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1. RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes son crénicas e incurables, su impacto social, morbilidad y
mortalidad es enorme deteriorando la calidad de vida de los pacientes, afectando de un 3 a un 5%
de la poblacién general. Para el presente trabajo se realizé un estudio observacional, transversal,
prospectivo, con una poblacién de 214 ratones de tres tipos: et/et, et/+ y CD1 los cuales se
clasificaron en dos grupos, jévenes y viejos con la finalidad de comparar si los ratones et/et
presentan deficiencias ocasionadas por la presencia de autoanticuerpos relacionadas con el SS,
con los ratones CD1 y et/+. Se determinaron los niveles de nitritos mediante el método de Griess,
ceruloplasmina por el método de Manccini, se determino la presencia de lesiones oculares, asi
mismo se llevo acabo la determinacién de complemento mediante el porcentaje de actividad
litica. Los resultados muestran la asociacién con la activacion de la cascada de complemento por
la via cldsica y la via alterna. No obteniendo resultados esperados en cuanto a la determinacion de
ceruloplasmina y nitritos. Por lo tanto se concluye que se presenta un consumo de las unidades de
complemento por la activacidn de ambas vias, asociado con las lesiones oculares presentadas en la
poblacion de los ratones et/et. Indicando la predisposicidn genética que existe en los ratones et/et
con la presencia de autoanticuerpos que activan la cascada de complemento.



1.INTRODUCCION

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune sistémica de evolucidn crénica, que
consiste en una infiltracién linfocitica de las gldndulas exocrinas del organismo. Estos infiltrados
provocan la destruccidn progresiva de las glandulas exocrinas, con la consiguiente disminucion de
las secreciones glandulares y la aparicion de sintomas relacionados con la sequedad de las
mucosas afectadas. El SS se caracteriza fundamentalmente por el desarrollo de xeroftalmia y
xerostomia, aunque lo mas frecuente es que se presente como un proceso sistémico con distintas
manifestaciones extraglandulares mas activas y graves que condicionan el prondstico de la
enfermedad a largo plazo. La etiopatogenia de la enfermedad es multifactorial, se involucran
factores ambientales, inmunoldgicos, serolégicos, histopatoldgicos y predisposicion genética.
Actualmente, estd bien aceptada la teoria que explica la infiltracién de glandulas salivales y
lagrimales por células linfoplasmocitarias. Ademas hay infiltracion de las glandulas exocrinas por
linfocitos T, aunado a una hiperestimulacion de linfocitos B. Se han planteado diferentes teorias,
gue justifican una alteracién de respuesta autoinmunitaria. Las manifestaciones sistémicas de la
enfermedad son consecuencia de la intensidad del estado inflamatorio de la enfermedad, del
estimulo y activacién del linfocitos B, del infiltrado linfoplasmocitario local y de su repercusién
sistémica mediada por autoanticuerpos y otros mediadores solubles.™

El complemento es el principal efector del sistema de mecanismo humoral, para el cual existen
tres vias para su activacion; la via clasica que comienza su activacién con la formacién de
complejos de antigeno y anticuerpo (Inmunocomplejos); la via alterna es activada por la
superficie de las células microbianas en ausencia de algin anticuerpo, mientras que la via de la
lectina fijadora de manosa, se activa por la lectina plasmatica que se une a residuos de manosa en
las glucoproteinas o carbohidratos que se encuentran presentes sobre la superficie del
microorganismo. 2

Las tres vias del complemento convergen en el ataque a membrana, el cual forma un conducto a
través de la membrana ocasionando lisis celular. Este sistema se encuentra regulado por proteinas
de membrana y factores solubles que inhiben su activacién espontanea. La activacion del sistema
se traduce en funciones bioldgicas como: opsonizacién a través de los fragmentos de C3,
inflamacidn, producida por anafilotoxinas ocasionando la degranulacion de célula cebada,
quimiotaxis, inducida por C5 promoviendo la fagocitosis asi como la eliminacién de
inmunocomplejos. **

Para la activacién de la cascada de complemento asi como su estabilidad y tiempo de actividad
este es regulado debido a que amplifica la lisis celular por medio del complejo de ataque a la
membrana perjudicando células sanas del huésped.

En las enfermedades autoinmunes se identifican deficiencias del sistema inmunolégico en el cual
el sistema del complemento hace aparicidon en los componentes iniciales de la via clasica, que se



encuentra asociada en la participacion del complemento induciendo el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica. °

Se han reportado estudios en donde los ratones se emplean como modelos bioldgicos del SS, para
lo cual en este proyecto se emplearan ratones de la cepa CD1 clasificados como: CD1 +/+, CD1

et/+ y CD1 et/et, para la comparacién de niveles de ceruloplasmina, nitritos y unidades de
complemento en el suero de los ratones.



2. MARCO TEORICO
2.1 Inmunidad

La inmunidad es un estado de resistencia que tienen ciertos individuos o especies frente a la
accion patdgena de microorganismos o sustancias extrafas. Dicho estado puede ser natural o
adquirido.

El sistema inmune, es el conjunto de estructuras y procesos bioldgicos de un organismo que
supone una proteccién contra las enfermedades, ya que logra identificar y eliminar las células
patégenas.

La inmunidad se divide en inmunidad innata, inmunidad adaptativa, en la que
participa la inmunidad humoral.

2.1.1 Diferencias entre la inmunidad innata y la adaptativa’

Inmunidad
Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
No existe fase lag (adaptacidn) Existe fase lag
Actua rapidamente Tarda tiempo en actuar
No es antigeno especifica Es antigeno especifica
No existe memoria inmunoldgica Se desarrolla memoria inmunoldgica

Entre las defensas innatas del huésped se encuentran las barreras anatdmicas en donde
intervienen factores mecanicos, factores quimicos, factores bioldgicos; Entre los componentes
humorales se encuentran el sistema complemento, el sistema de coagulacién asi como las
citocinas; Los componentes celulares, son los principales defensores en el organismo, son
neutrofilos, monocitos, macréfagos, células asesinas (células NK) y eosindfilos.

El sistema inmune innato se basa en la participacion de mecanismos de defensa inespecificos
externos (barreras fisico-quimicas y bioldgicas) que tienden a evitar la infeccion. Cuando los
microorganismos consiguen contrarrestar estos mecanismos de defensa externos, actuan los
mecanismos de defensa inespecificos internos (moléculas y células) para la destrucciéon del
patdgeno.




2.1.2Mecanismos de la respuesta inmune natural

¢ Endocitosis: ingestidon de material soluble (macromoléculas) del fluido extracelular por
medio de invaginacion de pequefias vesiculas endociticas, pinocitosis, endocitosis mediada
por receptor asi como la formacion de lisosomas para digestion y eliminacion.

¢ Fagocitosis: union del agente particulado a la superficie de una célula fagocitica, emision
de pseudépodos y englobamiento ocasionando Ila formacién de un fagosoma y su
destruccién mediado por: mecanismos dependientes de oxigeno por formaciéon de
radicales téxicos mecanismos dependientes de éxido nitrico, mecanismos independientes
de oxigeno como enzimas hidroliticas

La activacion del complemento por la via alternativa y via de las lectinas la cual se define como el
conjunto de proteinas del plasma que interactdan entre si y con otros elementos de los sistemas
inmunitarios innato y adquirido su activacion enzimatica en cascada origina una respuesta rapida
y amplificada desde el estimulo inicial hasta el complejo de ataque a la membrana (MAC)
causando lisis del microorganismo mediada por opsonizacidon: C3b, quimiotaxis y las
anafilotoxinas: C3a, C4a y C5a (respuesta inflamatoria).

2.2 Autoinmunidad

Es un trastorno del sistema inmunoldgico asociado a la incapacidad de éste para reconocer los
antigenos del organismo como propios, lo que obliga al sistema a producir una respuesta inmune
errada.

Esto ocurre, en gran medida, debido a que los mecanismos de autotolerancia, encargados de
proteger al individuo contra linfocitos autorreactivos, operan de manera deficiente. La pérdida de
la tolerancia central y periférica ocasiona una respuesta inmune contra lo propio se desencadenan
enfermedades autoinmunes, las que se presentan en un 5 a 10% de la poblacidn general.

La mayoria de las enfermedades autoinmunes ocurren en MUJERES, sobre todo durante sus afios
de maternidad. Estas son mas comunes en personas de raza blanca con edades promedio entre los
24y los 50 afios.”

Una enfermedad autoinmune es una enfermedad en el que el sistema inmunitario se convierte en
el agresor y ataca a partes del cuerpo en vez de protegerlo. Existe una respuesta inmune
exagerada contra sustancias y tejidos que normalmente estan presentes en el cuerpo. Las causas
son un tanto desconocidas, pero estan relacionadas con el reconocimiento proteico entre las
superficies de las membranas celulares del sistema inmunitario y las que forman el organismo. Asi,
cuando las glucoproteinas de reconocimiento no coinciden, el sistema inmunitario comienza a
atacar al propio organismo.

La causa por tanto, tiene que ver a veces con la predisposicion o mutaciones genéticas que
codifican proteinas diferentes bien en las células inmunitarias o en las organicas.

Estas enfermedades autoinmunes se logran dividir en:
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e Enfermedades autoinmunes sistémicas (no érgano especificas): se producen cuando los
anticuerpos atacan antigenos no especificos en mas de un érgano en particular. Asi, existe
un grupo de enfermedades que a pesar de tener algunos antigenos especificos de algunos
d6rganos no presentan exclusividad para estos, el mejor ejemplo para este tipo de
enfermedades es el lupus eritematoso sistémico, que tiene una mayor frecuencia en
mujeres en la mitad de su vida.

e Sindromes locales (drgano especificas): puede ser de caracter enddcrino (diabetes
mellitus, enfermedad de Addison, tiroiditis de Hashimoto etc.), dermatoldgico
(pemphigus vulgar), o hematoldgico (anemia hemolitica autoinmune), e involucra un
tejido en particular.

2.3 Sindrome de Sjogren (SS)

El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune caracterizada por la infiltracién de células
mononucleares a glandulas exocrinas y la presencia de autoanticuerpos. Generalmente se
manifiesta con sequedad de boca y ojos a lo igual que puede afectar cualquier tejido exocrino, asi
como una amplia variedad de drganos y sistemas.

Las glandulas salivares y lagrimales son un principal objetivo, mediado por células T de inflamacién
cronica, causando atrofia glandular y una deficiente funciéon. Una teoria deriva a un ataque
autoinmune que se encuentra dirigido por un mecanismo responsable en la formacién de células
mononucleares acumuladas en las glandulas exocrinas.’® "’

Este sindrome puede presentarse como una enfermedad primaria o en ocasién con otras
enfermedades autoinmunes tales como artritis reumatoide, cirrosis biliar, lupus eritematoso
sistémico, esclerodermia, entre otros. El sindrome de Sjogren secundario es considerado como de
las enfermedades autoinmunes comunes.

El SS se activa al igual que muchas otras enfermedades autoinmunes por un mosaico de factores
genéticos, ambientales e incluso factores hormonales, induciendo en dultima instancia la
desregulacidon inmune asi como la pérdida de la tolerancia.

2.3.1 Caracteristicas clinicas

El sello distintivo de SS, se reduce en la funcién de las glandulas exocrinas denominado “sindrome
seco”. La combinacion de xeroftalmia (ojos secos), y xerostomia (boca seca) son manifestaciones
comunes tanto para Sindrome Sjogre primario (SSP) como para Sindrome Sjogren secundario
(SSS). La xerostomia puede resultar en dificultad de deglucidn, asi como la perdida de propiedades
protectoras antimicrobianas de la saliva ocasionando complicaciones dentales, caries, candidiasis
oral, queilitis angular, ampliacién de la parotiditis y bilateral de las glandulas parétidas.'”*®

La participacién de otras glandulas exocrinas (como tracto espiratorio, gastrointestinal y piel) es
menos comun pudiendo aparecer como costras nasales, hemorragias, inflamacién de la parédtida o
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submandibular, orofaringe seca, tos, atrofia de la mucosa esofagica, gastritis atrdfica y
dispareumia.

Los sintomas constitucionales como fatiga crénica, fiebre de bajo grado, mialgias frecuentes son
sintomas que pueden limitar la actividad del paciente.

El prurito causado por la sequedad en piel afecta al 55% de los pacientes con SSP y el 25% en los
pacientes con SSS. Pueden presentar erupciones cutdneas, asemejando lupus eritematoso
sistémico. La vasculitis es una manifestacion cutdnea comun en SS, asociado a manifestaciones
extra-glandulares en presencia de autoanticuerpos y crioglobulinas.™®

La artritis y las artralgias son diagnosticadas hasta en un 50% de los pacientes, las articulaciones
afectadas frecuentemente son los tobillos, hombros y mufiecas. Las manifestaciones neuroldgicas
son comunes y pueden proceder al diagnostico de SS o aparecer en una etapa posterior. Los
trastornos linfoproliferativos son complicaciones mas graves que se llegan a producir en un 5% de
los pacientes. En 20% de los pacientes se presenta acidosis tubular renal (tipo | distal),
posiblemente se observe nefritis intersticial crénica ocasionando alteracidon de la funcidn renal,
rara vez ocurre lesiéon glomerular que posiblemente se presenta de forma secundaria a la
crioglobulinemia adjunta.

2.3.2 Genética en SS

Es complejo implicar a los genes HLA y no-HLA. De los genes HLA, DR y DQ cuentan principalmente
para el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de genes asociados. Un reciente meta-
analisis informo que DQA-1 05:01, DQB-1 y DQR-1 02:01 03:01 alelos resultaron ser factores de
riesgo de SS. En otro estudio HLA-DQ-2 y HLA-B8 se relacionan con pacientes caucdsicos en SS
considerando a HLA-DR-5 se relacionan con la presencia de anti-anticuerpos Ro y anti-La.

Los genes implicados en los polimorfismos de no-HLA en el interferon (INF-a), como via de
interferon transductor y activador de la sefial de transcripcion se encuentra asociado con la
susceptibilidad a SS asi como la produccién e induccién de un estado pro-inflamatorio. Estos
genes que codifican para las interleucinas IL-6 y la IL-10 se encuentran vinculados a SS.

Se puede suponer que la predileccién femenina estd mediada por las hormonas ya que los
estrogenos y androgenos tienen un efecto protector, es por tal que la disminucidn de estas
hormonas se encuentra relacionado para el desarrollo de SS ya que la incidencia maxima para SS

es en el periodo premenopéusico.™® ¥

Los virus son considerados como candidatos potenciales para desencadenar la respuesta inmune
en SS, a través de la invasion local o la induccidn en la migracidn de linfocitos algunos informes
han encontrado asociacidn entre SSy el virus de Epstein-Barr y los virus de la hepatitis C.



La activacion del sistema inmune innato con la secrecion de citocinas, IL-6, IL-12, IL-17 e IL-21 se
encuentran relacionados con la presencia de anticuerpos anti-Ro, el papel de la IL-12 es poner en
marcha la migracién los linfocitos T y B a la glandula salival. La mayoria de las células invasoras son
células T CD4 y algunas células secretoras de anticuerpos son células B. La activacién de células T
se encuentra estrechamente asociado con el aumento de IL-6 logrando aumentar el nUmero de un
subconjunto de células T pro-inflamatorias a las glandulas salivales.”

Otro jugados clave en la interaccidn de los sistemas inmune innata y adaptativa de SS es el factor
activador de células B, producida por los monocitos y las células epiteliales que estimulan la
supervivencia de células B ya que estos se encuentran aumentados en SS.

2.3.3 Epidemiologia

Existe un gran predominio en mujeres con una proporcién de mujer: hombre alrededor de 9:1,
generalmente comienza en edades de 40y los 60 afios rara vez en nifios y adolescentes.”

2.3.4 Diagnostico

El diagnostico es una tarea compleja que no puede ser facilmente realizado, no hay ningun signo o
sintoma propio para este sindrome.

Los criterios de clasificacién europeos y los criterios revisados propuestos en 2002 por el Grupo de
Consenso Estadounidense de origen Europeo (AECC), establecen que se requiere presencia de
sintomas orales y oculares asi como examenes seroldgicos, histolégicos y estudios funcionales de
de las glandulas exocrinas. Las pruebas objetivas para confirmar la xeroftalmia consisten en la
prueba de Schimer que evalua la cantidad de producciéon lagrimal en 5 min. La prueba de rosa de
Bengala para la deteccién del tejido dafiado del epitelio en los ojos. Para la xerostomia mediante la
gammagrafia, sialografia, glandula parétida y biopsia de glandulas salivares.™



2.4 Inflamacion

La inflamacién es un mecanismo de respuesta inmunitaria se describen en signos: rubor, tumor,
calor, dolor y pérdida de la funcién, descubierto en la década cristiana por Cornelius Celsus. En
1793 John Hunter aprecia la respuesta inflamatoria, como mecanismo fisiolégico de defensa
contra diversas agresiones, determinando que la inflamacién es un proceso fisioldgico vascular y
celular por el cual los tejidos responden ante una lesién.

La inflamacién es sin duda uno de los fendmenos clinicos més observados, las manifestaciones en
el proceso inflamatorio local repercutiendo sistematicamente como en el sindrome de respuesta
inflamatoria, observado en pacientes con infecciones severas.**

Los procesos inflamatorios se pueden clasificar en localizados o sistémicos, para que pueda existir
una u otra es necesario un estimulo inflamatorio, la respuesta a dicho estimulo puede ser benéfica
al huésped ya que la inflamaciéon es un mecanismo fisiolégico por el cual el cuerpo busca la
homeostasis durante una agresion. El objetivo de la inflamacidon es controlar y erradicar el agente
infeccioso mediante el reclutamiento de elementos celulares del sistema inmunitario, evitando la
diseminacion mas alla del sitio de infeccion. Si el estimulo persiste, la inflamacién se perpetua,
trayendo consecuencias deletéreas para el huésped. **

El proceso inflamatorio agudo es caracterizado por cambios vasculares que implican incremento
en la permeabilidad de los vasos sanguineos permitiendo la salida de plasma, proteinas
plasmaticas y elementos celulares a los tejidos. Se conocen eventos en la transmigracion
leucocitaria en la inflacién como:

e Adhesion celular al endotelio vascular
e Diapédesis

e (Quimiotaxis

e Reclutamiento de células fagociticas

Los cambios vasculares comienzan a nivel poscapilares en donde se observa una vasoconstriccidn
seguida de una vasodilatacion vascular, favoreciendo la salida del plasma a los tejidos en donde se
produce la fase de estasis sanguinea por lo que el movimiento celular a través del capilar se ve
frustrado a falta del plasma. El contacto entre leucocitos y células endoteliales es gracias a
moléculas de adhesién celular (las selectinas, integrinas, inmunoglobulinas). Los estimulos
inflamatorios son muy potentes debido a la liberaciédn de de mediadores quimicos a los tejidos. En
muchas situaciones es mas el dafio que induce la inflamacidn que el beneficio que puede ofrecer.

Durante la inflamacidn células que en su mayoria son polimorfonucleares son guiadas por un
gradiente quimio tactico generado por mediadores proinflamatorios como citocinas y quimiocinas
constituyentes de la respuesta inflamatoria.?

En una inflamacidn crénica los cambios se hacen mds evidentes tal es el caso en los procesos
autoinmunitarios.



2.4.1 Mediadores proinflamatorios

Los mediadores proinflamatorios se clasifican por: aminas vasoactivas, péptidos vasoactivos,
fracciones del complemento , mediadores lipidicos, citocinas , quimiocinas, enzimas proteoliticas

Los mediadores de suma importancia son la anafilotoxinas de complemento, estas proteinas se
liberan en dos fracciones de mayor tamafio (C3b) esta permanece unida a la célula en donde se
activo el complemento y de menor tamafio (C5a) que es liberada para estimular a las células mas
cercanas. Los fragmentos C3a,C4a y C5a, son los principales mediadores inflamatorios.

Los fragmentos C3a y C5a poseen gran actividad quimiotactica para neutréfilos actuando sobre

receptores especificos en células, asi como en células endoteliales, monocitos y macréfagos

induciendo su activacion, esta activacion implica la sintesis de citocinas proinflamatorias.>*

Los reactantes de fase aguda, fibrindgeno, proteina C reactiva, proteina amiloide, ceruloplasmina,
entre otros, participan directamente en la respuesta inmunitaria innata y exacerban la
inflamacidn. Su determinacion se considera de valor prondstico y evolutivo de los procesos
inflamatorios, asi como el seguimiento de enfermedades inflamatorias sistémicas como en la

autoinmunidad. Durante el curso de algin proceso inflamatorio las proteinas de fase aguda se
incrementan como producto de las citocinas proinflamatorias. ®

2.5 Ceruloplasmina (Cp)

Las denominadas proteinas de fase activa, muestran un notable aumento de concentracion a
mediadores como la IL-1 derivada de macréfagos y liberada como consecuencia de infeccién o
dafio tisular. Estds proteinas son: proteina C reactiva (CRP), proteina fijadora de manosa (MBP) y
el componente P de amiloide sérico. Otras proteinas de fase aguda cuya concentracion se ve
alterada de forma moderada son: fibrindgeno y ceruloplasmina.

La ceruloplasmina Cp se sintetiza principalmente en higado como una cadena polipeptidica simple
y se secreta como una a2-glicoproteina a nivel plasmatico. Pertenece a la familia de las
multicuprooxidasas. Estas enzimas constituyen un grupo de proteinas evolutivamente conservado.
Se caracterizan desde el punto de vista estructural por presentar tres tipos de sitios de unién para
el cobre con caracteristicas espectroscdpicas diferentes y, desde el punto de vista funcional, por
catalizar la reduccién de una molécula de oxigeno con formacién de una de agua, sin la liberacion
de intermediarios potencialmente téxicos (O, -, H,0,).

La Ceruloplasmina (Cp) es la principal proteina transportadora de cobre en circulacién con

actividad ferroxidasa. Su concentracién es abundante en plasma; se considera un reactante de
fase aguda.

10



La Cp es una proteina multifuncional. La funcién que la misma cumpla dependera de los cambios
en las condiciones fisioldgicas y patoldgicas presentes en el organismo frente a una situacién
determinada.

Aunque su aumento después de procesos inflamatorios y traumaticos se usé para clasificarla como
proteina de fase aguda, su funcion fisioldgica puede ser amplia y variada. Ademas de participar en
la homeostasis del hierro, se le reconocen propiedades antioxidantes contra la peroxidacion
lipidica y oxidantes frente a varias aminas.

En circulacidn, la proteina se encuentra como apoceruloplasmina y holoceruloplasmina. La
primera de estas formas corresponde a la enzima sin actividad, mientras que la segunda
corresponde a la enzima activa. La apoceruloplasmina contribuye aproximadamente en un 10% a
la concentracién proteica total de Cp en adultos presumiblemente sanos. Este porcentaje puede
variar en algunas situaciones patoldgicas.’

2.6 Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO), es un radical libre, potencialmente toxico que puede difundir libremente a
través de las membranas celulares. Es un potente vasodilatador formado por las células
endoteliales, inicialmente fue denominado como factor relajante derivado del endotelio (EDRF).
Tiene una vida media de 3-50 segundos y su labilidad es debida a su rapida conversion a nitritos y
nitratos por el oxigeno. El NO se sintetiza por accién de la oxido nitrico-sintetasa (NOS, del ingles
nitric oxide syntethase) que actua sobre la L-arginina. Se han descrito dos formas de distintas de la
enzima, una forma constitutiva y otra inducible.

La forma constitutiva de NOS es calcio-calmodulina dependiente que actia como la responsable
del aumento del NO por el endotelio vascular, plaquetas, tejido nervioso, células mesangiales de la
médula adrenal y de las células de la macula densa. Se activa por aminoacidos excitatorios, por la
acetilcolina y calcio. La NOS constitutiva proporciona con rapidez unas cantidades relativamente
pequefias de dxido nitrico durante cortos periodos de tiempo.

La forma inducible no es dependiente de calcio-calmodulina produciendo la liberaciéon de grandes
cantidades de NO de forma prolongada por macrdéfagos, neutrdfilos, endotelio vascular y células
microgliales. Los inductores mas importantes de la forma inducible de la NOS son el LPS o
endotoxinas, el Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa), IL-1 y INFy. Esta activacidon de la forma
inducible por citocinas proinflamatorias implican el mecanismo por el cual el tono del NO se
encuentra elevado en la reaccidn inflamatoria.

El NO ejerce sus acciones vasodilatadoras por difusion local desde las células endoteliales a las
células del musculo liso vascular donde estimula la guanilato-ciclasa y provoca un aumento de la
formacién de 3°-5"-monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), asi como la relajacion del musculo
liso vascular, probablemente por alteracion de la concentracidn de calcio intracelular. La
interaccion del NO con enzimas microbianas que contienen Fe-S puede ser la causa de su efecto
bactericida. Otro mecanismo de citotoxicidad se debe a la nitrosilacion de los acidos nucleicos
causando ruptura del ADN.
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El NO provoca dafio tisular debido a productos como el peroxinitrilo (ONOO-), generado por la
interaccion del NO con otras especies de oxigeno reactivo. El efecto fisiolégico mas importante del
NO, es el actuar como vasodilatador, estad propiedad y su capacidad de inducir a la COX-2 hacen
gue sea un importante mediador del proceso inflamatorio.

El NO puede ser cuantificado por métodos directos (cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a detectores
electroquimicos, resonancia electronica paramagnética, quimioluminiscencia) y por métodos
indirectos, (espectrometria de UV-Vis, y métodos electrométricos), las concentraciones de éste
compuesto se encuentran entre 10nM a 1uM y su vida media en disolucién acuosa (entre 3.8 a 6.2
s), reducen la aplicabilidad de estos métodos para la evaluacidon de muestras bioldgicas.

Las dificultades inherentes a la cuantificacién del NO pueden ser reducidas cuantificando a sus
metabolitos estables NO, y NOs, pero en muestras plasmaticas, el NO es oxidado completamente a
NO; el cual es estable durante varias horas. En contraste, el NO, es convertido rapidamente a NO;
en la sangre mediante la oxidacién de la hemoglobina por el NO,, bajo condiciones aerdbicas
mediante la transferencia de un electrén del NO, hacia la oxihemoglobina unida.

Se han reportado varias técnicas para la deteccidn de los metabolito estables del NO (NO3Y NO,),
siendo la mas utilizada la deteccidn colorimétrica con reactivos de Griess. Esta reaccion involucra
la formacion de un cromdéforo mediante la diazoacidn de la sulfanilamida con acido nitroso,
seguido de un acoplamiento con una amina biciclica. Debido a que la reaccién de Griess no detecta
el anién NO;, se ha propuesto la reduccién de NO; a NO, con metales reductores tales como el
cadmio.

2.7 Sistema Complemento

Paul Ehrlich define el término complemento como la actividad del suero sanguineo que completa
la accién del anticuerpo.

La activacion del sistema complemento se inicia por proteinas denominadas proteinas de fase
aguda, que experimentan cambios de concentracion durante la inflamacion, las diversas acciones
del sistema complemento pueden ser desencadenadas no solo por anticuerpos, sino también por
componentes de la inmunidad innata.”>

2.7.1 Funciones del complemento

Las actividades biolégicas de este sistema afectan las inmunidades innatas y adaptativa, la
interaccion de receptores celulares con proteinas del complemento controla algunas actividades
de las células B, revelando que este sistema participa en el sistema inmunitario adaptativo.

12



Las funciones basicas del sistema implican

e lisis de células, bacterias y virus

e Opsonizacién, promoviendo la fagocitosis de antigenos particulados

e Unidn a receptores del complemento especificos que desencadenan funciones
caracteristicas en inflamacion y secrecién de moléculas inmunorreguladoras.

e Depuracion inmunitaria, eliminando complejos inmunitarios.

LISIS OPSONIZACION ACTIVACION DE LA REACCION DEPURACION DE
INFLAMATORIA INMUNOCOMPLEJOS
Reoelptor dte b
Bacterias complemento
Complemento ‘ Complejo
Ag-Ab
qv
‘ Desgranulacion

Extravasacion

Tejido

Figura 1. Activacion de la cascada de complemento

2.7.2 Componentes del complemento

Las proteinas y glucoproteinas del complemento se sintetizan en los hepatocitos asi como
también los monocitos, macréfagos y células epiteliales de los aparatos digestivo y genitourinario.
Constituyen el 5% (en peso) de la fraccion de la globina sérica, circulan en el suero como
zimdégenos. La secuencia de reaccidon se inicia con una cascada enzimatica. Los componentes de
este sistema se designan con numerales (C1-C9). Los fragmentos peptidicos que se forman por
activacion se indican en minusculas, los fragmentos mas pequefios resultado de la escisién de un
componente se designan “a” y al fragmento mas grande se designa “b”, cabe sefialar que C2 es
una excepcion ya que C2a es el fragmento mas grande.

Los fragmentos grandes se unen al sitio de activacién, y los pequefios se difunden en reacciones
inflamatorias localizadas uniéndose a receptores especificos. Los complejos con actividad

.. . , . LA 2
enzimatica se designan con una linea sobre el nimero (C4b2a). *>’
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2.7.3 Activacion del complemento.

Existen tres vias que desencadenan la activacion del complemento, las vias cldsicas, alterna y la de
la lectina. Los pasos finales llevan a la formacion del complejo de ataque ala membrana (MAC, del
inglés membrane-attack complex).

Via clasica
Antigeno-antcuerpo

C1qr,s,
C1 Qry5) ———— activado

(1) cz2 |cab
\ 4

C4—<—>Cdb » Cdb2a » C4b2a3d
, v convertasa de C3 convertasa de C5
VIA DE LECTINA Cda { A )
Cfa
MBL —— Complejo tipo C1 Activado J e
T MASP 03—\;} C3b CETDCEbEEHEJm,B
Cla B Ba e e
Pared celular # k f 1
microbiana c3 Cib C3bBb C3bBb3b
T T (Convertasa de C3)  (Convertasa de C5)
Superficies Factor D
microbianas
Vis AITERNA

Figura 2. Generalidades de la activacion del complemento

2.7.4 Llaviaclasica
La via clasica se inicia con la unidn de antigeno y anticuerpo.

La activacion comienza con la formacion de complejos de antigeno y anticuerpo solubles. La IgM y
ciertas subclases de IgG pueden activar esta via. La etapa inicial incluye C1, C2, C3, C4, que se
encuentran en el plasma en forma inactiva.
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La formacion de complejo antigeno anticuerpo induciendo cambios en la conformacién de la
porcidn Fc de IgM exponiendo el sitio de unidn para el componente C1. El C1 en suero es un
complejo macromolecular que consiste en Clq y dos moléculas de Clr y dos Cls, unidas en un
complejo (C1qr,s,) estabilizado por iones Ca®". Cada monémero Cl1r y Cls contiene un dominio
catalitico y un dominio de interaccién con C1qgo de uno con el otro.

El complejo macromolecular C1 se une por cabezas globulares Clq a dos sitios Fc para hacer una
interaccion estable Cl-anticuerpo. Cuando IgM se une al antigeno cambia su configuraciéon en
“grapa” exponiendo los sitios de unién para Clg. Mientras que la IgG contiene un sitio de unidn
Clq en el dominio de Fc, la unién firme de Clqg se logra con dos moléculas de IgG que se
encuentran a 30 a40nm.>> "3

La unién de Fc produce un cambio de conformacién en Clr que se convierte a una enzima
proteasa de serina activa CIr que escinde CIs a una enzima activa similar Cls, conteniendo dos
sustratos, C4 y C2. La glucoproteina tiene tres cadenas polipeptidicas o, B, yv. >’

El C4 se activa si C1s hidroliza al fragmento pequefio (C4a) de la cadena a exponiendo al sitio de
unién con el fragmento mas grande (C4b), este fragmento se fija en la cercania de C1 y a la
proenzima C2 haciendo el sitio de unién expuesto en C4b, mientras que la Es, escinde C2; el
fragmento pequefio (C2b) se difunde. El complejo C4b2a, se denomina convertasa de C3 en forma
activa. El fragmento C4a es una anafilotoxina o mediador de la inflamacién, las anafilotoxinas que
incluyen los fragmentos son: C4, C3 y C5.

La hidrolisis de C3a de la cadena a de la convertasa de C3 genera C3b. Una molécula de convertasa
de C3 puede generar mas de 200 moléculas de C3b, parte de esta C3b se une a C4b2a formando
un complejo trimolecular C4b2a3b, llamado convertasa C5. El componente C3b se une a C5

alterando su conformacién de tal forma que C4b2a escinde C5 en C5a que se difunde mientras que
C5b se fija a C6 e inicia el complejo de ataque a la membrana en secuencia denominada complejo
de ataque a la membrana. La C3b generada en la actividad de la convertasa de C3 no se une a
‘C4b2a que se difunde y cubre inmunocomplejos particulados que funciona como una opsonina

promoviendo la fagocitosis. 21315

2.7.5 Laviaalterna
La via alterna es independiente de anticuerpo.

La via alterna genera productos activos sin necesidad de complejos antigeno y anticuerpo, en esta
via no se requiere de anticuerpo la via alterna es un componente del sistema inmunitario innato.
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La via alterna el C3 sérico sufre hidrolisis para producir C3ay C3b, el C3b se une a antigenos de
superficie extrafios o incluso a células del hospedador. Las membranas de la mayoria de las células
contienen concentraciones de acido sialico que contribuye a la desactivacion rdpida de moléculas
C3b unidas a células del hospedador. El C3b se une a estds superficies permaneciendo activo mas
tiempo. El C3b que se encuentra en la superficie de las células extraiias puede unir otra proteina
sérica llamada factor B formando un complejo, estabilizado por Mg?*. La unién a C3b expone un
sitio en el factor B sirviendo como sustrato para proteina sérica con actividad enzimatica llamada

factor D. El factor B unido a C3b libera un fragmento pequefio (Ba) que se difunde y genera C3bBb.

Este complejo C3bBb, posee actividad de convertasa de C3 siendo un anélogo del complejo C4b2a,
la actividad de convertasa de C3 del C3bBb, tiene una vida media limitada a menos que se una a el
la properdina. EI C3bBb, puede activar C3 no hidrolizado liberando mdas C3b de modo
autocatalitico. La actividad de convertasa de C3 del C3bBb genera el complejo C3Bb3b que
muestra actividad de convertasa de C5 siendo analogo del complejo C4b2a3b. El componente C3b

no enzimatico se une a C5 el componente Bb hidroliza al componente C5 para generar C5a y C5b,
5,13

este Ultimo se une a la superficie antigénica dando comienzo a la fase final del ciclo litico.

2.7.6 Laviade lectina
La via de lectina se inicia con la unidn de proteinas del hospedador a superficies microbianas.

Las lectinas son proteinas reconocidas como blancos carbohidratos especificos y se unen a ellos, la
lectina activa el complemento y se une a residuos de manosa, MBL (del ingles mannose-binding
lectin) se une a residuos manosa en glucoproteinas o carbohidratos sobre la superficie de
microorganismos. Las células humanas tienen residuos de acido sidlico que cubren los grupos
azucar reconocidos por MBL, no siendo blancos para la unién.

La MBL de la familia de las colectinas, es una proteina de fase aguda, aumenta su concentracion
durante las reacciones inflamatorias, su funcion en la via del complemento es similar a la de Clq.
Después de que la MBL se une a los residuos carbohidrato en la superficie de una célula, a ella se
fijan las proteasas de serina relacionadas con MBL, MASP-1, MASP-2. El complejo activo formado
por esta vinculacion causa escision y activacion de C4 y C2. Las proteinas MASP-1 y MASP-2 tienen
similitudes estructurales con Clr y Cls imitando sus actividades. De estd manera activan a los
componentes C2 a C4 formando la convertasa C5 sin necesidad de unién de anticuerpo especifico
representa un mecanismo innato de defensa importante que utiliza los elementos de la via clasica

excepto las proteinas C1.> "
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2.7.7 Complejo de ataque a la membrana.
Las tres vias del complemento convergen en el complejo de ataque a la membrana.

La ausencia terminal de activacién del complemento incluye C5b, C6, C7, C8 y C9, interactuan de
manera secuencial formando una estructura macromolecular denominada complejo de ataque a
la membrana (MAC, del ingles membrane-attack complex). El complejo forma un conducto a
través de la membrana de la célula blanco permitiendo la libre difusién de iones y moléculas a
través de la membrana.

La produccién de una convertasa de C5 activa escinde C5 que contiene dos cadenas proteinicas ay
B, después de la unién de C5 al componente C3b no enzimatico de la convertasa, se escinde la
cadena a creando el fragmento C5a que se difunde y el fragmento C5b se une a la superficie de la
célula proporcionando un sitio de unidn para los componentes del complejo de ataque a la
membrana. El componente C5b es un extremo labil se desactiva a menos que se una a C6 y
estabilice la actividad. Las reacciones del complemento se llevan a cabo en la superficie hidrofila
de la membrana o en inmunocomplejos.

A medida que se une C5b6 a C7 el complejo experimenta transicidn que expone las regiones
hidrofobas que sirven como sitios de unidn para los fosfolipidos de membrana, los sitios de unién
hidrofobos permiten que el complejo C5b67se inserte dentro de la bicapa fosfolipida.

Si la reaccidn tiene lugar en un inmunocomplejos, los sitios de unién hidréfobos no pueden fijar
(“anclar”) el complejo y este se libera. Los complejos C5b67 liberados pueden insertarse en la
membrana de células cercanas y mediar la lisis de “espectadores inocentes”. En condiciones
normales las proteinas reguladoras impiden este acto, pero en ciertas enfermedades el dafo
celular puede ser efecto de dicha lisis, como resultado de la deficiencia de una proteina
reguladora.

La unién de C8 a C5b67 a la membrana induce un cambio de conformacién de C8 el canal sufre
una transicion que expone la regién hidréfoba que interactia en la membrana plasmatica. El
complejo C5b678 crea un poro de 10 A° de didmetro. La formacion de este poro puede conducir a
lisis. La etapa final en la formacion del MAC, es la unién y polimerizacién de C9, una molécula
parecida a perforina como lo es el complejo C5b678 esta puede unirse y polimerizarse de 10 hasta
17 moléculas de C9 por accidon de un solo complejo C5b678. Las moléculas C9 experimentan una
transicion que también puede insertarse en la membrana. EIl MAC tiene forma tubular y tamano
de poro funcional de 70 a 100 A°®, consiste en un complejo C5b678 rodeado por el complejo poli-
C9. Los iones y las moléculas pequefias se difunden con libertad a través del conducto central del
MAC, la célula no puede conservar su estabilidad osmotica y es destruida por la entrada de agua y

. 3t 2,131
la perdida de electrdlitos. > >
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Figura 3. Resumen de las tres vias de activacion del complemento, en donde todas las vias
convierten C3 en su forma activa C3b que participa en la formacion de la convertasa C5, con la
formacién de C5b, con esta formacion las vias convergen en el complejo de ataque a la
memebrana.

2.8 Regulacidn del sistema complemento

Los elementos del sistema del complemento ataca tanto células del hospedador como células
extrafias y microorganismos, los mecanismos reguladores complejos han surgido por evolucidn
para restringir la actividad del complemento a los blancos asignados. Un mecanismo pasivo de
regulacién en todas las vias del complemento es la inclusion de componentes labiles que sufren
desactivacién espontanea son estabilizados por una reaccién con otros componentes.

La actividad de convertasa de CD3 generada en la via alterna tiene vida media activa solo de 5 min.
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La regulacién activa de la actividad del complemento corre a cargo de una serie de proteinas
reguladoras que desactivan diversos componentes del complemento. La glucoproteina
denominada inhibidor de C1 puede formar un complejo con C1r2s2, la cual determina que se
disocie de C1q y previene la activacion adicional de C4 o C2. **

La reaccion catalizada por C3 convertasa C3 es el paso principal en la activacién del complemento
gue genera moléculas de C3b. El dafio a células normales del hospedador se minimiza por que C3b
sufre hidrdlisis espontanea para el momento que se ha difundido a una distancia de 40nm
respecto a las enzimas convertasa C4b2a o C3bBb, no pude unirse al sitio blanco. Las proteinas

Las proteinas reguladoras contienen secuencias repetitivas de aminodcidos de unos 60 residuos
llamadas repeticiones de consenso cortas (SCR, del ingles short consensus repeats). Estas
proteinas se codifican en un mismo sitio en el cromosoma 1, se conoce como el grupo génico de
reguladores de la activacion del complemento (RCA, del ingles regulators of complement
activation).

En la via cldsica y de lectina actua de manera similar tres proteinas RCA, estas proteinas
reguladoras incluyen la proteina de unién de C4b soluble (C4bBP) y dos proteinas de union a
membrana a saber receptor de complemento tipo 1 (CR1) y proteina cofactor de membrana (MCP)
Cada una de las proteinas reguladoras se une a C4b y evita su vinculacidon con C2a. Cuando C4Bbp,
CRI o MCP se unen a C4b otra proteina reguladora, factor I, escinde C4b en C4d unida y C4c
soluble. Una secuencia similar previene el ensamblaje de"C3bBb (una convertasa de C3) en la via
alterna. En este caso CR1, MCP o un componente regulador denominado factor H se une a C3b y
previene su enlace a factor B. Una vez que CRI, MCP o factor H se une a C3b, el factor | escinde
C3b en un fragmento iC3b unido y un fragmento C3f. La escisidn adicional de iC3b por el factor |
libera C3cy deja a C3dg unido a la membrana.” ™

Las proteinas RCA actuan sobre la convertasa de C3 ensamblada da lugar a la disociacidn; incluyen
C4bBP, CR1 y factor H. El factor acelerador de la degradacion (DAF o CD55) es una glucoproteina
fijada de manera covalente a una proteina de membrana glucofosfolipidica tiene la capacidad de
disociar la convertasa de C3. Cada proteina RCA acelera la degradacion de convertasa de C3 al
liberar el componente con actividad enzimatica (C2a o Bb) el componente unido a la célula (C4b o
C3b). Cuando ocurre la disociacidn de la convertasa de C3, el factor | escinde el componente C4b o
C3b unido a membrana restante lo que desactiva irreversiblemente la convertasa. Las proteinas
reguladoras operan a nivel del complejo de ataque a la membrana. La posible liberacién del
complejo C5b67 implica una amenaza de lisis de espectador para células sanas. Las proteinas
séricas contrarrestan la amenaza al unirse al C5b67implica una amenaza de lisis de espectador
inocente para células sanas. Las proteinas séricas contrarrestan la amenaza al unirse al C5b67
liberado e impidiendo su insercidn en la membrana de células cercanas.”>’

Las proteinas séricas llamada proteina S se une a C5b67 e inducir una transicién impidiendo la
insercidn de C5b67 en la membrana de células cercanas. La lisis de las células del complemento es
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eficaz si el complemento proviene de una especie diferente a la de las células que lisan. El
fenédmeno depende de una proteina de membrana que bloquea la formacion del complejo de
ataque a la membrana (MAC).

La proteina se encuentra en la membrana de células se denomina factor de restriccion homdlogo
(HRF del ingles homologous restriction factor) o inhibidor de membrana de lisis reactiva (MIRL, del
ingles membrane inhibitor of reactive lysis o CD59). La lisis inespecifica mediada por complemento
al unirse a C8 impide el ensamblaje de poli-C9 y su insercién en la membrana plasmatica la
inhibicidn ocurre si los componentes del complemento provienen de la misma especie que las

células blanco.> *

2.9 Consecuencias bioldgicas de la activacion del complemento

El complemento es un mediador importante de la reaccién humoral, amplifica la respuesta y la
convierte en un mecanismo de defensa eficaz para destruir microorganismos invasores.

El MAC media la lisis celular en tanto el complemento o productos de escisidon participan en la
reaccién inflamatoria, la opsonizacion de antigeno, la neutralizacidn virica en la infecciéon aguda
protegiendo contra una nueva infeccién.”>

2.9.1 Los productos de escision de componentes del complemento median la inflamacion.

La importancia critica son los diversos péptidos que se generan durante la formaciéon del MAC,
teniendo una funcién en el desarrollo de una reaccidn inflamatoria eficaz. Los fragmentos mas
pequefios resultan de la escision del complemento, C3a, C4a y C5a, llamados anafilotoxinas, se
unen a receptores en células cebadas y basdfilos sanguineos e inducen desgranulacidon con
liberacion de histamina.

Las anafilotoxinas inducen contraccién de musculo liso y aumentan la permeabilidad vascular, la
activacion del sistema del complemento tiene como resultado el ingreso de liquido que lleva
anticuerpo y células fagociticas al sitio de entrada de antigeno. Las actividades de estds
anafilotoxinas muy reactivas son reguladas por una proteasa sérica llamada carboxipeptidasa N,
escinde un residuo Arg del extremo C de las moléculas y produce las formas des-Arg. La forma des-
Arg de C3 por complemento inactiva, mientras que la C5 conserva actividad quimiotactica.

C3a y C5a pueden inducir a monocitos y neutrdfilos a que se adhieran a células endoteliales
vasculares, se extravasen por el recubrimiento endotelial de los capilares y migren activacién en
los tejidos el C5 a es mas potente en la mediacién de estos procesos y eficaz en cantidades
picomolares.’
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2.9.2 Launidn de C3b y C4b facilita la opsonizacion

El C3b es la principal opsonina del sistema del complemento, aunque C4b e iC3b poseen actividad
opsonizante. La amplificacidn observada de C3 causa recubrimiento de C3b en inmunocomplejos y
antigenos particulados. Las células fagociticas y algunas otras células expresan receptores de
complemento (CR1, CR3 y CR4) que se unen C3b, C4b o iC3b. El antigeno recubierto con C3b se
une a células que portan CR1.

La activacion de células fagociticas por diversos agentes, incluida la C5a, aumenta el nimero de
Crl desde 5000 fagocitos en reposo hasta 50 000 en células activadas lo que facilita su fagocitosis
de antigeno recubierto con C3b.> 3

2.10 Elrifidn y sus funciones

Los mecanismos fisiolégicos que el rifién ha adquirido para cumplir sus funciones exigen un alto
grado de complejidad estructural.

Cada rifidn adulto pesa unos 150g. Al llegar el uréter al hilio renal se dilata formando una cavidad
infundilidiforme, que se divide en dos o tres ramas: los cdlices mayores y estos en tres o cuatro
calices menores. El rifidn humano tiene unos 12 calices menores. Al corte, la superficie del rifidn
estd formada por corteza y médula; la primera tiene 1.2 a 1.5 cm de espesor. La médula contiene
piramides renales, cuyos vértices llamados papilas, terminan en un caliz. El tejido cortical se
prolonga ocupando los espacios adyacentes a las pirdmides para formar asi las columnas renales.’

El rifidn estd muy vascularizado vy reciben el 25% del gasto cardiaco. La corteza es la parte rica en
vasos y recibe el 90 % de la sangre que llega al rifidn. La arteria renal principal se bifurca en dos
ramas: anterior y posterior. De ellas parte las arterias interlobulares que discurren por entre los
I6bulos y que emiten las arterias arcoatas que forman arcos entre la corteza y de la médula de
ellas salen las arterias interlobulillares. Las arteriolas aferentes, forman el penacho glomerular en
donde se dividen una y otra ves en 20 a 40 asas capilares dispuestas en varios Iébulos que
confluyen y salen del glomérulo por las arteriolas eferentes, las arteriolas eferentes de las
nefronas superficiales forman una rica red bascular rodeando a los tubulos corticales; mas
profundamente de los glomérulos yuxtamedulares nace la vasa recta siguiendo un trayecto
rectilineo y descendiendo para irrigar las zonas interna y externa de la medula.”™*

Los glomérulos estan formados por una red anastomosada de capilares revestidos por un epitelio
fenestrado dotado de 2 envolturas epiteliales. El epitelio visceral se incorpora la pared capilar y se
convierte en parte intrinseca, quedando separado de las células endoteliales por una membrana
basal. El epitelio parietal reviste el espacio de Bowman, cavidad en la que se recoge el liquido
resultante de la filtracién del plasma.™

Las células epiteliales viscerales (podocitos) son células complejas dotadas de expansiones
digitiformes adherentes incrustadas en la lamina externa de la membrana basal. Las expansiones
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podalicas adyacentes separadas por hendiduras o poros de filtracion de 20 a 30 nm de ancho,
unidos entre si por un fino diafragma en forma de puente. La matriz mesangial forma una malla
gue contiene células mesangiales esparcidas estas de origen mesenquimatoso poseen
propiedades contractiles fagociticas capaces de proliferar depositando matriz y colageno.

Las caracteristicas de la filtracidon glomerular tienen una extraordinaria permeabilidad al agua y a
los solutos de pequefio tamafio. La funcién de barrera glomerular permite separar las distintas
proteinas segun su tamafio y su carga eléctrica.

La estructura de las células epiteliales de los tibulos renales varia segun los distintos segmentos
de la nefrona.

Los mecanismos mediados por anticuerpos pueden iniciar muchas formas de glomerulonefritis
ocasionadas por las células T nefritdgenas sensibilizadas, como consecuencia de las reacciones de
la inmunidad celular, producen algunas formas de lesién glomerular implicadas en el
empeoramiento de muchas glomerulonefritis, la presencia en el glomérulo de macréfagos
activados y de células T y sus productos.

La alteracién de la via alterna del complemento se produce en la entidad anatomoclinica
denominada glomerulonefritis membranoproliferativa, independientemente del depdsito de
inmunocomplejos.”**

Cuando los reactantes inmunitarios o células T sensibilizadas se depositan en el glomérulo por la
intervencién de mediadores y elementos que intervienen en la inflamacién aguada y crénica, los
neutrdfilos infiltran los glomérulos en ciertos tipos de glomérulonefritis debido a la activacién del
complemento seguida de la formacién de agentes quimiotacticos (C5a principalmente) a través de
la adherencia inmunitaria mediada por Fc y otros mecanismos, los neutréfilos liberan proteasas,
qgue producen la degradacion de la membrana basal glomerular; radicales libres de oxigeno, que
causan lesién celular contribuyendo a disminuir la funciéon glomerular.

Los macrdéfagos, linfocitos y células NK, infiltran el glomérulo durante las reacciones mediadas por
anticuerpos y por la inmunidad celular. Las células glomerulares autéctonas son estimuladas y
producen algunos mediadores de la inflamacion tales como radicales libres, citocinas, factores de
crecimiento entre otros poniendo en marcha la respuesta inflamatoria del glomérulo aunque no
haya infiltracion leucocitaria.

Los mediadores quimicos de la inflamacidn intervienen en la lesién glomerular asi como los
factores quimiotacticos del complemento estimulando la emigracion de leucocitos y de C5b-C9
como componente litico, ademas de estimular a células mesangiales elaborando oxidantes como
proteasa y otros mediadores. Incluso en ausencia de neutréfilos el C5b-C9 puede producir
proteinuria, como se ha propuesto en la glomerulonefritis membranosa. Las citocinas como la
interleucina 1y el factor de necrosis tumoral, provocan adhesién de los leucocitos.
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La lesién tubulo intersticial es un componente de muchas glomerulonefitis agudas ya que las
células tubulares activadas expresan moléculas de adhesién y elaboran citocinas
proinflamatorias.*
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3. MODELO EXPERIMENTAL

El modelo de estudio es un ratén desnudo et/et; fue observado por primera vez en 1985 en una
colonia cerrada no consanguinea de ratones albinos CD1 en el Bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, de la Universidad Nacional Auténoma de México

Una de sus caracteristicas principales es la alopecia derivada como resultado de un gen recesivo
autosdmico simple de la cepa albina CD1, el término “et” se adopto para nombrar a la forma
mutante. A este ratdn se le llamo CD1 et/et hipotimico debido a que se encontré que los ratones
machos de esta cepa presentan un timo rudimentario el cual es aproximadamente la mitad del
peso que presentan los animales eutimicos CD1 et/et, mientras que en las hembras de esta misma
cepa presentan una estructura parecida a un nddulo linfatico en el lugar del timo y el peso de esta
estructura es mas bajo que el peso del timo de las hembras eutimicas CD1 et/et.

Se ha observado que presentan baja fertilidad, mortalidad alta, lesiones en ojos y una marcada
susceptibilidad a problemas cutdneos como abscesos, dermatitis bacteriana y dermatomicosis asi
como un incremento de la frecuencia de parasitosis, neumonias y signos clinicos de
envejecimiento prematuro.

Los ratones et/et presentan autoanticuerpos antifosfolipidos de tipo IgA, 1gG, e IgM,
autoanticuerpos (anti Ro y anti La), factor reumatoide, y desarrollan una exocrinopatia
inflamatoria con dafio histopatoldgico de glandulas salivales y lagrimales que asemeja a los

pacientes con SS.* %
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que el sindrome de Sjogren consiste en una enfermedad autoinmune ocasionada
por inflamacién crénica resultado de una respuesta andmala en el sistema inmunitario
caracterizado por la presencia de un proceso inflamatorio con infiltracion linfocitaria generando
destruccién dirigida contra las células que recubren el interior de las glandulas de secrecidn
externa dirigido por la presencia de complejos inmunes.

Y determinado que las células mesangiales que rodean al glomérulo, promueven la aparicién de
enfermedades glomerulares mediada por complejos inmunes, por lo que se sugiere puede
encontrarse disminucién de C3 en el suero quedando comprometida la activacién de la via alterna
del complemento, asi como la disminucién de nitritos.

Tomando en cuenta lo antes descrito se plantea:

éSe puede establecer si la nefropatia observada en el SS tiene como base la hipocomplementemia
(privacidn de la via clasica o la via alterna?

5. OBIETIVOS

1. Determinar la actividad hemolitica de los sueros de los ratones, evaluando via cldsica y via
alterna de la cascada de complemento.
Determinar ceruloplasmina como marcador de proteina de fase aguda.
Determinar nitritos como marcador de radicales libres de nitrégeno.

6. HIPOTESIS

Los ratones que desarrollan el SS deberdn mostrar menor porcentaje de actividad de
complemento por la via clasica debido a la presencia de los autoanticuerpos, y los valores de
ceruloplasmina y nitritos, en estos ratones que desarrollan el SS, deberan tener mayores niveles
que los mostrados por los ratones testigos.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Se realizara un estudio observacional, transversal, prospectivo

e Poblacion de estudio.
Se utilizaran tres cepas de ratones de la raza CD1 clasificados como:

Ratones (envejecidos 30 semanas)
CD1 +/+: 5 hembras y 5 machos

CD1 et/+: 12 hembras y 9 machos
CD1 et/et: 8 hembras y 15 machos

Ratones (Jovenes 12 semanas)

CD1 +/+: 5 hembras y 5 machos
CD1 et/+: 15 hembras y 15 machos
CD1 et/et: 15 hembras y 15 machos

Ratones (Jovenes 12 semanas)

CD1 +/+:15 hembras y 15 machos
CD1 et/+: 15 hembras y 15 machos
CD1 et/et: 15 hembras y 15 machos

Criterios

¢ Inclusion

CD1 +/+: hembra y macho
CD1 et/+: hembra y macho
CD1 et/et: hembray macho
Con un peso entre 30-45g, que no presenten ningun padecimiento.
e Exclusion
Cepas CD1 +/+, CD1 et/+, que no se encuentren entre la edad requerida o presenten
padecimientos
e Eliminacion

Animales que desarrollen infecciones o tumores



Variables:

e Variables independientes:

Edad

Peso del animal
Peso del rifidn
Grado de lesidn

e Variables dependientes:
Unidades de nitritos

Unidades de Ceruloplasmina
Unidades de complemento
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8. DIAGRAMA DE FLUJO

Obtencion de las cepas

Identificacion de las cepas
peso de los ratones

Cepaet/et Cepaet/=

Nitritos

Cepa=+/+

Sacrificar alos animalesy obtener
el suero de cadauno de ellos

— Determinar —

Complemento

Ceruloplasmina
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9. MATERIAL

e Reactivos

Nombre

Acido clorhidrico

Acido acético

Agarosa

Azida de sodio

Cadmio metalico

Cloruro de sodio

Cloruro de magnesio

Cloruro de calcio

Cloruro de amonio

EGTA

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato de sodio

Hidroxido de sodio
N-(1-naftil)-etilendiaminodiclorhidratado (NED)
Ortofenilendiamina

Sulfato de cobre

Sulfato de Zinc
Sulfanilendiamina

e Equipo

Nombre

Agitador vortex genie
Agitador Rocker platform
Bafio metabolic o
Campana de extraccion
Centrifuga clinica
Congelador

Equipo de diseccidn
Micropipeta de 4-40ul
Micropipeta de 10-100ul
Micropipeta de 100-1000pl
Pipeta automatica
Refrigerador

Proveedor

Merck
Merck
Bioxon
Bioxon
Técnica quimica S.A
Hycel de México S.A.
JT.Baker
JT.Baker
J.T.Baker
Sigma Chemical Company
Técnica quimica
J.T.Baker
Merck
Merck
Sigma Chemical Company
Técnica Clinica
Hycel de México
Merck

Marca

Scientific Industries Inc.

Bellco Glass

Precision Circulating System 253

Hamilton Bell
Tor Rey

Finnipipette-Labsystems
Labpette-Labnet

BIOHIT Proline
Finnipipette, de 20-400ul
Philips 127 volts-VA

29



e [Instrumentos

Nombre Marca
Balanza analitica Mettler H33AR
Espectrofotometro 6305 UV/Vis,Jeneway

e Material Biologico

a) Ratones.
b) Gldbulos rojos de carnero conservados en solucién Alsever
c) Glébulos rojos de conejo conservados en solucidn Alsever

e Material
Material Marca
Camara de éter
Celdas Kartell
Gradilla
Matraz aforado 100ml,250ml Pyrex
Matraz Erlenmeyer 125ml Kimax
Mechero Fisher
Papel parafilm ANC
Pinzas
Pipeta graduada 1ml, 2ml, 5ml, 10ml Pyrex
Pipeta Pasteur Corning
Placas Falcon Falcon
Probeta 10ml, 100ml Pyrex
Tubos de ensayo 13X100mm Pyrex
Tubos de ensayo 10X75mm Pyrex
Tubos Eppendorf Fisher Brand

Vaso de precipitado 50ml, 100ml, 500ml. Pyrex



10. METODO

e Obtencion de muestras

1. Pesar los ratones

2. Se anestesian los ratones previamente en una camara de éter.

3. Sangrarlo mediante el corte de vena axilar (Colocarlo en posicion ventral y con un bisturi realice

la incision en el area axilar, colecte la mayor cantidad de sangre.)
4. Una vez formados los coagulos centrifugar a 3500rpm durante 5 minutos.

5. Los sueros obtenidos se colocan en tubos Eppendorf y se mantienen a -20° C hasta su
utilizacién.

6. Mediante diseccién extraer ambos rifiones, pesarlos.

e Solucion de glébulos rojos de carnero
1. Lavar los glébulos rojos por centrifugacion a 3500 rpm durante 5 minutos con solucidn TBS.
2. Ajustar la suspension de glébulos rojos de carnero al 2% en TBS
3. Colocar en un tubo de 13X100mm 0.3ml de la suspensidn de glébulos rojos de carnero al 2%
adicionar 1.7 ml de agua destilada. Leer la densidad dptica en un espectrofotémetro a 500nm,
usando como blanco agua destilada.

4. Ajustar la densidad éptica a 0.5 con la ecuacién: D. 0.1 XV.1=D. 0.2 X V. 2

e Solucion de glébulos rojos de conejo

1. Lavar los glébulos rojos por centrifugaciéon a 3500rpm por 5 min con solucidn de TBS libre de
calcio.

2. Ajustar la suspension de glébulos rojos de conejo al 2% en TBS libre de calcio
3. Colocar en un tubo 13X100mm 0.3ml de la suspensidn de glébulos rojos de conejo al 2%
adicione 1.7 ml de agua destilada. Leer la densidad dptica en un espectrofotémetro a 500nm

usando como blanco agua destilada.

4. Ajustar la densidad éptica a 0.5 con la ecuacién D.0.1X V.1= D.0.2XV.2
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e Determinacidon de complemento Via Clasica

Método:

1. Colocar en cada tubo de 10X 75 mm 25ul de cada suero de ratén, 75ul de TBS y 50l de glébulos
rojos de carnero sensibilizados.

2. Incubar a 37°C durante 30 min, empleando agitacién cada 5 min. Se detiene la reaccién con 1ml
de TBS frio.

3. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 min. Se elimina el sobrenadante y el paquete se lisa con 1ml
de agua destilada.

4. Leer en el espectrofotémetro a 500nm.
v Testigo positivo: 50ul de glébulos rojos + 1ml de agua destilada.
v Blanco: 50pl de glébulos rojos de carnero sensibilizados + 1ml de TBS

e Determinacion de complemento Via Alterna

Método:

1. Colocar en cada tubo de 10X75mm 50ul de suero de ratén, 50ul de TBS libre de calcio y 50ul de
glébulos rojos de conejo al 1% sin sensibilizar.

2. Incubar a 37°C durante 30min. Con agitacidn cada 5min.
3. Detener la reaccidn con 15pl de EDTA 0.2M

4. Centrifugar a 3500rpm por 10 min. Eliminar el sobrenadante y el paquete se lisa con 1ml de
agua destilada.

5. Centrifugar a 3500rpm durante 5 min.
6. Leer el sobrenadante en el espectrofotometro a 500nm
v" Testigo positivo: 50ul de glébulos rojos de conejo +1ml de agua destilada

v Blanco: 50ul de glébulos rojos de conejo + 200ul de TBS libre de calcio
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e Determinacidon de Ceruloplasmina por inmunodifusion radial

Método:

e Preparacion de las placas:
. Pesar 0.3g de agarosa
. Colocar la agarosa en un matraz de 250ml y agregar 30ml de agua.
. Esterilizar
. Dejar enfriar y agregar 0.1g de azida de sodio.
. Se colocan 2ml de agarosa con una pipeta graduada a los tubos por utilizar
. Se coloca a bafio Maria a 45°C durante 10 min.
. A cada tubo se le agregan 200pul de suero de conejo anticeruloplasminay se agita.
. Cada uno de los tubos se vacia en los pozos de las placas Falcon, evitando la presencia de
burbujas.
9. Las placas se dejan reposar hasta alcanzar la solidificacion.
10. Se realizan 4 perforaciones de 3mm en cada contenedor con agarosa y se utiliza el mismo dia
de la preparacion.

OO ULL B WN B

e Procesamiento de la muestra:
1. Se colocan 5ul de cada muestra problema en el orificio de los pozos de las placas.
2. Estos se identifican de acuerdo a la numeracién de cada muestra.
3. Las placas se refrigeran durante 48h.
4. Alas 48h se mide el halo de inhibicidn con una regla milimétrica.

e Determinacion de nitritos por el método de Griess

Método:

Plateamiento de cadmio:

1. En tubos de 13X100mm se colocan 0.5g de cadmio metalico
2. Se agregan 2ml de sulfato de cobre al 5%
3. Se agita en un Rocker por 10min.
4. Se lavan 3 veces con agua destilada para eliminar el cobre
5. Se lava una vez mas con acido clorhidrico 0.1N, para remover el hidréxido de cadmio
6. Se lava el cadmio con cloruro de amonio al 5%
= Procesamiento de la muestra
1. En un tubo de 13X100mm se adicionan 100ul de suero
2. Se adicionan 300ul de agua destilada
3. Se agregan 20ul de solucion de sulfato de zinc al 30%, se mezcla perfectamente
4. Se centrifuga a 10 000rpm por 5min.
5. Al tubo con cadmio activado se les retira el cloruro de amonio y se adiciona al tubo todo el

sobrenadante de la muestra y se deja en agitacion durante 15 min.
6. Se centrifugan a 3500rpm durante 5 min, se toman 200l del sobrenadante.
7. Se prepara una solucién de 2ug/ml de estandar de nitritos (nitrito de sodio)
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= Curva estandar por el método de Griess

Tubo Estandar (uL) Agua destilada (uL)
1 0 900
2 100 800
3 200 700
4 300 600
5 400 500
6 500 400
Muestras 200 del sobrenadante 700

8. Adicionar 50uL de sulfanilamida. Incubar por 10 min. (Temperatura ambiente)
9. Adicionar 50uL del reactivo de NED, se mezcla e incuba por 30min. (Temperatura ambiente)
10. Leer a 540nm

DISENO ESTADISTICO
Los analisis estadisticos se realizaron usando el paquete estadistico SPSS version 11.0 para

MS Windows. Los resultados obtenidos se evaluaron mediante analisis de varianza de un
factor seguido de la prueba de Tukey, asi como correlacion de Pearson.
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11. RESULTADOS

Para la evaluacion de los resultados del presente trabajo se empleo el programa SPSS versién 21,
se realizaron las técnicas de t de Student y ANOVA. Al realizar el andlisis de varianza, a los
resultados obtenidos de la inmunidifusién radial para la determinaciéon de ceruloplasmina en
suero no presento asociacion del incremento de la concentracién de ceruloplasmina con ninguna
cepa (P= 0.624). Con respecto a la determinacién de nitritos en suero de ratdon el andlisis de
varianza no mostro diferencia significativa entre los grupos (P= 0.654).

En el andlisis de varianza para los pesos absolutos de higado, rifién asi como los pesos corporales,
y se encontrd que los ratones et/et presentan un mayor peso de rifion comparados con los pesos
de rifiones de los ratones CD1, no hay diferencia significativa con respecto a los ratones et/+
(P=0.763). Ver grafica 1. Para los valores de indice hepatico se encontrd diferencia significativa con
la poblacion de ratones et/et, en donde presenta un mayor peso comparado con los pesos de
higado de los ratones CD1, no hay diferencia significativa con respecto los ratones et/+ (P=0.972).
Ver grafica 2. En los valores de peso corporal se encontré diferencia significativa con la poblacién
de ratones et/+, en donde presenta un mayor peso comparado con los pesos corporales de los
ratones CD1, no se presenta diferencia significativa con respecto a los ratones et/et (P=0.937). Ver
grafica 3. Se presento un alto indice de lesiones oculares para la poblacion de ratones et/et en
comparacién con los ratones et/+ y CD1. Ver grafica 4. Se presenta un incremento en lesiones
oculares con respecto al sexo de los ratones et/et lo que muestra que los machos presentan
mayor numero de lesiones oculares con respecto a las hembras. Ver grafica 5.

En el grupo de ratones jovenes no se encontrd diferencia significativa entre los grupos para
niveles de concentracién de nitritos en suero de ratones (P= 0.869). El analisis de varianza para la
determinacidn de unidades de complemento por la determinacidon de porcentaje de actividad
litica no presento diferencia significativa por via clasica (P= 0.631), ni por via alterna (P= 0.103)
entre los grupos. El analisis de varianza con respecto a los resultados obtenidos en la
determinacion de ceruloplasmina en suero de ratones presenta diferencia significativa (P=0.002).
Ver grafica 6. En cuanto a la presencia de lesiones oculares, la poblacién de ratones et/et
presento pocas lesiones, en su mayoria las presenta en su primera etapa, inflamacién, mientras
que para las cepas et/+y CD1 no presentan lesiones oculares. Ver grafica 7.
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COMPARACION DE MEDIAS CON RESPECTO AL PESO DE RINON EN LOS RATONES VIEJOS.

1.0
08 -
06 -
04 -
02 -
DD T T T
etet Portadores CD1
Cepa
Grafica 2.Peso de rifién CD1? P= 0.002 (ANOVA).
CEPA MEDIA ERROR
et/et 65690 171697
Portadores 61954 177106
cb1 40720 185214

Cuadro 2. Comparacién de medias con respecto al peso de rifidén, analizados mediante ANOVA con

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

Para el peso de rifién contra cepas se encontrd que los ratones et/et presentan aumento en el

peso de rifion.
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COMPARACION DE MEDIAS CON RESPECTO AL PESO DE HIGADO EN LOS RATONES VIEJOS.

30
28 4
20 +
1.6 4
1.0 A
0a 4
0.0
etiet Portadores cD1
Cepa
Gréfica 1. Peso de higado CD1% P=0.003, (ANOVA).
CEPA MEDIA ERROR
et/et 2.2774 45795
Portadores 2.2467 42913
CD1 1.7020 46404

Cuadro 1. Comparacién de medias con respecto al peso de higado, analizados mediante ANOVA
con diferencia significativa (p<0.05), con una confianza del 95%.

En la evaluacién en cuanto al peso de higado contra cepas, se encontrd diferencia significativa
P=0.003 (Grafica 1)
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COMPARACION DE MEDIAS CON RESPECTO AL PESO CORPORAL EN LOS RATONES VIEJOS.

a0

40 4 T T

a0 | SRS

20 -

10 -

D T T T
etiet Portadares CD1

Cepa

Grafica 3. Peso corporal portadores * P=0.003 (ANOVA).

CEPA MEDIA ERROR
et/et 34.0000 7.63366
Portadores 40.7143 5.22631
cb1 33.1000 8.26573

Cuadro 3. Comparacién de medias con respecto al peso de los ratone, analizados mediante
ANOVA con diferencia significativa (p<0.05), con una confianza del 95%.
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NUMERO DE CASOS DE LAS ALTERACIONES OCULARES EN LOS RATONES VIEJOS.

30
209
LESION
[Jrerdido
109 10 -Catarata
|:|Inflamado
Leucoma
0 2 . . |:|Sano
et/et Portadores CD1
CEPA
Grafica 4. NUumero de casos de alteraciones oculares.
CEPA SANO (%) INFLAMADO LEUCOMA (%) CATARATA PERDIDO (%)
(%) (%)
et/et 8.7 8.7 30.4 435 8.7
Portadores 100 0 0 0 0
CD1 100 0 0 0 0

Cuadro 4. Recuento porcentual de alteraciones oculares en cada una de las cepas
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NUMERO DE CASOS DE LAS ALTERACIONES OCULARES EN LOS RATONES CON RESPECTO AL

SEXO; RATONES VIEJOS.

Hembra Ml acho

Gréfica 5: Medias + error estandar. P= 0.044 (t Student )

CEPA MEDIA ERROR
Hembra 1.5200 .96264
Macho 2.2414 1.50369

Cuadro 5: Comparacién de medias en nimero de casos de lesiones oculares con respecto al sexo

en ratones viejos, analizados con diferencia significativa (p<0.05), con una confianza del 95%.
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COMPARACION DE MEDIAS DE LOS NIVELES DE CERULOPLASMINA EN EL SUERO DE LOS
RATONES (RATONES JOVENES)

A0

etiet Fortadores o

_epa

Grafica 6. Concentracidn de ceruloplasmina (mg/dL) Portadores #P= 0.002 (ANOVA).

CEPA MEDIA ERROR
et/et 29.6129 3.91167
Portadores 27.1800 3.61085
CcDh1 30.7667 4.04358

Cuadro 6. Comparacién de medias de las concentraciones de ceruloplasmina, analizados mediante
ANOVA con diferencia significativa (p<0.05), con una confianza del 95%.
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NUMERO DE CASOS DE LAS ALTERACIONES OCULARES EN LOS RATONES JOVENES
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Sano Inflamado Catarata Perdido
LESION
Grafica 7.
Numero de casos de alteraciones oculares.
CEPA SANO (%) INFLAMADO CATARATA PERDIDO
et/et 80% 15.4 1.1 3.3
Portadores 100% 0 0 0

CD1 100% 0 0 0

Cuadro 7. Recuento porcentual de alteraciones oculares en cada una de las cepas.
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12. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que los ratones et/et y portadores
presentan un aumento en el tamafio de rifién e higado en comparacién con los ratones testigo
CD1, lo cual deja ver que se presenta un sintoma de inflamacién, esto por la alteracion de las bases
morfoldgicas del endotelio por accidn de los mediadores quimicos. Es claro inferir que el rifidn
presenta un edema con infiltracion celular que conlleva un aumento inicial en el peso del mismo,
conforme la lesidn avanza habra pérdida de masa muscular asi como de funcién renal. Este
proceso inflamatorio es semejante al que ocurre en las glandulas exocrinas. Algunos autores
mencionan que los indices glandulares de las submaxilares de los ratones et/et alcanzan su
maximo tamafo a las 19 semanas, mientras que para las lagrimales se alcanza su maximo entre
las 22 y 26 semanas de edad, también se reporta que la severidad de las lesiones aparece a partir
de la semana 22 e incrementa conforme avanza la edad, correspondiendo al maximo tamafio
glandular alcanzado por la cepa et/et. *

La enfermedad renal se asocia con los pacientes con SSp sobre todo la nefritis intersticial tubular,
asi como acidosis tubular renal. Las lesiones renales en SSp se deben a la presencia de complejos
inmunitarios subendoteliales glomerulares ocasionando dafio.

Cuando los reactantes inmunitarios o células T sensibilizadas se depositan en el glomérulo, se
sospecha que los mediadores son elementos que intervienen habitualmente en la inflamacion
aguda y crénica. Los macréfagos, linfocitos y células NK, infiltran al glomérulo cuando se producen
reacciones mediadas por anticuerpos, que los factores quimiotacticos del complemento estimulan
la migracidn de leucocitos, a las lesiones dependientes del complemento-neutrdfilos, activando la
produccién del complejo litico C5-9, danando las células de la membrana basal glomerular. Es
posible que estas células sean estimuladas y produzcan mediadores de inflamacién tales como
radicales libres de oxigeno, citocinas, factores de crecimiento, oxido nitrico, y endotelina, haciendo
posible la activacion local de la cascada de coagulacién en consecuencia de la activacién de la
cascada de complemento.”

Con base a los resultados presentados de concentraciones séricas de nitritos y ceruloplasmina en
los ratones no presentan incrementos significativos esperados, asociados a los sintomas de
inflamacidn, los cuales podrian haberse consumido por la activacion de la cascada de
complemento y la cascada de coagulacidn, ya que se sabe que el oxido nitrico, contribuye a
producir proteinas antihemoliticas. **

En el caso de las lesiones oculares se encontrd una correlacién significativa para los ratones
desnudos et/et, con un alto porcentaje de incidencia en cuanto a la presencia de leucoma y
catarata, asociado a los pacientes con SSp, ya que estos la pueden desarrollar posterior a una
inflamacidn, infecciones recurrentes de los ojos, generados por la xeroftalmia que presentan.

Mientras que para el grupo de ratones jovenes, se encontrd correlacidn con la cepa et/et, pero en
un menor porcentaje de incidencia en las lesiones, contando con un 80% de ratones sanos.
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Y los resultados observados en los niveles séricos de ceruloplasmina para este grupo se encuentra
relacionados con las lesiones oculares presentes en la poblacién de ratones jévenes , por
encontrarse con un incremento significativo, anunciando la presencia de inflamacidn aguda.

Se conoce que las enfermedades autoinmunes generan complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ab),
qgue inducen la activacion del complemento por via cldsica, el complemento activado genera
factores que atraen leucocitos polimorfonucleares, asi como sus enzimas lisosomicas, iniciando
lesiones a diversos érganos, afectando la calidad de vida de los pacientes.

Dado que los ratones et/et presentan los complejos Ag-Ab,por la presencia de autoanticuerpos
estos comprometen la activacion de la via clasica de la cascada del complemento; En el presente
trabajo se encontrd un dato interesante, en donde se presenta la activaciéon de la via clasica,
activando la via alterna en la cascada de complemento, siendo directamente proporcional una
con la otra, activando el complejo de ataque a la membrana.

En la via alterna se involucran cuatro proteinas séricas: C3, factor B, Factor D y properdina, siendo
las mas importantes los factores B y D. Cuando se génera C3b de la via clasica, estd es capaz de
activar a B, la interaccion entre C3b y el factor B estabilizados por properdina genera el complejo
C3bB, tras la union el factor D rompe al factor B, generando Ba que queda liberado en el medio
mientras que Ba se une al complejo C3bB, formado C3bBb. El complejo C3bBb posee actividad
enzimatica sobre C3, por ende C3bBb se conoce como la convertasa C3 formando C3a que es
liberado al medio y C3b se une al C4bC2a de la via clasica generando mas convertasa de C5
activando el complejo de ataque a la membrana.’

Cabe mencionar que el sexo no es un factor predisponente para la presencia de inflamacién aguda
asi como la presencia de lesiones oculares.

La hipocomplementemia es detectada en el 84% de los pacientes con SSp, niveles bajos de C3 en
42% vy niveles bajos de C4 en 39%. Pacientes con niveles bajos de C4 presentan una alta
prevalencia de neuropatia periférica asi como la xeroftalmia presente. Para los resultados antes
mencionados no se presentan resultados significativos que demuestren una hipocomplementemia
en los ratones; sin embargo si se presentan lesiones oculares en los ratones, asociado a un
consumo en la cascada de complemeto.*
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CONCLUSIONES

La presencia de lesiones en los ratones et/et se asocia al consumo de las unidades de
complemento por la presencia de complejos inmunes.

Se logra determinar que la cepa et/et presenta un incremento en peso de rifidn e higado
asociado a la presencia de inflamacién crdnica.

Se logra determinar que la cepa et/et presenta un incremento en los niveles de
ceruloplasmina, con lo que se logra establecer su participacién en un proceso inflamatorio.

Se logra establecer una correlacion directamente proporcional en la activacién de la via
clasica y la via alterna.
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