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1. RESUMEN

El Sindrome de Sjogren (SS) es un cuadro autoinmune caracterizado por sequedad
ocular y bucal, consecuencia de una destruccion de las glandulas salivales y
lagrimales. Los sintomas mas molestos son sequedad en la boca y a menudo se
relaciona con molestia y dificultad para deglutir comidas secas. Se presenta
queratoconjuntivitis seca, sintomas con sensacion de quemadura, prurito, disminucion
de lagrimeo, dolor y sensacién de ojos “arenosos”.

La cepa de ratones et/et criada en el bioterio de la FES-Zaragoza desarrollo
espontaneamente sintomas que semejan al SS, los cuales se han corroborado con
anteriores estudios. En pacientes con SS secundario se utiliza tratamiento con
metotrexato y fosfato de cloroquina; estos se administraron al modelo en estudio para
valorar su efecto mediante determinacion de algunos parametros bioquimicos e
inmunoldgicos.

A dosis terapéutica no se observaron diferencias significativas; a mayor dosis, en los
grupos tratados se presentaron mayor titulo de anticuerpos anti Ro y anti La,
evolucion en lesiones, y cambios en los indices de glandula submaxilar, higado y
bazo asi como la presencia de FR.

La dosis terapéutica presento ciertas tendencias a disminuir los marcadores de dafio,
es probable que si se aumentara el tiempo y el nimero de muestras, se consiga
observar una mejor eficacia. Se cree que a dosis aumentada 10 veces, los farmacos
afectan una poblacion de células reguladoras, provocando un desequilibrio en la
respuesta inmune.



2. INTRODUCCION

El Sindrome de Sjogren (SS) es un cuadro clinico patoldgico caracterizado por
sequedad ocular y bucal, provocado por una destruccion en las glandulas salivales y
lagrimales de mecanismo autoinmunitario desconocido. *?

Existe sequedad en los ojos, boca, nariz, traquea, bronquios, vagina y piel.> En
algunos pacientes la enfermedad se presenta como una entidad primaria (SS
primario), mientras que en otros casos se observa también artritis reumatoide u otra
enfermedad del tejido conjuntivo (SS secundario).*

Los ratones CD1 et/et criados en el bioterio de la FES-Zaragoza, muestran signos y
sintomas que semejan al SS; tras realizar estudios y habiéndose encontrado similitud
con dicho padecimiento®, se propuso utilizar esta cepa como modelo animal para la
evaluacion de los farmacos metotrexato y fosfato de cloroquina.

En la actualidad se cuenta con varios medicamentos contra el SS°, sin embargo y
debido a la naturaleza de la enfermedad, la mayoria estdn encaminados a minimizar
las manifestaciones secundarias.

Entre los medicamentos utilizados se encuentran: pilocarpina, cevimedina,
metotrexato y cloroquina,”®® estos dos Gltimos son antirreumaticos, aunque presentan
otros efectos como antineoplasico (metotrexato) y antipalidico (cloroquina).

El objetivo de esta tesis fue observar el comportamiento de los autoanticuerpos contra
proteinas nucleares (SS/A y SS/B), anticuerpos anticardiolipinas (ACA), factor
reumatoide (Rose Waaler), proteinas séricas y las enzimas ALT y AST ademas de
urea y creatinina, en animales con tratamiento y contrastados con animales testigo.



3. MARCO TEORICO

3.1 Sindrome de Sjogren.
3.1.1 Definicién.

El Sindrome de Sjogren (SS) es un cuadro clinico patologico caracterizado por
sequedad ocular y bucal, provocado por una destruccion en las glandulas salivales y
lagrimales de mecanismo autoinmunitario desconocido. '

3.1.2 Clasificacion

Existen dos formas clinico-patologicas de SS* la primaria, sindrome seco
(queratoconjuntivitis seca y xerostomia), que cursa aisladamente; la secundaria, la cual
esta asociada a otra enfermedad y con mas frecuencia a la artritis reumatoide (AR),
como también al lupus eritematoso, esclerosis sistémica, polimiositis, hepatitis
autoinmune, cirrosis biliar, etc.

3.1.3 Epidemiologia

El 90% de individuos con este sindrome es de sexo femenino; aunque la edad
promedio de inicio es a los 50 afios, la enfermedad puede presentarse en nifios.'’

No se ha observado que existan diferencias raciales, pero se ha descrito agregacion
familiar.

3.1.4 Patogénesis inmunitaria

Se ha planteado la hipotesis de que los pacientes con SS tienen respuesta inmunitaria
anormal a uno o mas antigenos no identificados, quizd virales o autoantigenos
alterados por virus. Esta respuesta anormal se caracteriza por exceso de células B y
células plasmaticas, lo cual se manifiesta por hipergamaglobulinemia policlonal y
produccion de factor reumatoide, anticuerpos antinucleares, crioglobulinas y
anticuerpos contra el conducto salival.

3.1.5 Anatomia patoldgica.

Histoldégicamente existe un infiltrado linfocitico en las glandulas exocrinas de los
aparatos respiratorio, digestivo y genital, asi como en las glandulas de la mucosa
ocular y bucal. La demostracion histologica de infiltracion linfocitica en la biopsia
tomada de las glandulas salivales labiales menores, constituye la prueba diagnostica
mas sensible.



3.1.6 Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones iniciales pueden resultar inespecificas (como artralgia y fatiga) y
por lo general, transcurren entre 8 a 10 afos desde que aparecen los sintomas iniciales
hasta la manifestacion florida de la enfermedad.**

Los sintomas principales se relacionan con la disminucion de la funcion lagrimal y de
la glandula salival.

La afeccion ocular se caracteriza por el desarrollo de sequedad y atrofia de conjuntiva
y cornea, denominandose dicha afeccion queratoconjuntivitis seca, lo cual provoca
sensacion de arenillas, ardor, prurito, congestion, disminucion del lagrimeo que lleva a
la acumulacién de bandas gruesas en la comisura interna del ojo, fotosensibilidad y
vision borrosa.

En la cavidad bucal la saliva, en un comienzo espesa, disminuye luego
considerablemente (xerostomia), provocando serias dificultades para la masticacion,
deglucion y fonacion; es frecuente el desarrollo de caries de progresion rapida e
infecciones orales.

Se comprueba con frecuencia ulceraciones y fisuras de lengua y mucosa.

Es probable también la presencia de pérdida de los sentidos del gusto y del olfato ya
que se puede presentar sequedad en la nariz, orofaringe posterior, laringe y arbol
respiratorio, puede originar epistaxis, disfonia, y otitis media recurrente. La mucosa
vaginal también esté seca.

Un 25% de los pacientes tiene infiltrados linfociticos extraglandulares, en particular en
rifon, higado, pulmoén y ganglios linfaticos.

Las manifestaciones articulares son variadas. Con frecuencia, el cuadro es el de la
tipica artritis reumatoide; en otras casos se trata de artralgias o artritis episodicas de
dificil clasificacion.

La xerodermia, se observa en la mitad de los casos. Suele acompafarse de
descamacion y prurito. La sequedad y fragilidad pilosa condiciona alopecia de cuero
cabelludo, axilas y pubis. El examen histoldgico revela importante disminucion de
glandulas sudoriparas y sebaceas.’

Las manifestaciones sistémicas incluyen disfagia, pancreatitis, disfuncion
neuropsiquica, pleuritis y vasculitis .



4. Metotrexato
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4.2 Mecanismo de accion.

Como agente neoplasico. Es un antagonista del acido folico que se fija al sitio
catalitico activo de la dihidrofolatoreductasa (DHFR) interfiriendo con la sinteis de la
forma reducida que acepta unidades de carbono. La falta de este cofactor interrumpe la
sintesis de timidilato, nucledtidos de purina y los aminoacidos serina y metionina,
interrumpiendo asi la formacion de DNA, RNA vy proteinas.'

Como antiinflamatorio. Se sabe que el metotrexato (MTX) es un potente inhibidor
inmune con alta relacidon entre efectos terapéuticos y los efectos toxicos; suprime las
respuestas humorales y celulares.

La inhibicién de la dihidrofolato reductasa implicada en la sintesis de purinas libera
adenosina, un potente inhibidor de los leucocitos polimorfonucleares activados, lo que
dota al MTX de su capacidad antiinflamatoria.

4.3 Farmacocinética.

El MTX se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal y vias parenterales, siendo
muy activo por via bucal. Una vez absorbido, el farmaco llega a la sangre en donde se
combina con proteinas del plasma en un 60-70%, y se distribuye en todos los tejidos,
en el liquido extracelular y después en el intracelular, pero no atraviesa la barrera
hematoencefalica.
El MTX puede sufrir biotransformacion a 7-hidroximetotrexato, pero se excreta en la
orina casi en su totalidad (90%) en 12 horas, por filtraciéon glomerular y secrecion
tubular."
Indicaciones. En pacientes con leucemia aguda linfobléstica, linfomas no Hodgkin, y
como tratamiento de artritis reumatoide,” en pacientes incapaces de responder a los
antiinflamatorios no esteroidales. (AINE) *
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4.4 Efectos adversos.

A nivel digestivo se produce estomatitis ulcerosa, anorexia, faringitis con disfagia,
nauseas, vomitos y diarreas, que llegan a ser sanguinolentas.

Transtornos hematicos. Se produce depresion de la médula 6sea, con leucopenia,
granulopenia, linfopenia, trombocitopenia, que puede dar lugar a hemorragias en piel y
mucosas.

Manifestaciones cutdneas. Ademads de las hemorragias, se presenta alopecia, pero €sta
es transitoria.

A nivel de higado se presenta hepatitis con ictericia; en general puede existir aumento
de transaminasas, que com@nmente ceden al interrumpir el tratamiento."

5. Fosfato de cloroquina
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5.2 Mecanismo de accién.

Es incierto el mecanismo de accion antiinflatorio en padecimientos reumaticos. Se
sabe que suprimen la respuesta de los linfocitos T a los mitdgenos, interfieren con la
replicacion de los virus, disminuye la quimiotaxis leucocitaria, estabilizan las
membranas lisosomicas, inhiben la sintesis de DNA y RNA vy fijan radicales libres;
uno o mas de estos efectos puede ser relevante. Con frecuencia, el farmaco es util
como coadyuvante del tratamiento con AINE y no tiene interaccion adversa con otros
antirreumaticos.' >



5.3 Farmacocinética.

El fosfato de cloroquina se absorbe con rapidez y casi por completo en vias
gastrointestinales, alcanzando concentraciones plasmaticas maximas (50-65%) en
aproximadamente 3 horas, y se distribuye rapidamente en los tejidos; tiene un volumen
de distribucion muy grande. Desde estos sitios se libera y metaboliza.

Penetra con rapidez a la placenta. Se excreta en la orina con una vida media de 3-5
dias. La excrecion renal aumenta por acidificacion renal.

Indicaciones. Con frecuencia se administra a pacientes con AR que no responden de
manera optima a los AINE. Ademas de su uso en AR, se ha utilizado con éxito, por su
efecto antiinflamatorio en artritis crénica juvenil, SS '* y lupus eritematoso sistémico
(LES).

5.4 Efectos adversos.

Los sintomas gastrointestinales son poco frecuentes; se presenta dolor de cabeza leve,
prurito, anorexia, malestar general, vision borrosa y urticaria.

No debe utilizarse en pacientes con anormalidades retinianas o del campo visual, a
menos que los beneficios sobrepasen los riesgos.



6. Pruebas enzimaticas

Las enzimas son agentes que ayudan a que los procesos bioquimicos del organismo se
lleven a cabo a una velocidad compatible con la vida. Las enzimas actian como
catalizadores biologicos; un catalizador modifica la velocidad de la reaccion sin tomar
parte en ella. Al ser catalizadores, la cantidad de enzima presente en las muestras
bioldgicas es muy pequefia, por tanto, se cuantifican segin su actividad enzimatica, la
cual se expresa en unidades internacionales por litro (U/L)."°

6.1 ASTYALT

Las enzimas AST y ALT denominadas transaminasas, constituyen un grupo de
enzimas ampliamente distribuidas en el organismo que cataliza la transferencia de un
grupo amino a un oxalato.

AST (Aminotransferasa aspartica)

Cataliza la transferencia de un grupo amino de un L-glutamato o L-aspartato al a-
oxoglutarato u oxalacetato.

Se le encuentra en el citoplasma y mitocondria del hepatocito, en el misculo cardiaco
y esquelético ademas del rifion.

ALT (Alaninaminotransferasa)

Cataliza la tranferencia de un grupo amino de L-glutamato o L -alanina a o-
cetoglutarato o piruvato.

La ALT se encuentra en altas concentraciones en el citoplasma del hepatocito, en
menor grado se encuentra en musculo esquelético, rifidon, corazén, pancreas, bazo y
eritrocitos.

La determinacion de AST y ALT son de gran utilidad para diagnosticar enfermedades
hepaticas agudas y cronicas.'’

Procedimiento analitico

Meétodo cinético

Se denominan métodos cinéticos a los procedimientos en los cuales, una vez que se ha
iniciado la reaccion por el agregado de la muestra a una mezcla de amortiguador,
sustrato y algunas veces activadores, el grado de reaccion se determina por el
monitoreo a distintos intervalos de tiempo.'®



Fundamento del método

1. a-cetoglutarato + Aspartato ~ AST L-Glutamato + Oxalacetato
—_—
Oxalacetato + NADH + H* MDH Malato + NAD"
_ >

La actividad del NADH a NAD es directamente proporcional a la actividad de AST y
ALT

2. a-cetoglutarato + L-Alanina ALT L-Glutamato + Piruvato
_—>

Piruvato + NADH + H' LDH Lactato + NAD'
—_—

7. Creatinina plasmatica.
7.1 Definicion

La creatina, un aminoacido de origen no proteico, es un ingrediente del tejido muscular
que se forma por la accion de la creatinfosfocinasa (CPK) cuando se requiere energia
para procesos metabolicos. Cuando se consume para energia, forma el metabolito
inactivo creatinina, que pasa del musculo a la circulacion a un indice constante. En los
varones se producen cantidades mas grandes que en las mujeres debido a su masa
muscular mayor.

El glomérulo renal filtra la creatinina y los tibulos no la resorben, por lo cual el indice
de excrecion en la orina es también constante. Al parecer, las concentraciones
sanguineas fluctian incluso menos que los valores urinarios, tal vez por la capacidad
de los tubulos para secretar creatinina en presencia de concentraciones aumentadas en
suero. La creatinina es excretada sin cambio en la orina debido a que se modifica poco
durante su paso a través de la nefrona. Los rifiones la excretan con mayor facilidad que
la urea o el 4cido trico."”

7.1.2 Método de Jaffé (Método cinético)

La mayoria de los métodos para la determinacion de creatinina se basan en la reaccion
de Jaffé descrita desde 1986.

Fundamento

La creatinina reacciona con el picrato alcalino para formar picrato de creatinina
(complejo de Janowski) de color naranja que se mide fotometricamente.

Longitud de onda: 492 nm.



8. Urea.
8.1 Definicion

La urea se produce a través de un proceso de degradacion proteinica: la proteina se
transforma a partir de aminodcidos en amoniaco (desaminacidon oxidativa) como un
producto final y de ahi en urea (ciclo de la ornitina) dentro del higado. Debido a que el
organismo no utiliza urea, se transporta en la sangre hasta que se excreta por via
urinaria.

Sus concentraciones varian fisioldgicamente, dependiendo de manera directa del
consumo de proteinas en la dieta (exdgeno) y del estado de hidratacion. La urea se
excreta en el filtrado glomerular y se resorbe en el tibulo de la nefrona. Sé6lo se excreta
una fraccion de todo el material de desperdicio contenido en el filtrado glomerular,
pero a causa de que la urea se resorbe en los tibulos de manera deficiente, se resorbe
poca urea; esto es un defecto benéfico.

Las determinaciones de urea y creatinina en suero son de los estudios mas solicitados
para detectar la capacidad del rifion para excretar desechos metabodlicos. La
interpretacion de los valores de urea exige el conocimiento de la ingestion de proteina
exdgena y de liquidos, y las condiciones que pueden incrementar la produccion
endogena de urea (por ejemplo la actividad muscular, un traumatismo, una infeccion,
una dieta muy restringida, el ayuno o la inanicion).

8.1.2 Método de Berthelot

Es una prueba indirecta, ya que no se cuantifica directamente al metabolito, sino algun
producto de su degradacion®*!

Fundamento
La ureasa hidroliza la urea en amoniaco y anhidrido carbonico; el amoniaco liberado
reacciona con el fenol y el hipoclorito para formar la p-quinonacloramina; ésta, con

una segunda molécula de fenol, produce un compuesto indofenolico de color azul,
cuya intensidad es proporcional a la cantidad de urea presente.

Urea+ H,O+ H' Ureasa amoniaco + anhidrido carbonico
—

Amoniaco + Hipoclorito + fenol —— p- quinolonacloramina

p-quinolonacloramina + fenol — compuesto indofendlico
(compuesto colorido)
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9. Autoanticuerpos

Son aquellos anticuerpos que reconocen a antigenos propios y reaccionan contra ellos.
La reaccion autoinmune es aquella en la que el sistema inmune reacciona contra el
propio organismo.

9.1 Factor reumatoide

El factor reumatoide (FR) es un autoanticuerpo con especificidad por la porcion Fc de
inmunoglobulinas de tipo IgG.*

El factor reumatoide puede ser de las clases IgM, IgA, IgG ¢ IgE.

Probablemente contribuye a la patogénesis de la artritis reumatoide, debido a la
capacidad de formar complejos inmunes.

El factor reumatoide fue descrito por primera vez por Waaler,”> quien not6 que el
suero de algunos pacientes con artritis reumatoide, causaban aglutinaciéon de eritrocitos
de carnero que habian sido sensibilizados.

Posteriormente Rose introdujo la determinacion de FR como una prueba para la
evaluacion de pacientes con AR.

Mas tarde se utilizaron particulas de latex y bentonita en lugar de gldébulos rojos de
carnero, dando lugar a ensayos de aglutinacion pasiva.

La aglutinacién pasiva es una técnica en la cual se pega un antigeno a una particula.”*

9.1.1 Prueba de Rose-Waaler

Es una prueba de hemaglutinacion pasiva, utilizada para la determinacion de FR, en
donde eritrocitos de carnero se recubren en cantidades subaglutinantes de anticuerpos
IgG de conejo, especificos para eritrocitos de carnero.

El FR humano aglutinara estos eritrocitos sensibilizados en virtud de la reaccion
cruzada entre IgG de conejo y la humana.'®®

9.2 Anticuerpos anticardiolipinas (ACA)

Los anticuerpos antifosfolipidos son autoanticuerpos que pueden ser detectados en
suero y son importantes en el diagndstico del sindrome fosfolipidico, un desorden
autoinmune caracterizado por episodios de trombosis venosa.

Los anticuerpos antifosfolipidos son un grupo heterogéneo de anticuerpos presentes en
pacientes con una variedad de condiciones que incluyen desordenes autoinmunes,
infecciones, condiciones neoplasicas y sindrome lipico inducido por drogas. Los
anticuerpos antifosfolipidos asociados con enfermedades autoinmunes tienden a ser de
la clase IgG, en contraste, los anticuerpos que estan asociados con infecciones, tienden

a ser la clase IgM.>
11



Estos anticuerpos fueron detectados por primera vez en pacientes con sifilis.
Wassermann usé extracto de higado y bazo como antigeno en una prueba de fijacion
de complemento y demostr6 una reaccion positiva con suero sifilitico.

Pronto se observd que un extracto de corazdn, tanto de humanos como de animales,
daban una reaccion positiva con suero sifilitico. Mas tarde este componente se aislo e
identifico como cardiolipina.

9.3 Anticuerpos antinucleares

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son un grupo de autoanticuerpos en circulacion,
cuyo blanco son los antigenos que se encuentran en el interior del nucleo de la célula.?
Pueden ir dirigidos a DNA, RNA, antigenos nucleares extraibles (ENA), histonas, no
histonas y el centromero. Todos los antigenos estan asociados con el nucleo. *’

9.3.1 Anti SSB/La

Los autoanticuerpos anti SS/B reconocen a una proteina nuclear de 48 KD que actia
como cofactor por la ARN polimerasa III. El antigeno est4 asociado también con todas
las RNA transcritos por ARN polimarasa III, incluyendo tARN, ARNSs, 5S ribosomal,
ARN:S viral codificado para ARN polimerasa II del huésped, incluyendo el virus del
Epstein—Barr 1 y 2. La deteccion de la presencia de los anticuerpos SSB en los sueros
de pacientes con SS primario es muy variado y oscila entrre el 40 y 96%.

9.3.2 Anti SSA/Ro

Clark y col, en 1969 descubrieron por primera vez en antigeno SS/A en un paciente
con LES. Afios mas tarde se demostré que el antigeno Ro y el SS/A eran el mismo y
no era especifico del SS, ya que se encuentran en los sueros de pacientes con LES,
aunque en menor frecuencia.

Estos autoanticuerpos reconocen particulas ribonucleicas pequefias, cuyo componente
proteico varia entre 50 y 150 KD. El elemento proteinico contenido en estos
complejos inicialmente se reportd que tenia un tamafio de 60 KD que se asocia a
pequefios ARN de 83-112 nucleotidos.?

12



10. Técnica de ELISA (Enzyme linked inmunoabsorbent assay)

El inmunoensayo enzimatico es una técnica en la cual uno de los reactantes, el
anticuerpo o el antigeno, se fija en un soporte solido antes de su interaccion con el
reactante complementario.””>° Hay diversas variantes de esta técnica, dentro de las
cuales las mas comunes son el ELISA directo, indirecto, en sindwich y competitivo.
En el método directo, el antigeno se adsorbe sobre la fase solida (placas de
poliestireno); en el ELISA en sandwich las placas se sensibilizan con anticuerpos
dirigidos contra el antigeno problema.31

El ELISA directo comunmente se utiliza para cuantificar antigenos conocidos; el
indirecto, para buscar y cuantificar anticuerpos contra antigenos conocidos, el ELISA
en sandwich se utiliza la busqueda y cuantificacion de antigenos: en los métodos
competitivos se puede utilizar un conjugado antigeno-enzima o un anticuerpo-enzima,
cuando el conjugado es anticuerpo-enzima el antigeno especifico se absorbe fisica o
covalentemente a una fase solida, después el conjugado es incubado en presencia de un
anticuerpo estandar o la muestra a ser analizada y competiran por los sitios de union
del antigeno inmovilizado.

Las soluciones para dilucion de los reactantes y lavado de los pozos son variadas, la
mas utilizada es el regulador de fosfatos 0.1 M en solucién salina 0.15 M a pH 7.4
(PBS). Un paso muy importante es el bloqueo de los pozos con soluciones de proteinas
ajenas al sistema antigeno-anticuerpo en estudio. Los bloqueadores mas utilizados son
la albimina (bovina, humana o de huevo, segin el ensayo), gelatina, caseina y leche
descremada. Los anticuerpos de deteccion son dirigidos contra alguno de los reactantes
(antigeno o anticuerpo problemas) acoplados a enzimas.

Las enzimas de mayor uso son la peroxidasa de rabano, la fosfatasa alcalina, y B-
galactosidasa, pero no son las unicas.

Para el revelado del sistema se utiliza el sustrato de la enzima; a veces se requiere del
uso simultaneo de un cromogeno (como en el caso de la peroxidasa donde ademas de
un peroxido de hidrogeno se utiliza orto-fenilendiamina o algin otro).

El cromodgeno es necesario para que el producto resultante tenga algiin color. El color
se registra en un colorimetro a la longitud de onda de méaxima absorcion del producto
coloreado.
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SS es un transtorno autoinmune, caracterizado por sequedad bucal y ocular,
provocado por una destruccion de las glandulas salivales y lagrimales. Es comun
encontrar anticuerpos antinucleares, como SS/A y SS/B, FR y ACA en los sueros de
estos pacientes.

Se ha reportado que ademas de la infiltracion de linfocitos en las glandulas salivales y
lagrimales, estos infiltrados se presentan en gldndulas exocrinas del aparato digestivo,
respiratorio y genital. Ademas, aproximadamente un 10% de los pacientes presenta
infiltracion extraglandular, como en rifion, pulmoén, ganglios linfaticos y musculos.
También se presenta una respuesta inmunitaria anormal a uno o mas antigenos
propios; esta respuesta anormal se caracteriza por exceso de actividad de células B y
células plasmaticas, lo cual se manifiesta por hipergamaglobulinemia policlonal.

El metotrexato y fosfato de cloroquina son farmacos utilizados en enfermedades
reumaticas, inhiben la respuesta celular y humoral, por lo que estan prescritos en
pacientes con SS secuendario; en afios recientes se ha destacado su efecto como
inmunosupresores participando en la reduccion de la sintesis de inmunoglobulinas.*
Ademas de ello el metotrexato y fosfato de cloroquina no presentan interaccion
adversa; por lo anterior, se determinaran algunos parametros clinicos, que reflejaran la
eficacia de este tratamiento.
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12. OBJETIVO

Evaluacion de metotrexato y fosfato de coloroquina, mediante la determinacion de
anticuerpos SS/A y SS/B, factor reumatoide, anticuerpos anticardiolipina, urea y
creatinina, AST y ALT en suero de ratones que presentan exocrinopatia, asi como la
evaluacion de lesiones iniciales y finales en 0jos.
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13. HIPOTESIS

El metotrexato y fosfato de cloroquina estdn indicados en pacientes con SS
secundario, por presentar efectos antiinflamatorios e inhibir la respuesta humoral,
disminuyendo la sintesis de inmunoglobulinas. Se espera que el uso de
metotrexato y fosfato de cloroquina a dosis adecuadas y por un periodo de tiempo
conveniente, provocaran un descenso en los valores de autoanticuerpos y los
marcadores enzimaticos de dano, asi como las manifestaciones de este sindrome.
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14. DISENO EXPERIMENTAL

14.1 Tipo de estudio

Observacional, prospectivo, longitudinal, descriptivo. **

14.1 Poblacion de estudio

Ratones CD1 et/et

14.2 Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion.

Ratones de 6-8 semanas
Obtencion de 500 pL de suero
Ratones hembra

Exclusion

Muerte del raton

Suero insuficiente

Suero altamente hemolizado
Ratones macho

14.3 Variables

Dependiente
Caracteristicas (signos y sintomas de los ratones)
Lesiones

Independiente

Dosis de Metotrexato
Dosis de metotrexato-fosfato de cloroquina
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14.4 Material y reactivos

Placas de poliestireno de alta adherencia

Micropipetas 10-50uL, 200uL,1000pL.

Tubos eppendorf

Puntas para pipetas

Equipo de microdiseccion

Matraz volumétrico 1000mL

Matraz volumétrico 500mL

Matraz volumétrico 50 mL

Vasos de precipitados de 500 y 1000 mL

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL

Probeta graduada 100 mL

Tubos de ensayo

Equipo

Marca
Lector de ELISA Awareness Technology Inc
Lampara de UV Cole-Palmer Instrument Company
Balanza analitica Mattler H 80
Bafio Maria Lab-line
Agitador vortex-genie Scientific industries NC
Centrifuga Solbat
Refrigerador Phillips 127 volts-VA
Balanza granataria Ohaus
Incubadora Riossa Ec
Congelador —20° C Fisher Scientific Isotermp
Espectrofotometro Bausch & Lomb
Estufa Riossa
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Reactivos

Nombre Proveedor
Acido citrico JT. Baker
Alcohol etilico absoluto al 96% JT. Baker
Albumina sérica bovina (BSA) JT. Baker
Carbohidrato de sodio anhidro JT. Baker

Citrato de sodio

Técnica quimica

Cloruro de potasio

Técnica quimica

Cloruro de sodio JT. Baker

Eter JT. Baker

Fosfato de potasio dibasico Merk

Fosfato de potasio dibasico JT. Baker
dodecahidratado

Fosfato de sodio monobasico JT. Baker

Membrana de acetato de celulosa Gelman Sciencies, Inc
O-fenilendiamina Sigma

Per6xido de hidrogeno

Productos quimicos Monterrey

Sulfato de amonio

JT. Baker

Tartrato de sodio y potasio Merk

Suero de bovino adulto (ABS)

Twen 20 Hycel de México
Kit para AST Wiener-Lab

Kit para ALT Wiener-Lab

Kit para Urea Wiener-Lab

Kit para creatinina Wiener-Lab

Nota: La preparacion de los reactivos se encuentra en el anexo 2.

19




14.5 Diagrama de flujo.

Alimentacion
de ratones

Administracion de
medicamentos

Sacrificio de los

ratones

Extraccion del suero
y Organos

A 4

Colocar 50uL de suero en

|

tubos Eppendorf
A 4
Factor AST, ALT, ELISA para ACA ELISA para
reumatoide urea y i anti Ro y anti
creatinina La

Analisis estadistico
de los resultados
mediante SPSS para
Windows version 10.
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14.6 Método

Se eligieron 41 ratones hembras CD1 et/et de 6 -8 semanas de edad que mostraban
caracteristicas de exocrinopatia’; se mantuvieron bajo condiciones de bioterio y libre
acceso al agua y alimento.

Mediante una tabla de nimeros aleatorios, (columna 11 de arriba hacia abajo y de
derecha a izquierda) los ratones se distribuyeron seglin la tabla 1 y 2.

Se dosificaron metotrexato y fosfato de cloroquina de acuerdo a la dosis utilizada en
humanos (250mg/Kg, y 400 mg/kg, respectivamente). Se utilizaron 2 dosis: dosis
terapéutica y aumentada 10 veces.

+ Dosis terapéutica

Tabla 1
Grupo/jaula No. de raton Sitio Posicion Tratamiento Color
Testigo absoluto 1 No lleva Sin Negro
2 No lleva administracion
3 No lleva
Jaula 1 4 No lleva
5 No lleva
6 No lleva
Testigo 1 Oreja izquierda | Arriba Placebo Verde
2 En medio (administracion
3 Abajo de agua)
Jaula 2 4 Arriba y en medio
5 Arriba y abajo
6 Se corta la oreja
Metotrexato 1 Oreja derecha | Arriba Administracion Azul
2 En medio de metotrexato
3 Abajo
Jaula 3 4 Arriba y en medio
5 Arriba y abajo
6 Se corta la oreja
7 No lleva
Mezcla 1 Ambas orejas | Arriba Administracion Rojo
2 En medio de metotrexato y
3 Abajo fosato de
Jaula 4 4 Arriba y en medio cloroquina.
5 Arriba y abajo
6 Se cortan las
orejas
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¢ Dosis 10 veces mayor

Tabla 2
Grupo/jaula No. de raton Sitio Posicion Tratamiento Color
Testigo 1 No lleva Sin Negro
absoluto 2 No lleva administracion
3 No lleva
Jaula 1 No lleva
Testigo 1 Oreja izquierda | Arriba Placebo Verde
2 Abajo (administracién
Jaula2 3 En medio de agua)
4 Arriba y en medio
5 No lleva
Metotrexato 1 Oreja derecha | Arriba Administracion Azul
2 Abajo de metotrexato
Jaula3 3 En medio
4 No lleva
Mezcla 1 Ambas orejas | Arriba Administracion Rojo
2 En medio de metotrexato
Jaula 4 3 Abajo y fosato de
4 No lleva cloroquina.

Una vez que los ratones quedaron distribuidos en las jaulas, ademas de las marcas en
las orejas, se enumeraron mediante el uso de lineas en la cola, es decir, al raton uno, se
le colocd una linea, al raton dos, dos lineas y asi sucesivamente. Dichas lineas se
marcaron con plumon indeleble correspondiente al color de jaula. Estas lineas se

remarcaron todos los lunes y miércoles.

Se administr6 fosfato de cloroquina y placebo diariamente, mientras que el
metotrexato solo lunes, miércoles y viernes. La via de administracion fue oral, y para

ello se utilizé una sonda géstrica (animal feeding needles cat 9921 20GX1 % Popper

and Sons, Inc New Hiden Park N. Y. USA).
Los ratones se pesaron cada lunes en una balanza granataria. Se evaluaron las

caracteristicas de los 0jos, cuyas categorias fueron:

Catarata

Las jaulas se lavaron los dias lunes, miércoles y viernes; el aserrin a utilizar se

Ojo sano
Inflamacion/leucoma

Ojo perdido

esterilizé en autoclave 15 1b por 20 minutos.
Transcurridos 4 meses, los ratones se sacrificaron y se extrajo el sueroy 6rganos.
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«+ Sacrificio de los ratones.

Cada raton se meti6 en una camara de éter y una vez anestesiado, se le hizo una
incision en el plexo axilar izquierdo; la sangre se colectd en tubos de ensayo
perfectamente marcados con el numero del ratén correspondiente.

Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos; se separd el suero y se coloco en
tubos Eppendorf con alicuotas de 50 pL.

A si mismo se extrajeron los siguientes Organos: higado, bazo, rifiones, glandulas
salivales y lagrimales; estos se pesaron utilizando para ello una balanza digital.

Se obtuvo el indice del 6rgano correspondiente mediante la siguiente formula:

indice= peso del 6rgano X 100
peso del ratén

Nota: El indice esplénico se multiplicé por 1,000
El indice glandular se multiplic6 por 10,000 para obtener nimeros enteros.

«» Factor reumatoide

Los GRC se colocaron en solucion de Alsever estéril para su conservacion.

Se lavaron dos veces los GRC en solucion salina, para preparar una solucion al 2%.

Se tomaron 5 mL de suspension al 2% y se mezclaron con 5 mL de hemolisina a una
unidad subaglutinante; se incub6 a 37°C por 20 minutos.

Después de la incubacion se lavaron los eritrocitos con solucion salina dos veces por
centrifugacion a 2,500 rpm durante 5 minutos y se ajustaron al 1%.

Los sueros de los ratones se descomplementaron, durante 30 minutos a 56 °C en un
bafio Maria.

En una placa de poliestireno se realizaron diluciones del suero, 1:5, 1:10 y 1:20
agregando al final 50uL de la soluciéon GRC-hemolisina.

Se incub6 60 minutos a 37°C en estufa y se realizo la lectura.

< Enzimas

AST
Muestra (suero) 25 uL
Reactivo de uso (R} + Rj) 250 uLb
Blanco. (agua)

Temperatura 37° C.
Se ajusto a cero de absorbancia con el blanco.
Se ley6d la absorbancia cada minuto durante tres minutos a 340 nm en un
espectrofotometro.
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ALT

Muestra (suero) 25 uL
Reactivo de uso (R; + R;) 250 uL
Blanco (agua)

Temperatura 37° C.

Se ajusto a cero de absorbancia con el blanco.

Se ley6é la absorbancia cada minuto durante tres minutos, a 340 nm en un
espectrofotometro.

Calculos: AA X 1750=U/L
Donde: AA= Diferencia de temperatura.

Nota: El calculo es el mismo para AST

% Urea
Blanco estdndar Problema
Estandar - 10 uL -
Suero - - 10 uL
Reactivo 1 + ureasa 1 mL 1 mL 1 mL
Mezclar. Incubar 5 minutos a 37°C. Luego agregar:
| Reactivo 2 ImL 1 mL ImL |

Leer a 570 nm en un espectrofotometro.

Célculos.
Urea g/L =Absorbancia X Factor

Factor =0.60 g /L
Ab Standar
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Creatinina

Problema estandar
Suero 20 uL -
Estandar - 20 uL
Solucion amortiguadora 500 puL 500 pL
Blanco. (agua)

Se ajusto a cero de absorbancia con el blanco.

Se mezclo6 y coloco la solucion en la celda del espectrofotometro y leer la absorbancia
después de 1 minuto. (A;)

Se midié la absorbancia (A;) del problema y el estindar, exactamente 5 minutos
después de la primera lectura, utilizando cronometro.

Longitud de onda = 500 nm, temperatura 37° C.

Calculos:

Creat. = Ay, - A, = mg/dL
ASZ = Asl

Donde:

Ap> = Absorbancia 2 del problema.
A, = Absorbancia 1 del problema.
A, = Absorbancia 2 del problema.
Ag1 = Absorbancia 1 del problema.
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% Anticuerpos anticardiolipina (Método de McNeil**).

Todo el material (cristaleria) se lavo y se enjuagd varias veces con agua del grifo,
posteriormente con agua destilada y finalmente con agua desionizada.

Se colocaron dos placas de ELISA (poliestireno de alta adherencia) una hora con
radiacion UV.

Pegado del antigeno.

Se pesaron 0.001 g de cardiolipina para 20 mL de alcohol etilico absoluto. Se
colocaron 100uL a cada pozo (pipeta de plastico nueva). Se dejo evaporar 37°C por 24
horas.

Bloqueo de los sitios no especificos.

Se pesaron 0.5 g de albumina sérica bovina (BSA) y se disolvio en 25 mL de PBS, se
adicionaron 125 pL a cada pozo y se incub6 a 37°C por una hora.

Se lavo tres veces con PBS a chorro.

Adicion de las muestras problema.

Los sueros problema se diluyeron 1:200 con 10% de suero bovino adulto en PBS y se
adicionaron 100 pL a cada pozo.

Se incub6 1 hora a 37° C, se lavo nuevamente con PBS/Tween.

Adicion del conjugado (anticuerpo con una enzima acoplada).

Se utilizaron muestras diluidas 1:100 de conjugado de chivo anti raton-peroxidasa de
rabano picante anti IgA, IgG e IgM; se adicionaron 100 puL a cada pozo.

Se dejo incubar 1 hora a temperatura ambiente y se lavd 3 veces con PBS-Tween.
Revelado y lectura.

Se colocd el sustrato de la enzima (peréxido de hidrogeno al 30% con o-
fenilendiamina), y se coloc6 una hora en la oscuridad, transcurrido este tiempo se
realiz6 la lectura a 405 nm en un espectrofotdmetro para placas deELISA.

« Anti SS/Roy SS/La

Se usaron placas de comerciales con antigeno Ro y La obtenidos de timo de ternera
(DiaSorin ETI-SS-B/La y ETI-SS-A/Ro. Saluggia Vercelli, Italy). Se realiz6 una
dilucién 1:50 de los sueros en PBS y se depositaron 100uL a cada pozo, dejando
incubar la placa 35 minutos a 37°C. Se lavo 3 veces con PBS y se colocaron 100uL de
conjugado enzimatico; nuevamente se incub6 35 minutos a 37°C.

Se lavé con PBS-Tween 3 veces y se agreg6 el cromégeno en todos los pozos dejando
incubar 15 minutos a 37°C lejos de la luz. Se agregaron 50uL de solucion bloqueadora
a todos los pozos; se midid la absorbancia después de ligera agitacion a 405 nm, en un
espectrofotometro para placas de ELISA.
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15. RESULTADQOS
» Resultados obtenidos utilizando la dosis terapéutica.

Tabla donde se muestra el coeficiente de correlacion y significancia obtenidos al
analizar el tratamiento con respecto a los valores de FR, anti Ro, anti La, IgA,
lesion,indice glandular submaxilar, indice glandular lagrimal, indice esplénico, indice
hepatico e indice renal.

No se observo correlacion del tratamiento con ninguno de los parametros comparados.

Coeficiente de correlacién significancia
Tratamiento
Lesion 0.226 0.150
Tratamiento
FR 0.227 0.149
Tratamiento
GS -0.079 0.361
Tratamiento
GL 0.223 0.153
Tratamiento
Ro -0.034 0.439
Tratamiento
La -0.256 0.119
Tratamiento
Rifion 0.075 0.368
Tratamiento
Bazo 0.355 0.058
Tratamiento
Higado 0.074 0.369
Tratamiento
IgA -0.017 0.213
Tabla 1. Correlacion bivariada de Spearman.
p<0.05

FR= factor reumatoide
GL= indice glandular lagrimal
GS= indice glandular submaxilar
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Tabla donde se muestra el coeficiente de correlacion y significancia obtenidos al
analizar lesion (de ojos) con respecto a los valores de FR, anti Ro, anti La, IgA, indice
glandular submaxilar, indice glandular lagrimal, indice esplénico, indice hepatico e
indice renal.

No se observo correlacion de las lesiones en 0jos con ninguno de los parametros
comparados.

Coeficiente de correlacién Significancia
Lesion
FR -0.095 0.333
Lesion
Ro -0.126 0.284
Lesion
La -0.178 0.208
Lesion
IgA -0.267 0.109
Lesion
GL 0.110 0.309
Lesion
GS -0.070 0.376
Lesion
Rifién 0.215 0.162
Lesion
Higado -0.196 0.185
Lesion
Bazo 0.055 0.402
Tabla 2. Correlacion bivariada de Spearman.
p<0.05

28



Tabla donde se muestran los valores de las medias del indice glandular submaxilar,
indice hepatico, indice esplénico, titulo de anti Ro y anti La, indice renal, indice
glandular lagrimal, e IgA.

No se observan diferencias marcadas entre las estas medias.

Tratamiento GS Higado Bazo Ro La riibon GL IgA

Tesabs 8.65 5.37 3.89 0.017 0.086 142 5.05 0.032
Tes 6.96 5.35 455 0.042 0.065 1.55 5.68 0.095
Meto 9.18 5.40 426 0.047 0.067 140 5.78 0.048
Mezcla 6.63 542 475  0.058 0.058 1.52 572 0.064
Total 7.09 5.39 433  0.057 0.069 146 550 0.078

Tabla 3. Medias de los indices de o6rganos y titulo de anticuerpos anti Ro y anti La.

Tesabs=. testigo absoluto
Tes= testigo
Meto= metotrexato

Se ha reportado la posible relacion entre las lesiones en glandulas con el aumento en
los titulos autoanticuerpos Ro y La.

En esta tabla se muestra el coeficiente de correlacion y significancia del anélisis de los
indices glandulares con respecto a los autoanticuerpos anti Ro y anti La; sin embargo
no se observo una relacion estadisticamente significativa.

Coeficiente de correlacion Significancia
Gs yRo -0.010 0.482
GsylLa -0.153 0.243
GlyRo -0.302 0.081
RoyLa -0.384 0.055
Tabla 4. Correlacion bivariada de Spearman.

P<0.05
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Correlacion entre el indice renal con respecto a urea y creatinina.
En el SS puede existir una infiltracion linfocitaria en otros o6rganos ademds de las

glandulas.
Estos resultados no presentaron significancia; puede visualizarse que el rifion esta

funcionando normalmente.

Coefieciente de correlacion  Significancia

Rifion
Creatinina -0.283 0.088
Rifién
Urea -0.280 0.166
Tabla 5. Correlacion bivariada de Spearman
P<0.05

Correlacion entre el indice hepatico con respecto a las enziams AST y ALT.

Estos valores no presentan significancia.

Esto es de esperarse ya que no se observo relacion entre el tratamiento y lesion de
higado, ni tampoco en el tratamiento con el indice hepatico.

Coeficiente de correlacion  Significancia
indice hepatico

AST -0.046 0.424
indice hepatico
ALT -0.073 0.379
Tabla 6. Correlacion bivariada de Spearman
p<0.05
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Tabla donde se presentan las medias, minimos y maéximos de absorbancias de
anticuerpos anticardiolipinas de tipo IgM, IgG e IgA.
Los valores mas altos se observaron en IgA, aunque no se presenté significncia.

IgM 109G IgA
Trat media min max media min max media Min max
Tes 0.004 0.001 0.001 0.007 0.001 0.014 0.095 0.0 0.281
Meto 0.0 0.0 0.0 0.012 0.004 0.048 0.048 0.0 0.131
Mez 0.007 0.0 0.018 0.011 0.0 0.064 0.064 0.0 0.235
Tabs 0.004 0.0 0.008 0.011 0.0 0.033 0.032 0.0 0.098
Total 0.002 0.0 0.018 0.010 0.0 0.0571 0.061 0.0 0.231

Sig 0.786 0.95 0.749
Tabla 7. Anticuerpos anticardiolipina por el método de ELISA.
Analisis de varianza (ANOVA) p<0.05

Rangos obtenidos por analisis de Kruskal Wallis.
Existe diferencia significativa; al finalizar el tratamiento los ratones
no presentaron mejoria, si no que las lesiones evolucionaron hasta pérdida de ojo.

Rango de lesion final en ojos

Lesion Rango
Sano 7.0
Inflamado 9.0
Catarata 17.14
Perdido 18.83

Significancia ~ 0.001
Tabla 8. Analisis de varianza de Kruskal Wallis.
p<0.05
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Tabla donde se muestran los porcentajes de las lesiones iniciales y finales en ojos.
Hubo evolucion de las lesiones hasta ojo perdido al finalizar el tratamiento.

%0 Lesiones iniciales

Grupo Sano Inflamado Catarata
Tesabs 50 16.6 333
Tes 80 20 0
Meto 57.1 14.2 28.5
Mez 40 20 40
Total 56.5 17.3 26.2
% Lesiones finales

Grupo Sano Inflamado Catarata
Tesabs 50 16.6 33.3
Tes 40 20 40
Meto 57.1 0 14.2
Mez 20 20 40
Total 43.4 13.1 30.4

Tabla 9. Porcentaje de lesiones antes y después del tratamiento.

Perdido
0

S O O O

Perdido
0
0
28.5
20
13.1
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En esta tabla se muestran los porcentajes de positividad del factor reumatoide a
diferentes diluciones.

El grupo de metotrexato present6 el mayor nimero de casos negativos en comparacion
con los grupos testigo y mezcla que presentaron el menor nimero de casos negativos.

Tratamiento Inverso de la dilucion  Porcentaje (%)

Testigo absoluto 5 33.3
10 0.0

20 0.0

negativo 66.6

Testigo 5 0.0
10 0.0

20 80.0

negativo 20.0

Metotrexato 5 0.0
10 0.0

20 28.5

negativo 71.5

Mezcla 5 0.0
10 40.0

20 40.0

negativo 20.0

Tabla 10. Porcentajes de positividad de factor reumatoide.
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» Resultados obtenidos al utilizar dosis 10 veces mayor.

Tabla donde se muestra el coeficiente de correlacion y significancia obtenidos al
analizar el tratamiento con respecto a los valores de FR, anti Ro, anti La, IgA, indice
glandular submaxilar, indice glandular lagrimal, indice esplénico, indice hepatico e
indice renal, ademas de lesion.

Aqui se presentd diferencia significativa del tratamiento con indice glandular
submaxilar, indice hepatico, indice esplénico, anti Ro y anti La.

Coeficiente de correlacion Significancia
Tratamiento
Lesion 0.096 0.372
Tratamiento
FR 0.211 0.235
Tratamiento
GS 0.517 0.029
Tratamiento
GL 0.276 0.170
Tratamiento
Higado 0.490 0.038
Tratamiento
Bazo 0.741 0.001
Tratamiento
Rifion 0.171 0.279
Tratamiento
Ro 0.499 0.035
Tratamiento
La 0.609 0.010
Tratamiento
IgA -0.399 0.079
Tabla 11. Correlacion bivariada de Spearman.
p<0.05
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Tabla donde se muestra el coeficiente de correlacion y significancia obtenidos al
analizar lesion con respecto a los valores de FR, anti Ro, anti La, IgA, indice glandular
submaxilar, indice glandular lagrimal, indice esplénico, indice hepatico e indice renal.
No se observo significancia en ninguno de los casos.

Coeficiente de correlacién Significancia
Lesion
FR 0.194 0.253
Lesion
Ro 0.385 0.087
Lesion
La 0.093 0.376
Lesion
IgA -0.012 0.484
Lesion
GL -0.034 0.455
Lesion
GS -0.191 0.257
Lesion
Rifién -0.310 0.141
Lesion
Higado 0.119 0.343
Lesion
Bazo -0.253 0.192
Tabla 12 . Correlacion bivariada de Spearman
p<0.05
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Tabla donde se muestran los valores de las medias cuyos pardmetros presentaron
significancia en el analisis de Spearman (tablal1): indice glandular submaxilar, indice
hepatico, indice esplénico, titulo de anti Ro y anti La.

Los grupos de testigo y testigo absoluto presentaron el menor titulo de anti Ro y anti
La, y menores indices con respecto a los grupos tratados.

Grupo GS Higado Bazo Ro La

Tesabs  10.73 5.88 4.10 0.07  0.086
Tes 6.27 5.37 431 0.063 0.065
Meto 9.08 5.90 6.75 0.104 0.426
Mezcla  9.10 7.55 9.0 0.174  0.218

Total 8.43 6.06 579  0.135 0.187
Tabla 13. Medias de indice glandular, bazo, e higado y del titulo de
anticuerpos.

Tabla donde se presentan las medias, minimos y maximos de absorbancias de
anticuerpos anticardiolipinas de tipo IgM, IgG e IgA.

Hubo diferencia significativa en los valores de IgA; las absorbancias de anticuerpos
IgG e IgM fueron sumamente pequefias y no presentaron diferencia significativa.

IgM 1gG IgA
Grupo media min max media Min max media min max
Tesabs 0.0 0.0 0.0 0.037 0.023 0.05 0.185 0.121 0.255
Tes 0.0 0.0 0.0 0.027 0.017 0.047 0.041 0.0 0.127
Met 0.0 0.0 0.0 0.027 0.014 0.035 0.026 0.0 0.047
Mezcla 0.004 0.0 0.014 0.136 0.014 0.347 0.074 0.0 0.147
Total 0.001 0.0 0.014 0.052 0.014 0.347 0.076 0.0 0.255

Sig 0.325 0.322 0.012
Tabla 14. Anticuerpos anticardiolipina, determinados mediante la prueba de ELISA.
Analisis de varianza (ANOVA) p<0.05
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Tabla donde se presentan rangos de subpoblaciones CD4, CD8, células necrosadas y
linfocitos B.*

En los grupos tratados se observa un rango menor de células CD4 en comparacion con
los grupos no tratados.

Parametro Tratamiento Rango Significancia
CD4 Testigo absoluto 8.67 0.067
Testigo 10.8
Metotrexato 4.33
Mezcla 4.00
CD8 Testigo absoluto 8.0 0.090
Testigo 10.4
Metotrexato 7.0
Mezcla 2.67
Células Testigo absoluto 6.67 0.719
necrosadas Testigo 8.0
Metotrexato 9.33
Mezcla 5.67
Linfocitos B Testigo absoluto 4.0 0.338
Testigo 9.6
Metotrexato 7.33
Mezcla 7.67
Tabl 15. Anélisis de varianza de Kruskal Wallis.
p<0.05

Tabla donde se muestra el coeficiente de correlacion y significancia del anélisis de los
indices glandulares con respecto a los autoanticuerpos anti Ro y anti La.
No existe significancia.

Coeficiente de correlacién Significancia
GsyRo 0.226 0.218
GsylLa 0.446 0.055
GlyRo 0.385 0.057
GlyLa 0.143 0.313

Tablal 6. Correlacion bivariada de Spearman.
p<0.05
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Valores de rangos obtenidos por andlisis de Kruskal Wallis.
No existe diferencia significativa.

Rango de lesion final en ojos

Lesion Rango
Sano 7.0
Inflamado 7.0
Catarata 9.33
Perdido

Significancia 0.160
Tabla 17. Analisis de varianza de Kruskal Wallis
p<0.05

Tabla donde se muestran los porcentajes de las lesiones iniciales y finales en ojos.
No se observa evolucion considerable en las lesiones; al finalizar el tratamiento no
hubo pérdida de ojos.

%o Lesiones iniciales

Tratamiento Sano Inflamado Catarata Perdido
Tesabs 100 0 0 0
Tes 75 25

Meto 100 0 0 0
Mez 100 0 0 0
Total 92.8 7.14 0 0

% Lesiones finales

Tratamiento Sano Inflamado Catarata Perdido
Tesabs 100 0 0 0
Tes 40 20 40 0
Meto 66.6 0 33.3 0
Mez 66.6 333 0 0
Total 64.2 14.28 21.52 0

Tabla 18. Porcentaje de lesiones antes y después del tratamiento.
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En esta tabla se muestran los porcentajes de positividad del factor reumatoide a
diferentes diluciones.

El grupo de metotrexato y testigo absoluto presentaron el mayor numero de casos
negativos.

Tratamiento Inverso de la dilucion  Porcentaje (%)
Testigo absoluto 5 33.3
10 0.0
20 0.0
negativo 66.6
Testigo 5 20.0
10 0.0
20 40.0
negativo 40.0
Metotrexato 5 0.
10 333
20 0.0
negativo 66.6
Mezcla 5 0.0
10 333
20 333
negativo 333

Tabla 19. Porcentaje del factor reumatoide.
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16. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados fueron sometidos a analisis con el programa estadistico SPSS para
Windows version 10. Se realizaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA), Kruskal
Wallis y correlacion bivariada de Spearman.*

En los ratones que fueron tratados con la dosis terapéutica no se encontr6 significancia
en el analisis de correlacion bivariada de Spearman (tabla 1) del tratamiento con
respecto a lesion, FR, IgA, anti Ro, anti La, indice de glandulas, higado, bazo y riiién.
La tabla 3 muestra las medias de los indices de higado, bazo, riidén y glandulas, asi
como los titulos de anti Ro y anti La, aqui se observa que los datos son muy
homogeneos, motivo por el cual no se presentan variaciones significativas.

Tampoco se encontré significancia entre las lesiones y los demds parametros (tabla 2).
Al realizar una correlacion entre los indices glandulares y anticuerpos anti Ro y anti La
(tabla 4) se muestra que el coeficiente de correlacion es negativo en comparacion con
la tabla 16 (dosis mayor), en donde fue positivo.

Aunque no hubo significancia, el resultado muestra que existe una tendencia a
disminuir los titulos de anti Ro y anti La al aumentar el tamafio de glandula.

No hubo correlacion entre el indice renal con urea y creatinina, tampoco hubo
correlacion entre el indice hepatico con las enzimas AST y ALT (tabla 5 y 6).

Al realizar analisis de varianza no se encontrd significancia para ACA (tabla 7), sin
embargo, en cada grupo se presentaron casos de titulos altos.

Se realiz6 analisis de varianza de Kruskal Wallis de las lesiones iniciales y finales, la
tabla 8 muestra los rangos obtenidos, y la tabla 9 los porcentajes; se encontr6é p=0.001;
las lesiones evolucionaron hasta pérdida de ojo, sobre todo en el grupo de metotrexato;
no hubo evolucién de lesiones en el grupo de testigo absoluto.

La tabla 10 muestra los porcentajes obtenidos de la positividad del factor reumatoide;
no hubo significancia (p=0.714), pero el grupo de metotrexato presenta el mayor
porcentaje de casos negativos por tener efectos como antiinflamatorio.

A los ratones tratados a dosis 10 veces mayor se les realizd un analisis de varianza
(tabla 14), para anticuerpos anticardiolipina, en el cual se hall6 una p=0.012 para el
isotipo IgA; no hubo significancia en los isotipos IgG e IgM. Las medias revelan que
el grupo de testigo absoluto present6 el mayor titulo de IgA comparado con los grupos
tratados, es decir, se observd disminucion de esta inmunoglobulina en aquellos que
recibieron tratamiento.
Es de esperar que el isotipo predominante sea IgA, puesto que es la inmunoglobulina
que se encuentra en mayor cantidad en secreciones.
Se realizo un estudio de correlacion bivariada de Spearman (tabla 11), del tratamiento
con diversos parametros, en el cual se hallo significancia del tratamiento con respecto
a indice de glandula submaxilar (p=0.029), indice hepatico (p=0.038), indice esplénico
(p=0.001), anticuerpos anti Ro (p=0.015) y anti La (p=0.042).
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El coeficiente de correlacion del tratamiento con el indice glandular submaxilar es
positivo, esto indica que las glandulas se tuvieron un deterioro menor. En la tabla 13 se
observan las medias, aqui el grupo testigo presenta el menor indice glandular con
respecto a los grupos tratados y al grupo de testigo absoluto. No hubo diferencia
significativa con respecto al indice de glandula lagrimal.

Se obtuvo una correlacion positiva entre el tratamiento y el indice hepatico. Los
grupos tratados presentan mayor tamafio (Tabla 13), esto debido a que los farmacos se
metabolizan en higado, provocando un aumento en la actividad microsomal.”

El coeficiente de correlacion de tratamiento con respecto al indice esplénico es
igualmente positivo, mostrando que en los grupos tratados el peso del bazo es mayor
(tabla 13); en la tabla 15 puede observarse que los rangos de células CD4 son menores
en el caso de los grupos tratados mientras que el porcentaje de células B aumenta.

La tabla 13 presenta las medias de anticuerpos anti Ro y anti La; los titulos fueron
elevados Uinicamente en los grupos que recibieron tratamiento. Es posible que a esta
dosis los farmacos destruyan una poblacion de células reguladoras normalmente
presentes y esto a su vez provoque un aumento en la produccion de anticuerpos.®” Turk
y Col.*® realizaron estudios en cobayos a los cuales se les administré ciclofosfamida 3
dias antes de la inmunizacidn, los animales tratados experimentaron un aumento en la
reaccion de hipersensibilidad comparado con aquellos que no fueron sometidos a este
tratamiento. Esto condujo a pensar que la ciclofosfamida elimina una poblacion
importante de células reguladoras.

Se cree que las células afectadas pudieran ser de clase Tyl, al ocurrir esto las células
Ty2 se expresan y habria mayor produccion de anticuerpos. Segin algunos autores, el
equilibrio entre células Tyl y Ty2 es de suma importancia para mantener en armonia la
respuesta inmune. >

Se realiz6 una correlacion entre los indices glandulares y los anticuerpos anti Ro y anti
La (tabla 16), en ellos no se encontr6 significancia alguna Se cree que pudiera existir
relacion entre la aparicion de estos autoanticuerpos con el dafio a glandulas, sin
embargo, tal participacion no esté del todo definida.

Las lesiones iniciales y finales se sometieron a un tratamiento por Kruskal Wallis, en
la tabla 17 se observan los rangos; en este estudio no se presentd significancia. La
tabla 18 presenta los porcentajes de ojos lesionados, en ella se observa que hubo
evolucion en las lesiones en todos los grupos, excepto en el testigo absoluto,
probablemente por ser el grupo de estudio qu fue sometido a menor estrés.

En la tabla 19 se observan los porcentajes de FR, en todos los grupos se presentaron
casos positivos; el grupo de testigo absoluto y metotrexato obtuvieron la mayor
cantidad de casos negativos, sin embargo no hubo diferencia significativa.
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17. CONCLUSIONES

No se observaron cambios significativos en ratones que recibieron el tratamiento a
dosis terapéutica, las lesiones evolucionaron y hubo pérdida de 0jos, no se presentaron
titulos significativos de anticuerpos anti Ro y anti La entre los cuatro grupos. No se
presentaron discrepancias en cuanto a los indices de glandulas, bazo, rifidn e higado y
se presentaron algunos casos de Factor Reumatoide.

Esto significa que el tratamiento a la dosis terapéutica no evita la evolucion de las
manifestaciones de este padecimiento.

Sin embargo, se observaron tendencias que se inclinan hacia la eficacia del tratamiento
a esta dosis, talvés aumentando el nimero de muestra pueda conseguirse una mejoria.

Se observaron cambios significativos en los ratones que recibieron tratamiento con
dosis 10 veces mayor, sin embargo, entre estos grupos, aquellos que recibieron el
tratamiento fueron los que presentaron titulos altos de autoanticuerpos (Ro y La), y
aunque hubo disminucion en los titulos de IgA para ACA, también se presentd FR
positivo, evolucion en lesion de ojos, y aumento en los indices de algunos Grganos
como el bazo e higado; es posible que esta dosis los farmacos afecten una poblacion de
células reguladoras, lo que provoca un desequilibrio en la respuesta inmune.
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18. ANEXOS

1. GLOSARIO %°

Acido Urico. Producto del metabolismo de las proteinas presente en la sangre y
excretado en la orina.

Alopecia . Ausencia parcial o total de pelo.
Anorexia. Ausencia o disminucion del apetito.

Anticuerpo. Tipo de glucoproteina, tambien llamada 1g, producida por los linfocitos B
Y gue se une a antigenos, a menudo con elevado grado de especificidad y afinidad.

Antigeno. Molécula que se une a un anticuerpo o a un TCR. Los antigenos que se unen
a anticuerpos son toda clase de moléculas. Los TCR sélo se unen a fragmentos
peptidicos de proteinas que forman un complejo con moléculas de CMH.

Artralgia. Dolor de articulacion.
Artritis. Inflamacion en las articulaciones, que se caracteriza por dolor y tumefaccion.

Artritis reumatoide. Enfermedad autoinmunitaria caracterizada por lesién inflamatoria
de las articulaciones y, en ocasiones, por inflamacion de los vasos sanguineos, los
pulmones y otros tejidos.

Autoanticuerpo. Anticuerpo producido en un individuo que es especifico de un
antigeno propio.

Barrera hematoencefalica (BHE). Caracteristica anatomofisioldgica del cerebro que se
cree esta formada por paredes capilares en el sistema nervioso central y rodeado por
membranas gliales.

Crioglobulina. Proteina plasmatica anormal que precipita y cristaliza a bajas
temperaturas.

Disfagia. Dificultad para deglutir.

Escleroderma. Enfermedad autoinmune que afecta a los vasos sanguineos y el tejido
conectivo. Se caracteriza por degeneracion fibrosa del tejido conectivo de piel,
pulmones y drganos internos, especialmente eséfago y rifiones.

Esclerosis. Transtorno caracterizado por el endurecimiento de algun tejido debido a
diversas causas.
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Fotosensibilidad. Cualquier respuesta anormal ante la exposicion de la luz.

Hemaglutinacion. Reaccion de aglutinacion en la cual los eritrocitos se unen a un
anticuerpo.

Hepatocito. Célula estructural y funcional del higado.

Hipergamaglobulinemia. Aumento anormal de globulinas gama.

Histona. Grupo de proteinas muy basica, de bajo peso molecular, soluble en agua,
insoluble en amoniaco diluido, que se combina con acidos nucleares para formar
nucleoproteinas. Se localiza en los nucleos celulares.

Ictericia. Coloracion amarillenta de piel, mucosas y esclerdtida, producida por un
aumento de bilirrubina en sangre superior a la normal.

Inmunoglobulina.

LES (lupus eritematoso sistémico) Enfermedad inflamatoria cronica que afecta a
numerosos sistemas del organismo.

Leucopenia.

Linfocitopenia. Disminucion de linfocitos.

Pancratitis. Transtornos inflamatorio del pancreas que puede ser agudo o crénico.

Pleuritis. Inflamacién de la pleura parietal de pulmones, caracterizada por disnea y
dolor agudo, limitando la respiracion normal.

Polimiositis.Inflamacion de numerosos musculos, que habitualmente se acompafa de
deformidad, edema, dolor, sudoracion y tension.

Prurito. Sintoma incesante de picor. Comezon.

Qeratoconjuntivitis. Inflamacion de la cornea y la conjuntiva.

Vasculitis. Proceso inflamatorio de los vasos sanguineos.

Xeroderma. Alteracion cutanea crénica caracterizada por sequedad y aspereza.

Xeroftalmia. Transtorno caracterizado por la presencia de sequedad en cornea y
conjuntiva.

Xerosis. Sequedad en la piel.
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2. SOLUCIONES

Formula de Alsever

GlUCOSA ..o 20.50 g
Citrato de sodio (2H20 )....cccvvvvrvennens 8.09¢
Acido citrico (H20) .cccovvvviveieeecne, 0.55¢g
Cloruro de sodio ........ccooceeverieniinnnne. 4.20 g
Agua destilada ..........cccceeverviiiiie 1000 mL

Esterilizar en autoclave 10 libras por 15 minutos.
La sangre de carnero se recibe en esta solucion v/v;
se mantiene en refrigeracion hasta 4 semanas para su uso.

PBS

Cloruro de sodio ( NACI) ....cccveieiieicc e 8.09¢
Fosfato diacido de potasio (KH2POg) ...ocvvvvviveieieeeii e 029
Fosfato de sodio dodecahidratado )Na,PO,4 .12H20) .......ccoeveee. 299
Cloruro de potasio (KCI) ...oviieeececececc e 0.2¢

Aforaral L de agua

Almacenar a 9° C por 2 semanas

Factor reumatoide

Reactivos
- Solucion salina amortiguadora
- Glébulos rojos de carnero (GRC)
- Solucion de Alsever

- Hemolisina
- PBS
AST
Reactivos
Reactivo 1. Tampon Tris pH 7.8. 80 mmol /L
L-aspartato 200 mmol/L
Reactivo 2. NADH 0.18 mmol/L
LDH 800 U/L
MDH 600 U/L
o -cetoglutarato 12 mmol/L
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Preparacion

Se disolvio el comprimido (Ry) en el tampon (Ry)

ALT
Reactivos
Reactivo 1. Tampon TRISpH 8.0 100 mmol/L
L — Alanina 500 mmol /L
Reactivo 2. NADH 0.18 mmol/L
LDH 1200 U/L
o - cetoglutarato 15 mmol/L

Preparacion.
Se disolvio el comprimido (Rz) en el tampon (Ry)

Urea
Reactivos
- Reactivo 1 concentrado: Buffer de fosfatos 200mmol/L, pH 7.0; é&cido
salicilico 750 mmol/L; nitroprusiato de sodio 20 mmol/L; EDTA 10 mmol/L.
- Reactivo 2 concentrado: Solucion de hipoclorito de sodio 10 mmol/L en
hidroxido de sodio 0.1 mmol/L.
- Ureasa: Ureasa > 75 U/mL en solucién glicerinada.
- Estandar: solucion de urea 0.60 g/L.
Proporcion de reactivos
Reactivo 1: 1 parte de reactivo 1 concentrado + 4 partes de agua destilada.
Reactivo 2: 1 parte de reactivo 2 concentrado + 4 partes de agua destilada.
Reactivo 1 + Ureasa: 4mL de ureasa por cada 100 ml de reactivo 1.

R1=5mL + 20 mL de agua destilada + 1 mL de ureasa.
R, =5 ml + 20 mL de agua destilada.

Condiciones de reaccion
- Temperatura de reaccion: 37°C.
- Tiempo de reaccion: 10 minutos.
- Volumen de muestra: 10 pL.

Creatinina

Reactivos

1.- solucion amortiguadora (NaOH 313 mmol/L: fosfato 12.5 mmol/L).
2.- Solucion de acido picrico (&cido picrico 8.73 mmol/L).

3.- Solucion standar (1 mg de creatinina /dL).
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3. CRITERIO DE SAN DIEGO PARA EL SS

% SS primario
» Prueba de Schimer positiva (menor de 9 mm a los 5 minutos)
» Tincion positiva en la prueba con rosa de bengala o fluresceina que
demuestre afeccion corneal (queratoconjuntivitis seca).

+«+ Signos y sintomas objetivos de sequedad oral.

Disminuciond e flujo de saliva usando copas de Lashley u otro método.

Biopsia de glandula salivare menor anormal (més de 2 focos linfocitarios por
area).

Presencia de transtornos autoinmunitarios (uno 0 mas).

Factor reumatoide elevado (mayor a 1/320)

ANA a titulo alto.

Anticuerpos anti SSA y SSB.

VVVYVY VY

% SS secundario
Signos y sintomas caracteristicas de la sequedad ocular, datos clinicos suficientes
para el diagndstico de AR, IES, polimiositis o0 escleroderma.

Exclusiones

Pacientes con sarcoidosis, linfoma preexistente, infeccion por VIH y otras causas
de queratitis o crecimiento de glandulas salivales.
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TABLA DE ABREVIATURAS

LES
MTX
AST
ALT
CPK
LDH
AR
ACA
ANA
DNA
RNA
ENA
ELISA
PBS
GRC

Libra

Mililitro

Microlitro

Litro

Nanometro

Antiinflamatorios no esteroidales
Factor reumatoide

Sindrome de Sjogren

Lupus eritematoso sistémico
Metotrexato

Aspartato aminotransferasa
Alanina aminotransferasa
Creatinfosfocinasa
Deshidrogenasa lactica

Aurtritis reumatoide

Anticuerpos anticardiolipina
Anticuerpos antinucleares
Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Anticuerpo extraible de nucleo
Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
Amortiguador salina de fosfatos
Glébulos rojos de carnero
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