto debido a que la glandula se encuentra inflamada por la infiltracion
linfocitica recurrente, y los anticuerpos estén tratando de contrarrestar a los autoanticuerpos, y
esto se vea reflejado en el porcentaje aumentado de los mismos linfocitos B, aunque para este fin
hay una respuesta positiva por parte de los medicamentos ya que experimentalmente una glandula
que sufre destruccion por este tipo de enfermedades autoinmunes tiende a presentar compresion
fisica o disminucion de tamafio por la afeccién, asi como una disfuncion exécrina®, como se ha
mencionado anteriormente.

De acuerdo a los resultados obtenidos del binomio Linfocitos B y células CD8+, existe una
diferencia significativa positiva que precisa que al aumentar el porcentaje de linfocitos B aumenta
el porcentaje de células CD8+“Y esto quizas debido a que al activarse las células T cooperadoras
producen linfocinas solubles que pueden regular las actividades de los linfocitos B“?, de los
monocitos-macrofagos y de otra células del sistema inmunitario. La célula T coopera para
producir la diferenciaciéon de la célula B a través del contacto directo entre los dos tipos de
celulas que da como resultado la estimulacion directa de los receptores en las células B y expone
a la célula B a grandes concentraciones locales de linfocinas derivadas de T+“?. En su encuentro
inicial con el antigeno las células T cooperadoras producen IL-2, y esta interleucina 2 aumenta la
proliferacion de células CD8+“?.

En lo que se refiere al binomio indice esplénico y células CD4+“44%% se obtuvo una diferencia
significativa negativa, lo que explica que mientras aumenta el indice esplénico hay una
disminucion en el porcentaje de células CD4+, esto debido a que dichas células CD4+, estan
siendo destruidas por el tratamiento, el bazo filtra la sangre ?/ reacciona inmunoldgicamente
frente a los antigenos transportados en el torrente sanguineo®™*®, debido a la presencia de
autoanticuerpos, linfocitos, y neutrofilos (infiltracion linfocitica) presentes en la exocrinopatia,
existe una diseminacién a nivel sistémico, el bazo®®, es un 6rgano importante que funciona como
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reservorio de linfocitos T y hematies que terminan de madurar en este sitio, y estan preparados
para cuando exista el ataque del antigeno. (resultados de la correlacion de Spearman, ver tabla 8).
De acuerdo a los resultados obtenidos en la comparacion de las tres diferentes cepas de ratones,
derivadas de los ratones eutimicos CD1, las cuales se denominan la cepa de ratones CD1, raton
portador et/+ y ratones pelones et/et, se obtuvieron las medias de cada cepa, logradas con los
indices renales, lo cual indica que los ratones et/et fueron los que mostraron un mayor tamafo y
contenido en peso, demostrando que la inflamacion ocasionada por la infiltracion linfocitica,
origin6é que sufrieran edematizacion, y aumento de tamafio, asi como un peso mayor por la
disfuncion, y la consecuente destruccion renal.(como puede observarse en los resultados de la
tabla 9 del anexo).

Al comparar a las tres diferentes cepas se obtuvo que existe una diferencia significativa al llevar a
cabo las comparaciones multiples, dichas diferencias estan definidas entre la cepa et/et y la cepa
et/+, asi como también fueron observadas las diferencias significativas entre los ratones CD1 y
los ratones et/et, claramente puede demostrarse que los ratones et/et, son los mas afectados por
las enfermedades de tipo autoinmune ya que carecen de un timo normal, y por lo tanto tienden a
ser inmunosuprimidos, y blanco de cualquier microorganismo patdégeno que los infecte.
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18.CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos en la experimentacion farmacoldgica en la que se evaluo a los
medicamentos metotrexate y fosfato de cloroquina (Aralen), se encontré que los medicamentos
destruyen células citotoxicas CD8+, y marcadores celulares como es al caso de las células CD4+,
y controlan la proliferacion linfocitica, los objetivos del experimento fueron cumplidos en su
totalidad, aunque no se logro prevenir la enfermedad, ni tampoco erradicarla, puesto que los
ratones presentaron los sintomas del SS, hasta el fin de su existencia, los hallazgos encontrados
fueron los mencionados anteriormente, al atacar a nivel celular el descontrol total de los
mecanismos de autoinmunidad, a nivel de 6rganos, como los analizados en este estudio, se
demostré que el tratamiento influyé para que los mismos no perdieran su forma sufriendo
constriccion, aunque antes de presentar el encogimiento se inflaman, se edematizan vy
consecuentemente se destruyen hasta llegar a la pérdida de funcionalidad, sin embargo los
medicamentos actuaron de manera que se controlara esa inflamacion destruyendo a las células
encargadas de segregar agentes mediadores de la inflamacién.

Los resultados no son tan variables en lo referente a los dos experimentos utilizando diferentes
dosis, aunque no existe una erradicacién de la enfermedad, el tratamiento desacelera los procesos
de proliferacion linfocitica, y citotoxicidad celular; a nivel de destruccion glandular no se
lograron diferencias con los ratones testigos sin tratamiento, esto se demuestra en los cortes
histoldgicos realizados, la infiltracion sigue invadiendo a las glandulas y las destruye, con lo que
se concluye que los medicamentos pueden utilizarse para tratar la enfermedad, pero tal vez podria
probarse el tratamiento por un mayor tiempo, y con un nimero mayor de ratones, para probar y
demostrar otros efectos que tal vez no fueron visualizados por que fue corto el tiempo para este
estudio.
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20.ANEXO:

Se obtuvieron los siguientes resultados para el tratamiento 1.

Tabla 1 Estadistica descriptiva, ANOVA de una via y Comparacién multiple TUKEY HSD.

IND.RENAL
Intervalo de confianza 95 % para
media.
Media Desv. Error | Valores inferiores | Valores superiores
N Std std
et/et placebo 5 1.2420 .1662 7.432E-02 1.0356 1.4484
metotrexate 3 1.3000 1127 6.506E-02 1.0201 1.5799
mezcla 3 1.6133 2146 1239 1.0804 2.1463
et/et testigo 3 1.5500 9.539E-02 5.508E-02 1.3130 1.7870
Total 14 1.4000 .2157 5.766E-02 1.2754 1.5246

*Medias obtenidas en promedio a los pesos de cada ratdn, con respecto al grupo al que pertenecen ya sea placebo, metotrexate, mezcla y testigos.

Minimo Maximo
et/et placebo 1.14 1.53
metotrexate 1.23 1.43
mezcla 1.47 1.86
et/et testigo 1.44 1.61
Total 1.14 1.86
Tabla 2. de ANOVA
Suma de df Media F Sig.
cuadrados cuadrada
IND. RENAL
Entre grupos .359 3 120 4.860 .025*
Dentro de los grupos .246 10 2.461E-.02
Total .605 13

Se encontrd una diferencia significativa en el parAmetro de indice renal con una (P< 0.05), en el andlisis de varianza.

Tabla 3. Comparaciones multiples Tukey HSD.

Diferencia de
Variable dependiente (1) Trat. (J) Trat. medias (1-J) Error Std. Sig.
IND. RENAL et/et placebo mezcla -.3713 1146 .037*
mezcla et/et placebo 3713 1146 .037*

De acuerdo a la comparacion entre grupos, y dentro de los grupos se encontr6 la diferencia significativa entre los ratones a los que se les

administré placebo y a los que se les administré mezcla, con una (P < 0.05).
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Tabla 4. Correlacién de Spearman.

*GLANLAG CEL.APOP
Spearman GLANLAG Coeficiente de correlacion 1.000 .033*
Sig. (1- cola) 455
N 14 14
CEL.APOP Coeficiente de correlacion .033* 1.000
Sig. (1- cola) 455
N 14 14
*IND.HEP LINF B220
IND.HEP Coeficiente de correlacion 1.000 -.011*
Sig. (1-cola) .485
N 14 14
LINFB220 Coeficiente de correlacion -.011* 1.000
Sig. (1-cola) .485
N 14 14
IND.HEP CD4+
Spearman IND.HEP Coeficiente de correlacion 1.000 -.767
Sig. ( 1- cola) .001*
N 14 14
CD4+ Coeficiente de correlacion -.767 1.000
Sig. (1- cola) .001*
N 14 14
LINFB220 *CEL.NECR
LINFB220 Coeficiente de correlacion 1.000 -.046*
Sig. (1-cola) 438
N 14 14
CEL.NECR  Coeficiente de correlacion -.046* 1.000
Sig. (1-cola) 438
N 14 14
*TRAT. *CEL.APOP
Spearman TRAT. Coeficiente de Correlacion 1.000 .016*
Sig. (1- cola) 478
N 14 14
CEL.APOP Coeficiente de correlacién .016* 1.000
Sig. (1- cola) 478
N 14 14
TRAT. IND.HEP
TRAT. Coeficiente de correlacién 1.000 718
Sig. (1-cola) .002*
N 14 14
IND.HEP Coeficiente de correlacion .718 1.000
Sig. (1-cola) .002*
N 14 14
TRAT. *IND.RENAL
Spearman TRAT. Coeficiente de Correlacion 1.000 .706
Sig. (1- cola) .002*
N 14 14
IND.RENAL Coeficiente de correlacién .706 1.000
Sig. (1- cola) .002*
N 14 14

*= indica las diferencias significativas menores a 0.05 obtenidas al realizar la correlacion no paramétrica de Spearman, con una (P < 0.05).

*cel. apop = células apoptoéticas. ind. hép = indice hepéatico. Glan lag = glandula lagrimal. ind. renal = indice renal. Trat = tratamiento.
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cél. necr. = células neurdticas.

TRAT. EDAD
TRAT. Coeficiente de correlacion 1.000 .000*
Sig. (1-cola) .500
N 11 11
EDAD Coeficiente de correlacion .000* 1.000
Sig. (1-cola) .500
N 11 11
EDAD PESO
Spearman EDAD Coeficiente de correlacion 1.000 .635
Sig. (1- cola) .018*
N 11 11
PESO Coeficiente de correlacién .635 1.000
Sig. (1- cola) .018*
N 11 11
IND.RENAL CD4+
IND.RENAL Coeficiente de correlacién 1.000 -.482
Sig. (1- cola) .040*
N 14 14
CD4+ Coeficiente de correlacion -.482 1.000
Sig. (1- cola) .040*
N 14 14
*GLANDSM CD8+
Spearman GLANDSM Coeficiente de correlacion 1.000 -.638
Sig. (1- cola) .007*
N 14 14
CD8+ Coeficiente de correlacion -.638 1.000
Sig. (1- cola) .007*
N 14 14
IND.RENAL CEL.APOP
IND.RENAL Coeficiente de correlacién 1.000 -.522
Sig. ( 1- cola) .028*
N 14 14
CEL.APOP.  Coeficiente de correlacion -.522 1.000
Sig. (1- cola) .028*
N 14 14

Diferencias significativas con una (P < 0.05), al obtener los resultados con la correlacién no paramétrica de Spearman, realizando

combinaciones de 2 parametros, de acuerdo a los resultados obtenidos tanto de peso, indices organolépticos, indices glandulares y citometria de
flujo de las células involucradas en el estudio.

*Glandsm = glandula submaxilar
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Resultados para el tratamiento 2.

Tabla 5. Estadistica descriptiva, ANOVA de una via y Comparacion multiple TUKEY HSD.

PESO
Intervalo de confianza 95 % para media.
Valores inferiores Valores superiores
N Media Desv. Std Error std
et/et placebo 5 28.0800 2.5371 1.1346 24.9297 31.2303
metotrexate 7 28.5286 1.4396 5441 27.1972 29.8600
mezcla 5 26.7800 2.3328 1.0433 23.8834 29.6766
et/et testigo 3 35.0333 4.6544 2.6872 23.4712 46.5955
Total 20 28.9550 3.5753 .7995 27.2817 30.6283

*Medias obtenidas en

promedio a los pesos de cada ratén, con respecto al grupo al que pertenecen ya sea placebo, metotrexate, mezcla y testigos.

Minimo Maéximo
et/et placebo 25.30 32.20
metotrexate 26.20 30.70
mezcla 24.00 30.00
et/et testigo 30.50 39.80
Total 24.00 39.80
IND.RENAL
Intervalo de confianza 95 % para media.
Valores inferiores | Valores superiores
N Media Desv. Std Error std
et/et placebo 5 6.5800 .5450 2437 5.9033 7.2567
metotrexate 7 14.0286 .6370 .2407 13.4395 14.6177
mezcla 5 14.8200 1.4096 .6304 13.0697 16.5703
et/et testigo 3 14.4667 1.7786 1.0269 10.0484 18.8849
Total 20 12.4300 3.6121 .8077 10.7395 14.1205

*Medias obtenidas a partir de los indices renales pertenecientes a los diferentes grupos en estudio.

Minimo Méaximo
Et/et 5.80 7.30
placebo
metotrexate 13.20 15.10
mezcla 13.10 16.70
et/et testigo 13.20 16.50
Total 5.80 16.70




LINFB220

Intervalo de confianza 95 % para media.
Valores inferiores | Valores superiores
N Media Desv. Std Error std
et/et placebo 5 41.9260 4.6151 2.0639 36.1956 47.6564
metotrexate 7 46.0829 7.7663 2.9354 38.9003 53.2655
mezcla 5 37.2820 7.6863 3.4374 27.7382 46.8258
et/et testigo 3 28.6533 3.6459 2.1049 19.5965 37.7101
Total 20 40.2290 8.6136 1.9260 36.1977 44.2603

*Medias obtenidas de los resultados obtenidos en la citometria de flujo realizada para obtener los valores de linfocitos B-220 pertenecientes a cada

grupo en especifico.

Minimo Maximo
et/et 35.19 47.04
placebo
metotrexate 35.68 56.32
mezcla 28.68 46.89
et/et testigo 24.55 31.52
Total 24.55 56.32
Tabla 6. de ANOVA.
Suma de df Media F Sig.
cuadrados cuadrada
PESO Entre grupos 139.593 3 46.531 7.209 0.003*
Dentro de losgrupos 103.277 16 6.455
Total
IND.RENAL
Entre grupos 230.005 3 76.668 68.542 0.000*
Dentro de los grupos 17.897 16 1.119
Total
LINFB220 699.685 3 233.228 5.256 0.010*
Entre grupos 709.987 16 44,374
Dentro de los grupos
Total

Se obtuvieron las siguientes diferencias Correlaciones entre grupos por analisis de varianza ANOVA con una (P< 0.05) en los parametros de

peso, indice renal, y linfocitos B 220.

Tabla 7. Correlaciones multiples Tukey HSD.

Diferencia de
Variable dependiente medias (1-J) Error Std. Sig.
() Trat. (J) Trat.

PESO et/et placebo testigo -6.9533 1.8554 .009*
metotrexate testigo -6.5048 1.7532 .009*
mezcla testigo -8.2533 1.8554 .002*
IND.RENAL et/et placebo  metotrexate -7.4486 6193 .000*
et/et placebo mezcla -8.2400 .6689 .000*
et/et placebo testigo -7.8867 7724 .000*
LINF.B220 metotrexate testigo 17.4295 4.5968 .008*
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*
Diferencias significativas obtenidas con una (P< 0.05) en los pardmetros de peso, indice renal, y linfocitos B 220,

resultantes.

Tabla 8. Correlacion de Spearman.

Correlacion entre los grupos

TRAT. IND.RENAL
Spearman TRAT. Coeficiente de correlacién 1.000 .634
Sig. ( 1- cola) .001*
N 20 20
IND.RENAL Coeficiente de correlacion .634 1.000
Sig. (1- cola) .001*
N 20 20
TRAT. *IND.ESPLE
TRAT. Coeficiente de correlacion 1.000 -.005*
Sig. (1-cola) 492
N 20 20
IND.ESPLE  Coeficiente de correlacion -.005* 1.000
Sig. (1-cola) 492
N 20 20
TRAT. *LINF.B220
Spearman TRAT. Coeficiente de correlacion 1.000 -.546
Sig. ( 1- cola) .006*
N 20 20
LINF.B 220 Coeficiente de correlacion -.546 1.000
Sig. (1- cola) .006*
N 20 20
PESO IND.RENAL
PESO Coeficiente de correlacion 1.000 .031*
Sig. (1-cola) 449
N 20 20
IND.RENAL Coeficiente de correlacion .031* 1.000
Sig. (1-cola) 449
N 20 20
PESO GLAND LAG
Spearman PESO Coeficiente de correlacion 1.000 -.027*
Sig. (1-cola) 454
N 20 20
GLAND LAG Coeficiente de correlacion -.027* 1.000
Sig. (1-cola) 454
N 20 20
GLAND SM CD4+
GLANDSM Coeficiente de correlacion 1.000 -.027*
Sig. (1-cola) .455
N 20 20
CD4 Coeficiente de correlacion -.027* 1.000
Sig. (1-cola) .455
N 20 20
GLAND LAG CD4+
Spearman  GLAND LAG Coeficiente de correlacién 1.000 -.029*
Sig. (1-cola) 452
N 20 20
CDh4 Coeficiente de correlacién -.029* 1.000
Sig. (1-cola) 452
N 20 20
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*Diferencias significativas resultantes al realizar la correlacién no paramétrica de Spearman, con una (P < 0.05), en las combinaciones

relacionadas en pares 6 binomios.
*Ind. esplé = indice esplénico (de bazo). Linf. B 220 = linfocitos B-220 reactivo utilizado en citometria de flujo.

GLANDLAG CD8+
GLAND LAG  Coeficiente de correlacion 1.000 .005*
Sig. (1-cola) 492
N 20 20
CD8 Coeficiente de correlacion .005* 1.000
Sig. (1-cola) 492
N 20 20
GLANDLAG LINFB220
Spearman  GLAND LAG Coeficiente de correlacién 1.000 481
Sig. (1-cola) .016*
N 20 20
LINFB220 Coeficiente de correlacién 481 1.000
Sig. (1-cola) .016*
N 20 20
LINFB220 CD8+
LINFB220 Coeficiente de correlacion 1.000 436
Sig. (1-cola) .027*
N 20 20
CD8 Coeficiente de correlacién 436 1.000
Sig. (1-cola) .027*
N 20 20
IND.ESPLE CD4+
Spearman IND.ESPLE  Coeficiente de correlacion 1.000 -.594
Sig. (1-cola) .003*
N 20 20
CD4 Coeficiente de correlacion -.594 1.000
Sig. (1-cola) .003*
N 20 20

Diferencias significativas con una (P < 0.05), al obtener los resultados con la correlacién no paramétrica de Spearman, realizando
combinaciones de 2 parametros, de acuerdo a los resultados obtenidos tanto de peso, indices organolépticos, indices glandulares y citometria de

flujo de las células involucradas en el estudio
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Resultados estadisticos obtenidos de la comparacion entre las diferentes cepas de ratones

CD1, et/+, y etl/et.

Tabla 9. Estadistica descriptiva, ANOVA de una via y Comparacion maltiple Tukey HSD.

INDICE RENAL
Intervalo de confianza 95 % para media.
Valores inferiores | Valores superiores
N Media Desv. Std Error std
et/et 15 1.29553 .10984 2.0639 1.23470 1.35636
et/+ 19 1.13622 9.9918E-02 2.9354 1.08806 1.18437
CD1 17 1.07976 2.757E-02 3.4374 1.02131 1.13822
Total 51 1.16426 1.930E-02 1.9260 1.12548 1.20303
Medias obtenidas después de promediar los indices renales, de cada una de las cepas en estudio.
Minimo Maximo

et/et 1.076 1.489

et/+ .906 1.351

CD1 .879 1.303

Total .879 1.489
Tabla 10. ANOVA

Suma de df Media F Sig.
cuadrados cuadrada
IND.REN Entre .395 2 197 17.059 0.000*
grupos
Dentro de los .555 48 1.157E-02
grupos
Total .950 50

*Se observé una significancia entre grupos en el indice renal con una (P < 0.05) en el analisis de varianza ANOVA.

Tabla 11. Comparaciones multiples Tukey HSD.
Variable dependiente: IND. RENAL

Diferencia de
Variable medias Error Std. Sig. | Intervalo de confianza 95% para media
dependiente (1-J) Valores inferiores Valores superiores
(1) CEPA
(J)CEPA
et/et .15932* 3.715E-02 | .000* 6.9459E-02 .24918
et/+ .21577* 3.811E-02 | .000* 12361 .30793
CD1
et/+ -15932* 3.715E-02 | .000* -.24918 -6.94588E-02
et/et

5.6451E-02 3.591E-02 .268 -3.04036E-02 14331
CD1
CD1 -.21577* 3.811E-02 | .000* -.30793 -.12361
et/et

-5.6451E-02 3.591E-02 .268 -.14331 3.0404E-02

et/+
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*Diferencias significativas entre las diferentes cepas con una (P < 0.05) en la comparacion entre grupos empleando Tukey HSD, para indice

renal.

20.1 PREPARACION DE SOLUCIONES:

PBS amortiguador de fosfatos pH = 7.4

Para 1L.

NaCI------=-memmmmemm oo 8.0¢
KH;POg---mmmmmmmm e 0.2¢g
NazPO4.12 Hzo ------------------------ 2.9 g
KClmmmm e e 02¢g

Se pesaron las cantidades especificadas anteriormente para la preparacion de un litro de solucion,
y se aforaron en un litro de agua bidestilada.

Formalina en PBS al 10 %.

El PBS se prepara en la misma forma que la ya escrita anteriormente, afiadiendo la formalina que
como reactivo analitico se encuentra a una concentracion de 37 %, haciendo los célculos
necesarios para obtener la solucion al 10 % con una cantidad de 27 mL de formalinay 73 mL de
PBS, para obtener 100 mL de solucion.

Solucion de BOUIN.

El fijador de Bouin es un fijador basado en acido picrico, usado en procedimientos de fijacion,
para estudios embridnicos y de piel asi como histopatoldgicos, debido a su excelente
preservacién del ndacleo y cromosomas, también es altamente compatible con la tincion de
tricromo debido a su efecto mordente en el tejido.

Preparacion:

Solucioén para preparar 100 mL de fijador de Bouin.

o Se hace una soln. saturada de &cido picrico con 75 mL de agua destilada.
o Formol al 37 - 40 % se usaron 25 mL.
o acido acético glacial 5 mL.

Preparacion de Aralen y metotrexate.

Se preparé fosfato de cloroquina adicionando 28.56 mg a una dilucién 1:10 y 1:100 obtenidos de
una tableta molida en un mortero hasta convertirla en un polvo fino y ésta se aforé en 50 mL de
agua destilada.

Para la preparacion del metotrexate se pesaron 17.85 mg del mismo y se aforaron en 50 mL de
agua destilada de ésta solucion se tom6 un mL y se realizd6 una dilucién 1:10 y 1:100
obteniéndose una concentracion de 0.0035 mg / mL.
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GLOSARIO
Sindrome de Sjégren: Enfermedad autoinmune de causa desconocida, caracterizada por la infiltracion
linfocitica de glandulas lagrimales y salivales, sintomas sicca referentes a la sequedad bucal (xerostomia)
y ocular (xeroftalmia), asi como también sequedad de otras mucosas tales como la faringea y la vaginal.
Marcador de superficie CD4+: células cooperadoras que estan restringidas por las moléculas de clase Il
del MHC, puesto que estas células CD4+ se unen a las moléculas de clase Il, la mayoria son células
cooperadoras, aunque también existen LTC (linfocitos T citotoxicos) CD4+, (de nuevo restringidos por la
clase Il del MHC).
Marcador de superficie CD8+: glucoproteinas de la superficie de la célula T que se expresan en
subgrupos con diferentes patrones de restriccion por el MHC, moléculas accesorias que facilitan las
interacciones de las células T con las APC (células presentadoras de antigeno) y de las células diana con
los LTC.
Dermatomiositis: enfermedad de origen desconocido que ataca a la piel y a los madsculos estriados.

Esclerodermia: enfermedad de las fibras colagenas de la dermis, que endurece la piel y reduce su
flexibilidad y movilidad.

Esclerosis: endurecimiento patolégico de un tejido o un 6rgano debido al aumento anormal y progresivo
de células de tejido conjuntivo que forman su estructura.

Esclerosis multiple: enfermedad crénica del sistema nervioso que provoca trastornos sensoriales y
motores (marcha inestable, movimientos poco firmes, temblores, alteracion en la pronunciacion).

Exocrinopatia: patologia que afecta principalmente a las glandulas exécrinas.
Oligoartritis: reumatismo propio de una regidn articular.

Plasmaféresis: accion de separar el plasma de los glébulos rojos de la sangre.
Poliartritis: reumatismo simultaneo o sucesivo en varias articulaciones.
Artralgias: dolor en articulaciones.

Mialgias: dolores musculares.

Linfoma: tumor maligno desarrollado en los ganglios linfaticos.
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ABREVIATURAS.
SS: sindrome de Sjdgren.

SSp: Siglas que se refieren al denominado sindrome de Sjégren primario, que se caracteriza por
los sintomas sicca, y que estd asociado a ciertas manifestaciones sistémicas, que pueden afectar a
diversos organos como el higado, rifiones, pulmones, y cerebro.

SSs: Siglas que denominan al sindrome de Sjogren secundario, caracterizado por los sintomas de
sequedad ocular, bucal (sintomas sicca), vaginal y de mucosas, y que estd asociado a otras
enfermedades como: artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico (LES), esclerodermia,
0 dermatomiositis.

Ig: Inmunoglobulina presente en la superficie de los linfocitos, en su mayoria son receptoras de
reconocimiento del anfigeno, existen tres categorias de receptores; las Ig de membrana, los
receptores para el complemento, y los receptores para el fragmento Fc de las 1gG.

IFN-y: citocina activadora de macrofagos, e inductora de la formacion de Oxido nitrico sintetasa
y de otras enzimas metabdlicas que aumentan la actividad microbicida.

Células Ty células virgen que al activarse dan origen a células T efectoras y productoras de un
conjunto considerable de linfocinas.

Células Tyl y Tw2: células efectoras Ty maduras pertenecientes a 1 de 2 subgrupos distintos, los
cuales se diferencian por las linfocinas particulares que producen.

IgM e 1gG: inmunoglobulinas presentes en la superficie de los linfocitos B, una de sus funciones
especificas es la de actuar como anticuerpos en la respuesta humoral.

LTC: linfocito T citotéxico.
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