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ABREVIATURAS
Ac: anticuerpo.

aCL.: anti Cardiolipina.

ACR: Colegio Americano de Reumatologia

(del inglés “American College of
Rheumatology”)

ACA: anticuerpos anti-centromero.

ACTH: Hormona Adrenocortropica

(Del inglés Adrenocorticotropic Hormone)

AH: Anticuerpos anti histonas.
AAM: Anticuerpos anti-Mitocondria.
aFL.: antifosfolipidos.

AHAI: Anemia Hemolitica
Autoinmune.

AINES: Antiinflamatorios No
Esteroideos.

AIRE: Regulador Autoinmune.

AL.: Anticuerpo lupico.

ALT: Alanina aminotransferasa.

ANA: Anticuerpos Antinucleares.

ANS: Anticuerpos antinucleosoma.
ANCA: Anticuerpos anti-citoplasma

de neutrofilo. (“del inglés anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies-p”).

ANCA-c: Anticuerpos anti-citoplasma

de neutrofilo (“del inglés anti-neutrophil
Cytoplasmic antibodies-c”).

ANCA-p: Anticuerpos anti-citoplasma de
Neutréfilo periférico (“del inglés
anti-neutrophil cytoplasmic antibodies-
periferic).

APS: Sindrome Autoinmune Polienddcrino
AR: Artritis Reumatoide.

ASMA: Anticuerpos antimusculo liso.

AST: Aspartato Aminotransferasa.

B,GP1: glicoproteina 2.

CK: Creatina Cinasa.

CREST: Raynaud, Dismotilidad Esoféagica,
Esclerodactilia y Telangiectasias.

CRS: células rojas sanguineas.

CBP: Cirrosis Biliar Proliferativa.

CAR: Colegio Americano de Reumatologia.
CPA: célula presentadora de antigeno.

CTLA-4: Antigeno Asociado a los Linfocitos
T Citotoxicos 4.

DMID: Diabetes Mellitus Insulino
Dependientes.

DMARDs: Antirreumaticos Modificadores del
Curso de la enfermedad.

dsDNA: DNA de doble Cadena.

EBV: virus del Epstein Barr

ELISA: Enzyme-linked-immunosorbent-assay.
EMTC: Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo.

ENA: Antigenos Extraibles de Nucleo.



EPCR: Receptor Endotelial de la Proteina.

Fc: Fraccion cristalizable.

FR: Factor Reumatoide.

FT: Factor Tisular.

HLA: Antigeno Leucocitario Humano.
IFI: Inmunofluorescencia Indirecta.
1g: Inmunoglobulina.

IGIV: inmunoglobulina intravenosa.
19G: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

IPEX: Alteracion de la Regulacion
Inmunitaria Poli Endocrinopatia,
Enteropatia Ligado al Cromosoma X.
LDH: Lactato Deshidrogenasa.

LLC: Leucemia Linfocitica Cronica.
LES: Lupus Eritematoso Sistéemico.
MII: Miopatia Inflamatoria Idiopatica.
NK: Natural Killer.

MCTD: Enfermedad Mixta del Tejido
Conectivo (del inglés “Mixed Connective
Tissue Disease™).

MPO: Mieloperoxidasa.

MHC: Complejo Principal de
Histocompatibilidad

(del inglés “Major Histocompatibility

Complex).

dsDNA: Acido Desoxirribonucleico
de doble cadena.

nDNA: Acido desoxirribonucleico nativo.

PBS: Tampon de fosfatos (del inglés
“Phosphate buffer”)

PZ: Proteina Z
PM: “Polimiositis

PBM: Proteina Bésica de Mielina.

PTA: Purpura Autoinmune Trombocitopenica.

QL: Quimioluminiscencia.
RNP: Ribonucleoproteina.

RNA: Acido Ribonucleico.

RNALt: Acido Ribonucleico de transferencia.

RLU: Unidad Relativa de Luz.

SRE: Sistema Reticulo Endotelial.
SAF: Sindrome Antifosfolipidos.
Scl-70: Antigeno 70 de escleroderma.
SFM: Sistema Fagocitico Mononuclear.
SS: Sindrome de Sjogren.

SSA: Antigeno SSA.

SSB: Antigeno SSB.

Sm: Antigeno Smith.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

snRNA: Acido Ribonucleico nuclear pequefio.

TCD4": Linfocitos TCD4™



TCDS8": Linfocito T CDS8".

TFPI: Inhibidor de la via del factor tisular.
THO: Linfocito Help 0.

THL1: Linfocito Help 1.

TH2: Linfocito Help 2.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral.

TTPa: Tiempo de Tromboplastina
Parcial activada.

TSHR: Receptor Hormona Estimulante
de la Tiroides.

PTAI: Purpura Trombocitopenica Autoinmune.
Ul: Unidad Internacional.

UV: ultravioleta.

SRP: particulas de reconocimiento de sefial.
VDRL: Prueba de Laboratorio de Enfermedades
Venéreas (del inglés “Venereal Disease Research
Laboratory)

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular.

ul: microlitro.

ZP1: Inhibidor de proteasas dependientes de
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1. INTRODUCCION.
1.1. EL SISTEMA INMUNITARIO.

El sistema inmunitario en condiciones de salud (homeostasis) genera una respuesta inmunitaria contra

antigenos extrafios, y una tolerancia (respuesta inmunitaria no agresiva); hacia los antigenos propios,

genera un sistema inmunitario filogenético evolutivo (produce anticuerpos naturales) y mecanismos
reguladores y efectores (humorales y celulares) con caracteristicas de: especificidad, sensibilidad y

(rln_emorigc;)eft lo largo de todas las etapas de la vida (fetal, nifiez, adolescencia, reproductiva y vejez).
rigoyen,

La homeostasis, es un estado en el que se mantienen nimeros constantes de células, por medio de una

serie de mecanismos. (AbPas 2008)

El sistema inmunitario esta estructurado para reconocer, responder y destruir una amplia variedad de
organismos invasores como bacterias, virus, hongos y parasitos que de otra forma seria capaz de
promover infecciones perjudiciales para el organismo.

La respuesta inmunitaria es célular y humoral ya que involucra elementos celulares y humorales, estos
incluyen (Fig.1): antigenos; linfocitos THO, TH1, TH2; linfocitos B, células natural killer (NK) o
asesinas naturales; células presentadoras de antigenos (CPA), citocinas, receptores, moléculas de
sefialamiento, coestimuladoras en la superficie celular y vias de sefialamiento (del exterior de las
membranas al ntcleo). ("eyen 2006)
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Figura 1. Respuesta inmunitaria frente a un antigeno
(http://www.med.uva.es/pingo/Inmuno2007/Semi7LinfosTh.pdf )



Las células linfoides del sistema inmune se componen de células T, que actdan directamente contra los
antigenos extrafios formando parte de la respuesta célular junto con los macrofagos, y las celulas B,
que sintetizan inmunoglobulinas que se combinan con antigenos extrafios siendo responsables de la
respuesta humoral (Fig. 2). Las células presentadoras de antigeno son cruciales para la comunicacion
de célula a célula para la direccion de una respuesta inmunitaria. MePherson 2006)
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Figura 2. Papel de los linfocitos en la respuesta inmunitaria.
(http://www.med.uva.es/pingo/Inmuno2007/Semi7LinfosTh.pdf )

Algunas enfermedades pueden surgir como resultado de varios efectos de una funcidén inmunitaria
inadecuada. Estas incluyen reacciones de hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes, diversos
trastornos de inmunodeficiencia, enfermedad injerto contra hospedador y rechazo. Esta vista general
resalta los componentes del sistema inmunitario y sus funciones ademas de algunos de los trastornos
clinicos significativos de la inmunidad. (McFherson 2006)

1.2. AUTOINMUNIDAD Y TOLERANCIA INMUNITARIA.

La autoinmunidad es la respuesta del sistema inmunitario contra antigenos o componentes propios,
debido a la pérdida de la tolerancia, que produce pérdida de la homeostasis, dafio organico, funcional y
se manifiesta como diversas enfermedades autoinmunes y reumaticas. (9°ven 2000

La tolerancia se define como la falta de respuesta a un antigeno especifico, inducida por la exposicion
previa a ese antigeno, cuando los linfocitos especificos entran en contacto con el antigeno, los
linfocitos se pueden activar, produciendo respuestas inmunitarias o se pueden inactivar o eliminar,
dando lugar a tolerancia, hacia los antigenos propios pero bajo determinadas condiciones de
exposicion al antigeno también puede provocarse frente a los de origen externo. A°bs 2008)



La tolerancia a lo propio, se refiere a una falta de respuesta a los antigenos del propio individuo y
subyace a nuestra capacidad de vivir en armonia con nuestras células y tejidos.

La tolerancia a los antigenos propios también Ilamada autotolerancia, es una propiedad fundamental
del sistema inmunitario normal. Los individuos normales presentan tolerancia ante sus propios
antigenos (autoantigenos) porque los linfocitos que reconocen los antigenos propios mueren 0 son
inactivados o cambian de especificidad.

La tolerancia central se refiere a la muerte (eliminacién) de clones de linfocitos T y B autorreactivos
durante su maduracion en los érganos linfoides (el timo para células T y la médula dsea para células
B). Los linfocitos T que aportan receptores para antigenos propios sufren apoptosis dentro del timo
dentro del proceso de maduracion de célula T. Las células T en desarrollo que expresan receptores de
alta afinidad para tales autoantigenos son seleccionadas negativamente o eliminadas y por lo tanto el
conjunto de células T periféricas carece de células autorreactivas, (RePPinsy Cotran 2011)

La tolerancia periférica tiene su maxima importancia en el mantenimiento de la falta de actividad
frente a los antigenos propios que se expresan en los tejidos periféricos (ganglios, linfaticos y tejidos
linfaticos de la mucosa). (A°as 2008)

Pérdida de la Tolerancia a los antigenos propios.

El aspecto fundamental de la autoinmunidad, y que es probable que constituya la base para poder
conocer la patogenia de estas enfermedades es el mecanismo por el que fracasa la autotolerancia y se
activan los linfocitos autorreactivos, (RPPinsy Cotran 2011)

Hoy se sabe que los elementos clave para el desarrollo de la autoinmunidad son:

»  Falla génica en la eliminacion de linfocitos autorreactivos.
»  Laactivacién de los linfocitos autorreactivos.
»  Lalesion de los tejidos causada por las células efectoras y sus productos.

1.3. MECANISMOS AUTOINMUNES.
La autoinmunidad surge de una combinacion de:

> Genes de susceptibilidad: que puede influir en el mantenimiento de la tolerancia a lo propio.
contribuir a la ruptura de la auto-tolerancia.

» Desencadenantes ambientales: como las infecciones y el dafio tisular, que promueven la
activacion de los linfocitos que reaccionan espontaneamente, (RoPPinsy Cotran 2011)

La patogenia de la autoinmunidad es el resultado de multiples factores, incluyendo genes de
susceptibilidad que pueden interferir con la autotolerancia y disparadores ambientales que promueven
la entrada de linfocitos en los tejidos, la activacion de los linfocitos que reaccionan espontaneamente, y
el dafio tisular (Fig. 3)./AP" 20%8) En general, esas influencias genéticas y ambientales convergen para
crear un desequilibrio entre los mecanismos de control que normalmente funcionan para prevenir la

auto-reactividad y vias que conducen a la generacion y activacion de los linfocitos efectores patogenos.
(Irigoyen 2006).
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a. (Abbas 2008)



1.3.1 Mutaciones Génicas que producen Autoinmunidad.
1.3.1.1 Mutacion en genes MHC clase Il y su relacién con la autoinmunidad.

La tarea de presentar antigenos asociados a células para que sean reconocidos por los linfocitos T
corre a cargo de proteinas especializadas que son codificadas por genes presentes en un locus
denominado Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC del inglés Major Histocompatibility
Complex) esta nomenclatura es empleada en los ratones y en el humano se denomina antigeno
leucocitario humano (HLA). Existen dos tipos principales de productos génicos del MHC, que se
denominan moléculas del MHC de la clase | y de la clase Il. En la tabla 1 se resumen las
caracteristicas del MHC, (!"goyen 2000

Entre los genes relacionados con la autoinmunidad, las asociaciones mas intensas se dan con genes del
MHC, en especial de clase Il. Recientemente se han realizado muchos mas trabajos sobre la asociacién
entre los alelos MHC de la clase Il DR y DQ, y las enfermedades autoinmunes, sobre todo por que las
moléculas del MHC de la clase Il intervienen en la seleccion y activacion de los linfocitos TCD4", que
a su vez regulan las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares frente a los antigenos
proteinicos. La mayoria de las enfermedades autoinmunes son poligénicas y los pacientes afectados
heredan madltiples polimorfismos génicos que contribuyen a la predisposicién de padecer estas
enfermedades autoinmunes. (4?92 200%)

Tabla 1: Caracteristicas del MHC clase | y 11 (APba2008)
Caracteristicas MHC de clase Il MHC de clase |
Composicion del complejo | Cadenas a y P ofinas , | Cadenas o polimorfa, J.
péptido-MHC estable. péptido microglobulina, péptido.
Tipos de CPA Células dendriticas, fagocitos Todas las células nucleadas
Mononucleares, linfocitos B,
células  endoteliales, epitelio
timico
Linfocitos T sensibles Linfocitos TCD4" Linfocitos TCD8"
Origen de los antigenos Proteinas Proteinas citosolicas
proteinicos endosomicas/lisosomicas (principalmente  sintetizadas
(principalmente interiorizadas a | en la célula ,pueden entrar en
partir del ambiente extracelular). el  citosol, desde los
fagosomas)
Enzimas responsables Proteasas endosomicas y | Proteasoma citosolico
de la generacion del péptido | lisosomicas
Punto de union para Region B2 se une a CD4 Region a3 se une a CD8
El correceptor de los
Linfocitos T
Lugar de carga del Compartimiento vesicular Reticulo endoplasmico
Péptido en el MHC especializado
Nomenclatura HLA-DR,HLA-DQ,HLA-DP HLA-A.HLA-B.HLA-C
Humano H-2k,H-2D,H-2L
Raton
I-AlI-E




1.3.1.2. Papel de los genes de susceptibilidad, en la etiologia de la autoinmunidad.

Se postula que los responsables de las enfermedades autoinmunes son los linfocitos TCD4"
restringidos a la clase 1l, ya que se postula que la presencia de ciertos alelos MHC afecta a la seleccion
negativa de las células T en el timo o el desarrollo de las células T reguladoras, pero la presencia de
ciertos alelos MHC no es, por si sola, la causa de la autoinmunidad, existen otros genes los cuales
codifican para AIRE, CTLA4, PD1, Fas L y IL-2 y su receptor CD25, a continuacion se explican a
detalle.

Cuando los linfocitos inmaduros encuentran a los antigenos en el timo, las células mueren por
apoptosis. Este proceso, denominado seleccion negativa o supresion, es responsable de eliminar

muchos de los linfocitos que reaccionan espontaneamente con autoantigenos. (RoPPins y Cotran: 2008, lrigoyen
2006).

1.-Una proteina llamada regulador autoinmune (AIRE) es necesaria para la expresion o la
presentacion de proteinas especificas 0 autoantigenos de tejidos en las células epiteliales timicas y por
tanto para la eliminacion (seleccion negativa) de los linfocitos T que reconocen estas proteinas
propias. La enfermedad resultante es sindrome polienddcrino autoinmunitario (SPA), que se
caracteriza por la destruccion de varios érganos endocrinos.

2.-Edicion del receptor es el proceso por el que se puede inducir a que algunos linfocitos B
inmaduros que reconocen los antigenos propios en la médula 6sea cambien sus especificidades de Ig.
La edicién del receptor entrafia la reactivacion de los genes RAG, con lo que se logra una
recombinacion de nuevas cadenas ligeras, lo que permite a la célula expresar un receptor de Ig
diferente que no reaccione con sus propios antigenos.

3.-Anergia es la inactivacion funcional prolongada o irreversible de los linfocitos por el
reconocimiento de antigenos peptidicos en asociacion con moléculas de MHC propias en las CPA. La
funcion del Antigeno Asociado a los linfocitos T citotdxicos 4 (CTLA-4) puede consistir en inducir y
mantener la anergia de los linfocitos T frente a autoantigenos, por lo que la pérdida de su funcion por
el blogueo del gen que codifica a CTLA-4 provoca autoinmunidad, se relaciona con tiroidopatias,
destruccion del tejido cardiaco, Diabetes Mellitus Idiopatica (DMID), (CTLA-4) es un receptor de las
moléculas B7 y se expresa en los linfocitos TCD4 *y CD8".

4.-Las mutaciones del gen que codifica el factor de transcripcion FoxP3 producen deficiencias de los
linfocitos T reguladores y autoinmunidad sistémica. La enfermedad resultante se denomina alteracion
de la regulacion inmunitaria poli endocrinopatia, enteropatia, ligado al cromosoma X (IPEX). FoxP3
es necesario para el desarrollo de los linfocitos T reguladores.

5.- Los defectos de Fas o de ligando de Fas puede dar lugar a la imposibilidad de eliminar a los
linfocitos TCD4 maduros mediante la muerte celular inducida por la activacion.

6.-Algunos antigenos se encuentran ocultos (secuestro) del sistema inmunitario, ya que los tejidos
en los que estos antigenos se encuentran, no se comunican con la sangre y la linfa. Por lo tanto, los
antigenos propios en estos tejidos no inducen tolerancia y son basicamente ignorados por el sistema
inmunitario, en el caso testiculos, los ojos (uveitis) y el cerebro. Si los antigenos de estos tejidos se
liberan, como consecuencia de un traumatismo o una infeccion, el resultado puede ser una respuesta.



7.- Las deficiencias génicas de varias proteinas del complemento entre ellas Clg, C2 y C4 se
asocian a enfermedades autoinmunitarias, similares al lupus. Se desconocen los motivos de esta
asociacion, pero los defectos de la activacion del complemento pueden hacer fracasar la eliminacion de
los inmunocomplejos circulantes. Si los inmunocomplejos que se generan normalmente no se eliminan
de la circulacién, se pueden depositar en las paredes de los vasos sanguineos y los tejidos, donde
activan a los leucocitos por las vias dependientes del receptor Fc y producen una inflamacién local.

El complemento puede tener una importante funcion en la eliminacion de ADN fragmentado que
contiene cuerpos apoptosicos. Actualmente se considera que estos cuerpos apoptdsicos son
inmunogenos importantes en el Lupus Ademas las proteinas del complemento regulan las sefiales
mediadas por los antigenos recibidas por los linfocitos B, sin ellas, los autoantigenos pueden no
inducir la tolerancia en los linfocitos B y se produce autoinmunidad.

8.- La IL-2 es un factor de crecimiento de células T, también es necesaria para el desarrollo y funcion
de las células T reguladoras y favorece la apoptosis mediada por Fas, cuando esta presente durante
periodos prolongados. Se ha demostrado que en ratones que carecen de IL-2 o de la cadena o o 3 del

receptor de IL-2 desarrollan autoinmunidad, con enfermedad inflamatoria intestinal y anticuerpos anti-
DNA. (Abbas 2008).

9.- La exposicion de células a radiacion o a agentes quimioterapéuticos induce la apoptosis por un
mecanismo que se inicia con el dafio al DNA y que implica al gen supresor tumoral p53. P53 se
acumula cuando el DNA esta dafiado y detiene el ciclo célular (en la fase G;) para dar tiempo a su
reparacion. Sin embargo, si falla el proceso de reparacion del DNA, p53 desencadena la apoptosis.
Cuando p53 estd mutando o ausente (como ocurre en ciertos canceres), es incapaz de inducir apoptosis
y favorece, la supervivencia célular. Asi pues, parece que p53 sirve como un comutador critico vida o
muerte en caso de un estrés genotoxico.

Las células timicas se suicidan por apoptosis si no son capaces de producir receptores funcionales o si
estos se unen firmemente a los receptores de superficie expresados en el timo evitando asi una
destruccion autoinmune. Estas células pueden ser también inducidas a la muerte programada si son
sometidas a radiacion al producir la proteina p53, facilitadora de la apoptosis, pero si el gen p53 falla
estas células autorreactivas sobreviven, (tP//eswikipedia.org/wiki/Ps3)

1.3.2. FACTORES AMBIENTALES QUE INTERVIENEN EN EL DESENCADENAMIENTO DE
LA AUTOINMUNIDAD.

1.3.2.1 Papel de las infecciones.

La respuesta del sistema inmunitario ante las infecciones, puede provocar una hipersensibilidad de tipo
Il es decir, los anticuerpos producidos por el sistema inmunitario se unen a antigenos en la superficie
misma de las células del paciente. A continuacion se muestran los mecanismos, por los que las
infecciones pueden desencadenar las reacciones de tipo autoinmune.

> Algunos microbios expresan antigenos que tienen las mismas secuencias de aminoacidos de
antigenos propios. Las respuestas inmunitarias contra los antigenos microbianos induce la produccion
de citocinas que dan lugar a la activacion de los linfocitos autorreactivos, este fendomeno se llama
mimetismo molecular. Un ejemplo es la enfermedad reumatica del corazén,


http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunitario�

ya que los anticuerpos contra las proteinas estreptocdcicas reaccion de forma cruzada con las
proteinas del miocardio y causa miocarditis.

> La lesion de los tejidos que es comun en las infecciones puede liberar antigenos propios y
estructuralmente alterar antigenos propios para que sean capaces de activar las células T que no
son tolerantes con estos antigenos nuevos, modificados. (RoPPinsy Cotran)

1.3.2.2. Hormonales.

El sexo femenino es permisivo en cuanto al LES; las hembras de varias especies de mamiferos
elaboran respuestas con mas anticuerpos que los varones. Las mujeres que han recibido anovulatorios
orales con estrégenos u hormonoterapia sustitutiva tienen mayor riesgo de padecer LES. El estradiol se
une a los receptores de los linfocitos T y B, amplificando su activacion y supervivencia, con lo que
favorece una respuesta inmunitaria prolongada.

1.3.2.3. Sustancias quimicas.

Ciertas drogas como hidralazina y procainamida, pueden inducir la aparicion de LES y de
determinados anticuerpos antinucleares (ANA). La a-metil-dopa puede inducir anemia hemolitica por
anticuerpos de la clase 1gG. El halotane y acido tienilico, anticuerpos contra el citocromo P450 y
hepatopatia. La administracion de cloruro de mercurio a animales de experimentacion les induce
cuadro de LES con neuropatia y ANA. Una posibilidad de su mecanismo es que modifican
determinadas proteinas creando neoantigenos y que estos intervengan en la ruptura de la tolerancia
para los antigenos propios.

1.3.2.4. Rayos UV.

La luz ultravioleta provoca aumento de la apoptosis en los queratinocitos y otras células al alterar el
DNA v las proteinas intracelulares de manera que se tornen antigénicas. o 2007

1.4. ANTIGENOS EXTRAIBLES DE NUCLEO (ENA) Y LOS ANTICUERPOS
ANTINUCLEARES (ANA) EN LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

1.4.1. ANTECEDENTES DE LOS ANA'Y ENA.

El estudio de los ANA y ENA se inicié con la identificacion de las células LE (¢34 2009 A finales de
la década de 1940, periodo de intensa investigacion citoldgica, Malcolm Hargraves describio el factor
sérico (que en el futuro serian los anticuerpos antinucleares) al incubar plasma de un paciente con LES
agudo en un material tomado de la médula 6sea de una persona sana, a la temperatura corporal
logrando observar asi las células LE. (Fig.4), que son células polimorfonucleares, con el nudcleo
alterado, que tiene el aspecto de una masa amorfa.

Seligmann y Hanau Haserick y sus colaboradores, pensaban que en el suero de pacientes con lupus se
encontraba una globina que causaban la formacion de células LE. Posteriormente se analizd el
concepto de anticuerpos antinucleares que fueron definidos como “anticuerpos circulantes que
reaccionan contra el nucleo de las células intactas, contra la desoxirribonucleoproteina, contra el acido
desoxirribonucleico aislado y contra las histonas. 3 2010



En 1957 Halsted Holman y Henry Kunkel demostraron la afinidad del factor sérico al nacleo celular, a
las nucleoproteinas o al ADN; esto llevo al desarrollo de tecnicas como, hemoaglutinacion, fijacion de
complemento, y entre otras.’ (C3iedes 2009)

A finales de la década de 1950 el profesor Beck desarrolla técnicas de inmunofluorescencia para el
diagnostico de lupus. Ya establecida esta técnica, se empezaron a observar diferentes patrones de
tincion del nucleo con el suero de los diferentes pacientes. Esta heterogeneidad de los diferentes

patrones se exg)lica por los diferentes autoanticuerpos dirigidos contra los diversos antigenos del
nucleo. (Sally 2010

Figura 4 Células LE (www.telmeds.org/.../2009/06/celulas-le1.jpg)

1.4.2. DESCRIPCION DE LOS ANA Y ENA.

Los ANA son los anticuerpos que reaccionan contra los antigenos nucleares, nucléolo, o perinuclear.
Estos antigenos representan los componentes celulares, como el &cido nucleico, las histonas, la
cromatina y las proteinas ribonucleares. Los antigenos reconocidos por los ANA, (Fig. 5) fueron
estudiados a partir de que se lograron purificar mediante técnicas de extraccion con soluciones salinas:
de ahi surgid el nombre de antigenos extraibles de nicleo o mejor conocidos como ENA de los cuales
existen mas de 100 antigenos conocidos. Sin embargo los mas estudiados y mejor caracterizados son:
antigeno Smith, ribonucleoproteina (RNP) o UIRNP, SSA (Ro), SSB (La) y Jo-1.

Algunas enfermedades se caracterizan por la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico, en la
tabla 2 se muestran esta relacién de anticuerpo-antigeno-enfermedad. ©*" © 2019 E| perfil de
autoanticuerpos, aunque facilitan la clasificacion de enfermedades, no nos dice por qué la piel es un
blanco importante en los pacientes con Scl o las articulaciones sinoviales son un objetivo prioritario en
los pacientes con AR, o la afectacion multiorganica es particularmente caracteristico de LES,
?Ozc;;)ablemente debido a la deposicion de complejos inmunes en las estructuras vasculares. (<2iedes ?

El nombre del autoantigeno se ha establecido de acuerdo a; (¢3! ©- 2010, Cabiedes J2009). (T a5 ).
> La naturaleza del antigeno (ej.RNP, AH),

> Nombre del paciente que proveyo el suero (gj., Ro, La, Sm, Jo, Mi
> enfermedad que sufria el donante (ej, SSA, SSB, Scl-70, PM-1)
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Fig 5. Dafio Tisular y liberacion de antigenos intracelulares
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Tabla 2. Caracteristicas de ANA (Cristian 2010)

Patrén de
Naturaleza Autoanticuerpo Determinante antigénico Asociaciones Clinicas inmunofluorescencia
Celular
Nucleosoma Anti-DNA de | DNA de doble cadena Alta especificidad para el | Homogéneo/periféri
doble cadena LES, co

a menudo se correlaciona

con enfermedad activa grave
Nucleosoma Anti-Histonas Histonas Lupus inducido por | Homogéneo

medicamentos.
Proteina no Proteina  formando un| Alta especificidad para el | Moteado fino
histona no| Anti-Sm. complejo con 6 especies de | LES
asociada a U1-RNA EMTC, LES, AR,
DNA esclerodermia, sindrome de

Anti-RNP Sjogren
Formando un complejo con
UI-RNAy

Proteina no| Anti-SSA (Ro) RNP, formando un| El Sindrome de Sjogren, | Moteado grueso
histona complejo  principalmente | LES, el lupus neonatal
asociada a con proteinas de 60 y 52
DNA. kDa.

Anti-SSB (La) Proteina de 42kDa, | El sindrome de Sjogren, | Moteado grueso
formando complejo con| lupus eritematoso sistémico,
RNA HY. LES neonatal.

Centromérico. Centromero / cinetocoro | Esclerodermia limitada, | Centromérico

region del cromosoma

hipertension pulmonar, la
cirrosis biliar primaria.

Anti-Scl 70. DNA topoisomerasa | La esclerodermia difusa.
Anti-Jol Histidil RNAt sintetasa | Miopatias inflamatorias con
(anticuerpos anti- | (sintetasas otros RNAt) enfermedad pulmonar
sintetasa). intersticial, fiebre y artritis

Nucleolar granular

Citoplasmatico/mote
ado

Anti-eritrocitos

Membrana eritrocitaria.

Anemia Hemolitica

Anti-plaquetarios

Antigenos alterados y de
Superficie plaquetaria.

Trombocitopenia

No aplica

Anti-fosfolipidos

Glicoproteina B2, cofactor
de fosfolipidos.

Sindrome Antifosfolipidos

No aplica

No aplica.
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1.4.3. CARACTERISTICAS DE ENA.
1.4.3.1 Anticuerpos anti-DNA de doble cadena.

Los anticuerpos contra DNA de doble cadena (dsDNA) (Fig.6) son un importante marcador utilizado
en el diagndstico y seguimiento del LES. Los anticuerpos contra DNA de doble cadena son altamente

especificos para el LES. Sin embargo, algunos pacientes con otras enfermedades reumaticas o hepatitis
cronica activa, podria haber aumentado ligeramente o moderadamente titulos séricos. (¢3¢ 2010)

- Ry
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Figura 6 DNA de dOble Cadena (www.biotech.bioetica.org/images/adn.jpg)

__‘i

1.4.3.2. Histonas

Las histonas son los componentes proteinicos de los nucleosomas, o de los complejos DNA-histonas,
(Fig.7) que forman la estructura de la cromatina, transcripcionalmente inactiva. Se encuentran en el
nucleo, en una estructura altamente organizada consistente en 3 subunidades

Figura 7 Complejo DNA-hiStonas (recursos.cnice.mec.es/.../anucleosoma.jpg)

Cada nucleosoma esta unido por un conector de longitud variable el cual esta asociado con histona H1.
Los anticuerpos dirigidos contra todas las clases de histonas de mamiferos estan presentes en LES,
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pero no estan restringidas a esta enfermedad, ya que también han sido detectados en autoinmunidad
inducida por drogas, artritis reumatoide, enfermedad del tejido conectivo no diferenciado. Tiene interés
histérico y clasico por su responsabilidad en la generacion de células LE. (Femandez $:2007).

Los medicamentos mas relacionados son la procainamida, hidralazina, y anti convulsionantes como la
difenilhidantoina. En lupus inducido por procainamida y en lupus espontaneo predominan los
anticuerpos dirigidos contra H1 y H2A-H2B y en el lupus inducido por hidralazina suelen reaccionar
con H3-H4, pero se generalizan como anticuerpos anti-histonas (AH) (farison 2007)

1.4.3.3 Antigeno Smy RNP.

Eng M. Tan junto con Henry Kunkel en Rockefeller University, estudiaron el suero de Stephanie Smith,
(Sm) una joven paciente con LES en el que identificaron el antigeno, fué el primer autoantigeno nuclear
caracterizado bioquimicamente que no es histona, ni DNA.

Los antigenos Sm y RNP estan muy relacionados, pueden diferenciarse mediante digestion enzimatica,
ya que el Sm es resistente a RNAsa y tripsina, y el nRNP es sensible. Son particulas subcelulares ya que
estan compuestos por ribonucleoproteinas nucleares de pequefio tamafio, del inglés “small nuclear” rico
en uridina, (SNRNP) 6 (U-RNAS) con proteinas, los determinantes antigénicos son las proteinas y no el
componente RNA. Los antigenos Sm y nRNP estan estrechamente relacionados aungue el antigeno Sm
puede ser aislado y el antigeno NRNP generalmente se contamina del antigeno Sm por lo que por esta
razén se reportan como anti-Sm/RNP  (Fig. 8).

Los snRNP contienen varios tipos de RNA (U1, U2, U4, U5). Los antigenos de Sm esta compuesto por
4 proteinas: B (28 kDa), B" (28 kDa), D (19 kDa), E (13kDa). (QuinaG 2005).

U1-snRNP

Figura 8. Antigeno U1-snRNp (Firestein. 2008.17)

Los anticuerpos dirigidos contra el antigeno anti-Sm, en las células HEp-02, producen un patron
moteado fino. 2 E2%19 Muchos pacientes con anti-Sm también tienen anti-RNP, no asi de la forma
inversa. El anti-Sm es diagndstico de LES, pero se encuentra solo en el 25% de personas que presentan
LES y en el LES agudo, esta presente en 75% de los casos. Su especificidad por LES es muy alta
(alrededor del 98%) y su sensibilidad es de solo 20 al 30%, Otros anticuerpos anti-snRNP, dirigidos
especificamente contra U2, U5 o U7 también se han descrito en el LES, pero con una frecuencia baja
(30%), son reportados raramente en LES neonatal. EI antigeno U1-snRNP se observa en pacientes con
LES, esclerosis sistémica y en pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo, en la que el 100%
de los pacientes por definicién presentan Gnicamente este anticuerpo. (¢t ¢ 2010
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1.4.3.4 Antigenos SS-A/Ro y SS-B/La.

En el afio de 1969, Clark et.al describieron el antigeno Ro descubierto en el suero de un paciente con
LES ya que contenia anticuerpos reactivos contra un extracto citoplasméatico de células de bazo
humano, posteriormente se emplearon sueros de pacientes con sindrome de Sjégren que mostraron la
existencia de anticuerpos que precipitaban tres antigenos diferentes de un extracto de cultivo de
linfocitos humanos. Los anticuerpos fueron designados como precipitinas A, B y C, con el prefijo SS,
indicando Sindrome de Sjogren, quedando la nomenclatura como SSA y SSB. Demostrandose
posteriormente que Ro y SSA, eran el mismo antigeno y que La era el mismo que SSB. (S2!ly £:2010)

Son complejos de ribonucleoproteinas, en donde las proteinas coexisten como parte de un complejo de
proteina-RNA en el que varios polipéptidos se asocian no covalentemente a una familia de RNAs
pequefios, ricos en uridina designados como Y1-Y5. Son al menos dos proteinas distintas
inmunolégicamente, de 52 kDa y 60 kDa que estan presentes en SS-A/ Ro (Fig. 9). La
ribonucleoproteina de 43 kDa a 52 kDa, toma parte en la regulacion transcripcional del RNA
polimerasa Ill asi como también de algunos RNA mensajeros (RNAm). En condiciones normales, el
complejo Ro-RNP se encuentra en el citoplasma celular, y en el ndcleo, sin embargo después de un

estrés celular, por ejemplo, la radiacion con luz ultravioleta, se han detectado Ro y La, en la superficie
de la célula (Castro C. 2010, Gutiérrez V. 2007)

h%¥5 ARN

Molivo Zinc-binding finger

Polipeptido
SsaAMRoe 52 kD

Motive feucine zipper ©

Polipaptido
SSA/RD 60 KD

pCcRECOOD®
nCc@r»COPOCC

-

g
B
@

Secuencia ANP consenso

Fosfoproteina
SS8Bla 47.5 kD

Figura 9. Antigeno SS-Ay SS-B.
http://revista.inmunologia.org/Upload/Articles/3/6/364.pdf

Los antigenos nucleares Ro y La, se encuentran a menudo juntos en pacientes con sindrome de
Sjogren, LES, lupus eritematoso subcutaneo, pero sin enfermedad renal grave. La presencia de
anticuerpos anti-Ro y anti-La, se asocia con lupus neonatal, en el que la transferencia transplacentaria
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de estos anticuerpos (IgG materna) Puede causar erupcion fotosensible transitoria, bloqueo cardiaco
congeénito, o ambas cosas. (€% ©-2010)

El anti SSB/La esté frecuentemente asociado con anti SSA/Ro més no viceversa. Aproximadamente el

50% de los sueros de pacientes con LES que contienen anti Ro también contienen anticuerpos anti La.
(Gutiérrez V. 2007)

1.4.3.5. Antigeno anti-PM/Scl.

Anti-PM/Scl es un anticuerpo dirigido contra componentes del ndcleo, estos son vistos a menudo en la
miositis y esclerodermia.

El antigeno Scl-70 es una proteina cromosomica identificada como la enzima DNA topoisomerasa |,
son especificos para la esclerodermia y aparecen en hasta un 40% en la esclerodermia difusa y en un
10-15% en el sindrome de CREST. Se asocian con la esclerosis cutanea difusa y con un mayor riesgo
de fibrosis pulmonar, los anticuerpos anticentrdmero reconocen proteinas laminares del cinetocoro
cromosémico, especialmente la de 19 kDa. (Fernandez S. 2007, Castro C.2010)

1.4.3.6. Anticuerpos anti-Jo-1.

Los anticuerpos anti-Jo-1 son los anticuerpos mas comunes que se encuentran en el grupo de las

miopatias inflamatorias Ilamadas el sindrome anti-sintetasa. Los anticuerpos anti-Jo-1 se dirigen contra

histidil-RNAt-sintetasa (enzima que une a los polipéptidos que forman la cadena proteica de la
. PRTIT (Castro C. 2010)

proteina histidina).

En pacientes con polimiositis se han identificado los anticuerpos anti Jo-1, también se asocian con
miositis y enfermedad intersticial pulmonar. El antigeno se encuentra en el nucleo y en el citoplasma.
Los anticuerpos anti Jo-1 son especificos de la polimiositis, se detectan en 20-30% de los casos en
miositis y enfermedad intersticial pulmonar.

Se detectan en pacientes con: Sindrome de CREST (70-85%), Esclerodermia difusa (10-30%), la
respuesta anti-Jo-1 parece contra el antigeno, con cambio de isotipo y maduracion de la afinidad. Los
anticuerpos contra estos antigenos se encuentran en las enfermedades de Dermatomiositis,
Polimiositis, Cuerpos de inclusion de Miositis. (€2t 2010. Sally 2011).

1.4.3.7. Antigeno Mi-2.

Los anticuerpos anti-Mi-2 reconocen una proteina importante de un complejo nuclear formado por
cerca de 7 proteinas implicadas en la transcripcion. Los autoanticuerpos contra Mi-2 son especificos en
la Miositis y son asociados en la fase aguda de la enfermedad, y son importantes para un mejor
prondstico de la enfermedad y dar el tratamiento correcto y oportuno. Los anticuerpos para estos
antigenos siempre se encuentran en la Dermatomiositis, y pueden estar presentes o0 no en la
pollmlos'tls (Firestein 2010).
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Tabla 3: Porcentaje de positividad de los ANA contra ENA en enfermedades autoinmunes 2V E

2011)

% Enfermedad Positiva
LE Escleros
induci | is
Anticuer do Sistémic | Esclerosis | Sindrome | Miopatia
Naturaleza pos por a Limitada | de Inflamato
del antigeno | sistémicos| LES | drogas | Difusa | —CREST | Sjogren ria
(DNA, RNA,| ANA >05 >05 70-90 70-90 50-80 40-60
proteinas) (1IF1)
DNA nativo Anti— 40— <5 <5 <5 <5 <5
DNA de| 60
doble
cadena
Histonas Anti 50— >05 <5 <5 <5 <5
histonas 70
Antigeno Anti-Sm 20- <5 <5 <5 <5 <5
Smith 30
RNP Nuclear 30— <5 15 10 <5 <5
(ULIRNP) RNP 40
RNP SS-A(Ro) | 30— <5 <5 <5 70-95 10
50
RNP SS-B(La) | 10— <5 <5 <5 60-90 <5
15
DNA Scl-70 <5 <5 28-70 10-18 <5 <5
topoisomerasa
I
Proteinas Anticentr | <5 <5 22-36 90 <5 <5
Centromérico | 6mero
Histidil-RNAt | Jo-1 <5 <5 <5 <5 <5 25
sintetasa

1.4.3.8. Anticuerpos Anticitoplasma de Neutrofilos (ANCA).

Los ANCA reaccionan con diferentes proteinas de los granulos azuréfilos de neutréfilos. Los ANCA
aparecen en general en pacientes con vasculitis, glomerulonefritis necrosante, granulomatosis de
Wegener y la poliarteritis nodosa microscopica porque comparten algunos mecanismos patogénicos.
Los ANCA constituyen un grupo de autoanticuerpos que son inducidos por enzimas lisosomales de los
neutrofilos y que, de acuerdo con el patron obtenido al aplicar la técnica de tincién por
inmunofluorescencia indirecta, se clasifican en 2 tipos:
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» La especificidad antigénica de ANCA-c ha sido identificada como una serin proteasa neutral de
29 kDa neutral, proteinasa 3 (PR-3), que se encuentra en los granulos azuréfilos de los
neutrofilos y los lisosomas peroxidasa-positivos de los monocitos. Proteinasa-3 también se
encuentra en la membrana plasmaética de neutréfilos y monocitos.

» La vasculitis es generalmente debida a anticuerpos contra la mieloperoxidasa (MPO-ANCA).
Curiosamente, muchos de ANCA-p no estan dirigidos contra MPO, sino mas bien se dirigen a
otras enzimas citoplasmaticos de neutrdfilos, incluyendo la elastasa, la lactoferrina, la
lactoperoxidasa, lisozima, azurocidin o captesina G. El patron de ANCA debe ser confirmado
con pruebas més especificas para los anticuerpos anti- PR-3 y MPQ, (Me Pherson 2006)

» Estos autoanticuerpos intervienen en las alteraciones de las paredes vasculares que se observan
en algunas enfermedades caracterizadas por inflamacion con infiltracion de neutrofilos y
leucocitos mononucleares, por lo que su deteccion se ha incluido en ocasiones como parte de la

evaluacion diagnéstica de ciertas formas de vasculitis y glomerulonefritis, (€@t ¢ 2010, Mc Pherson
2006)

1.5. GENERALIDADES DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

Los autoanticuerpos se pueden encontrar en el suero de individuos aparentemente normales,
especialmente en los grupos de mayor edad. Ademas, los autoanticuerpos inocuos también se forman
después de un dafo a los tejidos y fisiolégicamente pueden participan en la eliminacion de productos
del dafio al tedeO (Robbins y Cotran 2008).

1.5.1. Caracteristicas de la Autoinmunidad Patoldgica.

Lo ideal seria que, al menos tres requisitos deben cumplirse antes de que un trastorno se clasifique
como tal, debido a la autoinmunidad; (RoPPinsy Cotran 2011)

1.- La presencia de una reaccion inmunitaria especifica para algunos antigenos propios.
2.- Pruebas de que tal reaccion no es secundaria a dafios en los tejidos.
3.- La ausencia de otra causa bien definida de la enfermedad.

1.5.2. Caracteristicas generales de las enfermedades autoinmunes patoldgicas.
Las enfermedades autoinmunes tienen algunas caracteristicas generales importantes:

» Una vez que una enfermedad autoinmune ha sido inducida tiende a ser progresiva a veces con
recaidas y remisiones esporadicas y el dafio se hace inevitable.

» En el fendbmeno de difusion de epitopo, las infecciones e incluso la respuesta autoinmune
inicial, puede dafar los tejidos, liberar los antigenos propios y la exposicién de epitopes de los
antigenos que normalmente se ocultan del sistema inmunitario. (RePPinsy Cotran 2011)

> Estos trastornos se pueden dividir en etapas que comienzan con la susceptibilidad genética,
factores desencadenantes ambientales, autoinmunidad activa, y por ultimo alteraciones
metabdlicas con sintomas evidentes de la enfermedad.

» Su especificidad antigénica de cada uno es Util para establecer el diagnostico.

» Existen algunos principios generales relativos a estas enfermedades que se muestran en ellas
por lo que son catalogadas como trastornos inflamatorios autoinmunes y cronicas.
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Cada enfermedad de tipo autoinmune, tienden a presentar anticuerpos contra un sistema de antigenos
organos-especifico o sistémicos, como por ejemplo: AR, las articulaciones sinoviales; SS, las
glandulas exocrinas, Scl, la piel, y PM / DM, el musculo. (- Michels 2010)

1.6. CLASIFICACION DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

Las manifestaciones clinicas y patologicas de una enfermedad autoinmune son determinadas por la
naturaleza de la respuesta inmunitaria subyacente. (Tabla 4).

Estan asociados con la inflamacidon destructiva debida a células T y a la produccién de anticuerpos que
causan dafo a los tejidos mediante la activacion del complemento y la unién a receptores Fc. Por lo

que las enfermedades se clasifican con base a la naturaleza de la respuesta inmune que se produce.
(Robbins y Cotran 2011).

»  Clasificacion con base en los 6rganos afectados.
»  Clasificacion con base en la naturaleza de la respuesta inmunitaria que produce.

Tabla 4. Clasificacion de las enfermedades autoinmunes.

Componente Tipo de | Nombre especifico de
inmune por las que | enfermedad enfermedades
son mediadas
Enfermedades Enfermedad Trombocitopenia Autoinmune.
Mediadas por | autoinmune 6rgano | Miastenia Gravis.
anticuerpos especifica Enfermedad de Graves.
Sindrome de Goodspasteur.
EMTC
Enfermedad de Adisson
Enfermedad SAF
Autoinmune
sistémica
Enfermedades Enfermedad LES
mediadas por Autoinmune Vasculitis

inmunocomplejos Sistémica

Enfermedad Enfermedad
mediada por Autoinmune Diabetes Mellitus tipo 1
células T. Organo especifica Esclerosis Multiple
Enfermedad de Crohn
Hepatitis Autoinmune
Enfermedad Artritis Reumatoide
Autoinmune Esclerosis Sistémica
Sistémica Sindrome de Sjogren
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1.6.1 Clasificacién con base en los 6rganos afectados.

a).-Enfermedades Autoinmunes &rgano-especificas o localizadas. La respuesta inmunitaria esta
dirigida contra un solo 6rgano o tejido.

b).-Enfermedades Autoinmunes sistémicas o generalizadas. Las enfermedades sistémicas tienden a
involucrar a los vasos sanguineos y tejido conectivo, y por lo tanto, a menudo se clasifican como
enfermedades del colageno vascular. Son aquellas enfermedades en donde la respuesta se caracteriza
por anticuerpos contra componentes ubicuos o bien contra una gran variedad de autoantigenos
presentes en varios tejidos, (RoPPinsy Cotran 2011).

1.6.2. Clasificacion de las enfermedades con base en la naturaleza de la respuesta inmunitaria
que la produce.

a).- Enfermedades producidas por anticuerpos especificos contra célula o tejido.
b).- Enfermedades humanas mediadas por inmunocomplejos.
c).- Enfermedades inmunitarias mediadas por linfocitos T.

1.6.2.1. Enfermedades Autoinmunes producidas por anticuerpos especificos hacia célula o
tejido; 0 Hipersensibilidad Tipo I1.

Los anticuerpos frente a antigenos celulares o de la matriz extracelular provocan enfermedades que
afectan de forma especifica a las células o tejidos que contienen dichos antigenos, estos anticuerpos
pueden causar enfermedades autoinmunes de la siguientes maneras: (Tabla 5).

> Los anticuerpos pueden opsonizar las células o activar el sistema del complemento, induciendo
la formacion de proteinas que opsonizan las células, las cuales son fagocitadas y destruidas por
los fagocitos que expresan receptores para las porciones Fc de los anticuerpos y receptores para
las proteinas del complemento. Se trata del mecanismo méas importante de destruccion célular
en la anemia hemolitica autoinmune y purpura trombocitopénica autoinmunitario.

» Los anticuerpos depositados en los tejidos atraen a neutrofilos y macréfagos, que se unen a los
anticuerpos o las proteinas del complemento mediante sus receptores del Fc y del
complemento. Estos leucocitos se activan y sus productos originan lesiones en los tejidos. Es el
mecanismo de lesion de la glomerulonefritis mediada por anticuerpos.

» Anticuerpos que se unen a receptores de células normales o a otras proteinas pueden alterar las
funciones de tales receptores o proteinas provocando una enfermedad en la que no existe una
lesion histoldgica. AP 2008)

Figura 10. En la AHAI los eritrocitos son opsonizados y fagocitados
19



(Hoffman, Principios y Practica de Hematologia, 2008)
Tabla 5. Antigenos diana en enfermedades autoinmunes 2 2008)

Manifestaciones

Mecanismos Clinico

Enfermedad Antigeno Diana de la enfermedad histologicas

Anemia Hemolitica| Proteinas de la  membrana| Opsonizacion y| Anemia

Autoinmune eritrocitica. (antigeno del grupo| fagocitosis de | Hemolitica

sanguineo Rh, antigeno 1) células rojas

Plrpura Proteina de la  membrana| Opsonizacion y | Hemorragias

Trombocitopénica | plaquetaria (Gpllb: Illa integrin). fagocitosis de

Autoinmune plaquetas.

Sindrome de| Proteina no colagena de las| Inflamacion Nefritis

Goodspasteur membranas basales del glomérulo| mediada por el| hemorragias

renal y el alvéolo pulmonar. complemento y el| pulmonares.
receptor del Fc

Fiebre  reumatica| Antigeno de la pared celular del| Inflamacion y | Miocarditis,

aguda estreptococo; reaccion cruzada del | activacion del | artritis

anticuerpo con un antigeno del| macrofago.
miocardio.

Miastenia gravis Receptor de acetilcolina. El anticuerpo inhibe | Debilidad y
la union de la| parélisis
acetilcolina. muscular

Enfermedad de | TSH receptor Estimulacion Hipertiroidismo

Graves mediada por

(Hipertiroidismo) anticuerpos del
receptor TSH.

Diabetes Resistente
a insulina

Receptor de insulina

El anticuerpo inhibe
la union de la
insulina.

Hiperglucemia
Cetoacidosis

Anemia Perniciosa

Factor intrinseco de células

parietales gastricas

Neutralizacién del
factor  intrinseco,
disminuye
absorcion de la
vitamina B12.

Eritropoyesis,
andmala
anemia.
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(lA.tE)Sb.Z.ZZO.OBI;anermedades humanas mediadas por inmunocomplejos o Hipersensibilidad de Tipo I11.
as :

Los complejos antigeno-anticuerpo se producen durante las respuestas inmunitarias normales, pero
solo dan lugar a una enfermedad cuando se forman en cantidades excesivas que no pueden eliminarse
con eficacia por lo que se depositan en los tejidos (Tabla 6). La magnitud del depdsito de
inmunocomplejos en los tejidos depende de la naturaleza de los complejos y de las caracteristicas de
los vasos sanguineos. Los complejos pequefios no suelen ser fagocitados y tienden a depositarse en los

vasos en mayor medida que los complejos mas grandes, que a menudo son eliminados por los
fagOCitOS (Kummar 2008, Abbas 2008).

Tabla 6. Enfermedades autoinmunes por inmunocomplejos (APPas 2008)

Enfermedad Antigeno Manifestaciones
implicado clinicohistologicas
Lupus eritematoso DNA, nucleoproteinas, las | Nefritis, artritis, vasculitis
sistémico plaquetas, glébulos rojos, y el
resultado de complejos proteina-
fosfolipido.
Vasculitis Complejos inmunitarios en las | Glomerulonefritis y vasculitis
paredes de los vasos; proteinasa 3 | granulomatosa en vias
y mieloperoxidasa de Neutrofilos. respiratorias altas y bajas.

1.6.2.3. Enfermedades Inmunitarias por linfocitos T.

En estas enfermedades participan las células TCD4™ (a veces el TCD8"), responden a los antigenos

histicos con una secrecion de citocinas que estimulan la inflamacion, y activa a los fagocitos, lo que
P4 H (Abbas 2008, Kummar 2008)

provoca la lesion del tejido (Tabla 7).

Tabla 7. Enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos T o Hipersensibilidad I/ A°as2008)

Enfermedad Especificidad de los Linfocitos T | Manifestaciones Clinicopatoldgicas
patdgenos

Diabetes Mellitus tipo 1 Antigenos de las célulasp de los | Insulitis (inflamacion cronica de

(insulinodependiente) islotes pancredticos (insulina, | los islotes)), destruccion de células
acido glutdmico-descarboxilasa) | P, diabetes.

Esclerosis Multiple, Proteina basica de mielina,| Desmielinizacion en el SNC con

encefalomielitis Proteina proteolipidica. inflamacion perivascular, paralisis,

autoinmunitaria lesiones oculares.

experimental

Artritis Reumatoide. Antigeno desconocido de la| La artritis crénica con inflamacion,
membrana sinovial. destruccion del cartilago articular y

el hueso.

Sindrome de Guillain-| Antigeno de la  proteina| Neuritis periférica
Barre periférica.
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1.7. ENFERMEDADES AUTOINMUNES ORGANO-ESPECIFICAS.

La autoinmunidad también afecta a las glandulas mdltiples en el sistema endocrino y presentan las
siguientes caracteristicas:

» En algunas enfermedades la destruccion célular esta mediada por células T.

» Los autoanticuerpos son especie especificos o reaccionan con alta afinidad contra antigeno de
la propia especie limitandose con frecuencia a un solo drgano. Algunos casos los
autoanticuerpos van dirigidos contra receptores hormonales, y pueden actuar como
activadores como en el hipertiroidismo de Graves.

» En un segundo caso los autoanticuerpos no activan sino que bloquean los receptores y
conducen a una situacion de hipofuncion sin destruir tejidos.™Miche! W- 2010)

En la tabla 8, se muestran las enfermedades autoinmunes 6rgano especifico, en donde se muestra,
cuales son los antigenos en especifico contra los que se crean anticuerpos, con las siguientes
caracteristicas.

Tabla 8. Las enfermedades autoinmunes érgano-especificas McPherson

Enfermedades de 6rganos |

Autoanticuerpos ‘

Método de deteccion (s)

Glandula Tiroidea

Tiroiditis autoinmune

Peroxidasa tiroidea

ELISA e IFI con tejido de tiroides de mono.

Tiroglobulina

IF1, hemaglutinacién pasiva, aglutinacion en latex

Enfermedad de Graves

Receptor de TSH

Ensayo  Radiorreceptor  vinculante

bioensayo AMPc.

ensayo;

Glandulas Suprarrenales

La enfermedad de Addison

Adrenocortical

IFI en téjido de mono o corteza suprarrenal
humana

Paratiroides

Paratiroidea endotelial proteinas

IFI en la glandula paratiroidea bovina

Pancreas

La diabetes mellitus tipo 1A

Islote de células

IFI el pancreas humano

La insulina asociada

Radioinmunoprecipitacion

Anti  descarboxilasa del é&cido

glutdmico

ELISA, RIA, inmunotransferencia

Higado

La hepatitis autoinmune

Del musculo liso

IF1 en téjido de estbmago y rifiones de -ratdn

Microsomales de higado y rifion

IFI en téjido de estomago y rifiones de raton;
ELISA

ANA

Células Hep-02

La cirrosis biliar primaria

Mitocondrial (M2)

IFI en téjido de estomago y rifiones de ratén;
ELISA

Neurologicas

Miastenia gravis

AChR

Inmunoprecipitacion de yodo-125 yELISA

Enfermedades
desmielinizantes (es decir,
la esclerosis maltiple)

La mielina, la tubulina, PBM, la
glicoproteina asociada a la mielina

IFI en médula espinal de humanos; ELISA,
inmunoblot
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1.7.1. ENFERMEDADES ORGANO-ESPECIFICAS MEDIADAS POR LINFOCITOS T.
1.7.1.1. DIABETES TIPO ALl.
Definicion.

La Diabetes tipo 1A es la forma inmunitaria, de los otros tipos de diabetes y que se caracteriza por la
destruccion de las célulasp, lo que lleva a la deficiencia absoluta de insulina tal como la diabetes tipo
1B de origen idiopatico.

Estadisticas.

La incidencia de la diabetes tipo 1A ha aumentado drasticamente a una tasa del 3% al 5% anual
durante los tltimos 50 afios. El aumento de la incidencia de diabetes es mas marcada en nifilos menores
de 5 afos de edad.

Etiologia.

La introduccion temprana de cereales a la edad de 4 a 6 meses, han sido asociados con un mayor riesgo
de autoinmunidad contra los islotes a comparacién de los nifios que tuvieron la exposicion inicial de
cereales, después de 7 meses de edad, ya que presentaron menor riesgo de tener anticuerpos contra los
islotes.

Patogenia.

En esta enfermedad las células TCD4+, TCD8+ y macréfagos CD20+, se infiltran en los islotes,
provocando la muerte de las célulds, por lo tanto la disminugn de la produ ccién de insulina y
terminando en hiperglucemia originando la diabetes insulino-dependiente. Los autoanticuerpos contra
antigenos de células de los islotes es la primera indicacion para el desarrollo de la diabetes y los
pacientes conservan la suficiente masa de célul§ inicialmente para euglucemia. Hay 4
autoanticuerpos utilizados para predecir el desarrollo de la diabetes tipo 1A:

>  anticuerpos contra la descarboxilasa del acido glutdmico (GADG5).

»  proteina tirosina fosfatasa (también llamado ICA512 islote-antigeno asociado [IA-2]).
>  Insulina.

»  transportador de zinc T8 (ZnT8).

Diagnostico.

La determinaciéon, de los autoanticuerpos contra las célulag pancredticas y la vigilancia rutinaria de
los niveles de glucosa en sangre, la presencia de 2 0 méas autoanticuerpos mencionados anteriormente
tiene un valor predictivo positivo superior al 90% entre los familiares de un paciente con diabetes tipo
I, y un autoanticuerpo unico conlleva un riesgo de aproximadamente el 20.

Tratamiento.

La base del tratamiento de la diabetes tipo 1A es la terapia de insulina y otras terapias incluyen las
vacunas, con la cadena B de la insulina, la insulina y otros péptidos. (Michels AW. 2010
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1.7.1.2. TIROIDITIS DE HASHIMOTO.
Definicion.

La tiroiditis de Hashimoto (o tiroiditis linfocitica cronica) es la causa mas frecuente de hipotiroidismo.
Se caracteriza por un gradual fallo tiroideo debido a la destruccién autoinmune de la glandula tiroidea,
produciéndose una pérdida gradual de la funcion tiroidea, el bocio, y la infiltracion de células T en la
histologia.

Estadisticas.

Este trastorno es mas prevalente entre los 45 y 65 afios y es mas comdn en mujeres que en hombres,
con un predominio femenino de entre 10:1 y 20:1. Aunque es primariamente una enfermedad de
ancianas puede ocurrir en nifios.

Patogenia.

En esta enfermedad el sistema inmunitario reacciona contra una variedad de antigenos tiroideos. Existe
deplecion progresiva de células epiteliales tiroideas (tireocitos), que son gradualmente reemplazadas
por una infiltracion de células mononucleares y fibrosis. Multiples mecanismos inmunolégicos pueden
contribuir a la muerte de tireocitos. La sensibilizacion de células T-cooperadoras CD4+ autorreactivas
a los antigenos tiroideos parece ser el factor desencadenante.Las CD8+ pueden causar la destruccion
de los tireocitos por exocitosis de granulos que contienen perforinas/granzyme o intervencion de
receptores de muerte especificamente CD29 (también conocidos como Fas) en la célula diana. Las
celulas TCD4+ producen citocinas inflamatorias tales como IFN-y en el entorno al tireocitos., lo que
provoca el reclutamiento y activacion de macrofagos y la lesion de los foliculos.

Diagnostico.

El diagnostico de TH se hace basado en clinica (fatiga, debilidad, intolerancia al frio, aumento de peso,
estrefiimiento, piel seca, depresion y falta de crecimiento o retraso de la pubertad en los nifios) y las
manifestaciones bioquimicas de hipotiroidismo, pruebas de funcion tiroidea muestran un mayor nivel
de TSH y una baja en los niveles de triyodotironina y tiroxina, (ichels A-W. 2010)

1.7.1.3. HEPATITITIS AUTOINMUNE.

Generalidades.

Enfermedad inflamatoria del higado, producida por una respuesta anémala por parte del sistema
inmunitario en contra de los antigenos presentes en la superficie de los hepatocitos. Sus sinGnimos son:
hepatitis lupoide, y hepatitis cronica autoinmune activa.

Etiologia.

Posibles desencadenantes incluyen los virus como el virus de la hepatitis, virus del sarampion,
citomegalovirus y virus de Epstein -Barr, U2 D- 2008} Ajqinos medicamentos se han implicado como
DR4 se asocia con una mayor edad al momento de presentarse y, en general un resultado mas benigno,
con un curso de una enfermedad més leve y una mejor respuesta a los esteroides, (Schneider .- 2007)
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Manifestaciones Clinicas.

Malestar, en la regién abdominal superior, prurito leve, anorexia, nauseas y artralgia en la que se afecta
a las articulaciones pequefias. Aproximadamente el 80 % de los pacientes presentan hepatomegalia,
ictericia (aproximadamente el 70% de los pacientes) y esplenomegalia (aproximadamente el 32%)
estara presente en aproximadamente el 70 % de los pacientes también se presentan rasgos

caracteristicos de la cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y autoinmune. ®uskia b
2008).

Epidemiologia.

» La HAI la presentan mujeres entre edades de 10-20 afios 0 45-70 afos.

» La Hepatitis Autoinmune tipo 2, afecta a nifios entre edades de 2-14 afios.

» Enlos EUA la HAI afecta entre 100 y 200 pacientes al afio. _

> Su presencia es alta en poblaciones del Europa y América del Norte y Australia. ®skil b- 2009)

Patologia.

Aunque los mecanismos patoldgicos subyacentes de la HAI no se entienden completamente, HAI se
asocia generalmente con autoanticuerpos circulantes (hasta en el 90 % de los pacientes), junto con una
concentracion sérica alta de la globulina.

Diagnostico.

Hay dos tipos de HAI de acuerdo con la seropositividad: anticuerpos anti-musculo liso (SMA) que es
la HAI tipo 1 y la HAI en la que se crean anticuerpos contra microsomas de higado-rifion 1 (anti-
LKM1), la respuesta al tratamiento, a largo plazo son similares en los dos grupos. Para HAI son SMA.
Estos son un grupo heterogéneo de anticuerpos dirigidos contra diferentes proteinas del citoesqueleto,
como la actina. La presencia de un SMA es comun en pacientes que tienen HAI, o bien a solas 0 en
conjuncién con una ANA en hasta un 87% de los pacientes, pero no es especifico para el diagnéstico
de hepatitis autoinmune. Se presentan en otras enfermedades cronicas del higado y diversas
enfermedades infecciosas, inmunoldgicas y trastornos reumatologicos. Se determind por IFI. El patron
de inmunofluorescencia en este caso no es muy Util para determinar el prondstico ni aumenta la
precision diagndstica. (-9 Murateri, 2009)

Tratamiento.

Los corticoides son la base del tratamiento y, solo o en combinacién con azatioprina, se han
demostrado mejorar significativamente las tasas de supervivencia y calidad de vida y reducir la
necesidad de trasplante hepéatico. EI 65% de los pacientes en tratamiento con corticosteroides

experimentaran una remision a menos de 3 afios. El trasplante hepatico esta indicado en pacientes
terminales. (Mieli-Vergani G 2009)
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1.7.2. ENFERMEDADES AUTOINMUNES ORGANO-ESPECIFICAS MEDIADAS POR
ANTICUERPOS.

1.7.2.1. ENFERMEDAD DE GRAVES.
Definicion.

La Enfermedad de Graves es un trastorno autoinmune caracterizado por la presencia en el suero de
diversos anticuerpos incluyendo anticuerpos frente al receptor TSH, peroxisomas tiroideos y
tiroglobulina.

Estadisticas.

» Laenfermedad de Graves tiene un pico de incidencia entre los 20 y 40 afios de edad.
» Larelacion mujer: hombre es de 7:1.
» Esta presente entre 1.5y 2% de las mujeres en EU.

Etiologia.

» La enfermedad de Graves ocurre en individuos de test blanca con HLA DR3 y DQAL que
confieren el mayor riesgo, mientras que HLA.DRB1 0701 es de proteccion.

» El sexo femenino es el principal factor de riesgo, con el tabaquismo, tratamiento con litio, yodo
y el consumo bajo de éste también se asocia con la enfermedad.

» TH se presenta en poblaciones genéticamente susceptibles, pero carece de una fuerte
asociacion con el HLA. Las mutaciones en el gen de la tiroglobulina y los linfocitos T

cgtotéxiC())s antigeno asociado (LTCA) estan asociados con la enfermedad.Michels AW. 2010, Me
Pherson 2010

Manifestaciones Clinicas.

Las manifestaciones clinicas son palpitaciones violentas y continuas, temblores, intolerancia al calor,
sudoracion, ansiedad, labilidad emocional y pérdida de peso a pesar de un aumento normal del apetito.

Las manifestaciones extratiroideas como oftalmopatia de Graves (GO) y dermatopatia (mixedema
pretibia|) (Michels A\W. 2010, Mc Pherson 2010)

Patogenia.

En la enfermedad de Graves el receptor de la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSHR) es
estimulado por autoanticuerpos, como la Inmunoglobulina Estimulante de la Tiroides (IET), activa las
células tiroideas que resultan en hipertiroidismo asociado con diferentes factores: que esta asociada
con un bocio, palpitaciones y exoftalmos.

Los autoanticuerpos frente al receptor TSH son fundamentales en la patogenia de la enfermedad,
aunque los efectos especificos de los anticuerpos varian dependiendo del epitopo del receptor TSH
sobre el que actuen directamente. La Inmunoglobulina estimulante del tiroides simula la accién del
TSH, estimulando la adenil ciclasa, con el consiguiente incremento en la liberacion de hormonas
tiroideas. Estos anticuerpos son especificos para la enfermedad de Graves, en contraste con la
tiroglobulina y los anticuerpos antiperoxidasa.
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Diagnostico.

El diagnostico se realiza con manifestaciones clinicas y bioquimicas de hipertiroidismo mostrandose
niveles bajos de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y el aumento de los niveles de tiroxina y
triyodotironina. El diagndstico se confirma con una captacion de yodo radiactivo y exploracion (solo
probado en pacientes no embarazadas, y no en periodo de lactancia) que muestra aumento de la
captacién homogénea (Michels A.W. 2010, Mc Pherson 2010)

Tratamiento.

Las opciones de tratamiento incluyen farmacos antitiroideos, yodo radioactivo, y cirugia. Los farmacos
antitiroideos bloquean la sintesis de hormonas tiroideas, pero la mayoria de los pacientes
experimentan recaidas con la suspension del tratamiento. El tratamiento consiste en reemplazo de la
tiroxina de por vida con el objetivo de normalizar el nivel de TSH. (Michels AW. 2010)

1.7.2.2. ENFERMEDAD DE ADISSON.
Definicion.

La enfermedad de Addison es un trastorno crénico de la corteza adrenal, resultando en una menor
produccion de glucocorticoides, mineralocorticoides y androgenos. No hay aumento de la secrecion de
la hormona adrenocorticotropica (ACTH) de la glandula pituitaria, Michels AW 2010

Patogenia.

La susceptibilidad se confiere a través de los genes que codifican la clase Il de MHC, y como es el
caso de la diabetes tipo 1A, hay una fuerte asociacién con el haplotipo DR3. Estos individuos
presentan anticuerpos contra la enzima 21-hidroxilasa y eventualmente pierden la capacidad de
producir cortisol. Un aumento de la renina plasmatica produce alteraciones metabdlicas como: nivel
mayor de corticotropina, bajo nivel de cortisol basal e hipotensign. Michels A-W. 2010, Mc Pherson 2010)

Manifestaciones Clinicas.

Las manifestaciones clinicas son sutiles ortos tasis, debilidad, fatiga, anorexia, nauseas, mialgias, y el
deseo de sal. Si se realiza un seguimiento anual con una prueba de estimulacion con ACTH para
permitir un diagnéstico temprano y prevenir una crisis suprarrenal.

Diagnostico.

Se determinan altos niveles de ACTH y una deficiencia de cortisol o cuando los niveles de cortisol
sérico no aumentan despues de una prueba de estimulacion de mayores niveles de ACTH basal. El
examen histologico de las glandulas suprarrenales revela fibrosis con infiltrado de células
mononucleares, células plasmaticas y centros germinales.

Tratamiento.

El tratamiento es con glucocorticoides y mineralocorticoides permanente, con el asesoramiento sobre
la necesidad de esteroides en dosis de estrés para las enfermedades y antes de procedimientos
quirurgicos (McPherson 2010)
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1.8. ENFERMEDADES AUTOINMUNES SISTEMICAS.
Las caracteristicas por las que se definen las enfermedades autoinmunes se mencionan a continuacion:

» Se presenta diversidad amplia y variada de autoanticuerpos en el suero de los pacientes con
enfermedades autoinmunes sistémicas.

» La repercusion del fenémeno autoinmune, alcanza diversas estructuras del organismo.

» Es mas exacto describirlas como sindromes. Se tratan de cuadros clinicos que presentan
fenotipos similares, como resultado de muchos origenes distintos.

> El sexo femenino resulta mas afectado que el sexo masculino y a menudo lo hacen
relativamente pronto en la vida adulta. Los factores responsables al parecer son la
predisposicion hormonal y reproductiva.

> A excepcion de Scl, estas enfermedades generalmente responden a los medicamentos anti-
inflamatorios e inmunosupresores, por lo que estas enfermedades implican un proceso de
inflamacién, de origen inmunitario. 4™ 2010

1.8.1. ENFERMEDADES AUTOINMUNES SISTEMICAS POR INMUNOCOMPLEJOS.
1.8.1.1. LUPUS ERITEMATQOSO.
1.8.1.1.1. Significado Etimoldgico.

El Lupus Eritematoso deriva del latin lupus y etimoldgicamente significa lobo, por alusion a la lesion
cutanea que el lupus produce en la cara y eritematoso quiere decir "Rojo". (Fig. 11) A 2010

Figura 11. Lesiones dérmicas producidas por LES, ‘8 de mariposa)

1.8.1.1.2. Sin6bnimos.

> lupus diseminado eritematoso.
»  Lupus.
» LES.
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1.8.1.1.3. Clasificacion del Lupus.

Lupus Eritematoso Discoide o Cutaneo (LED).

>
>

Siempre se limita a afectar la piel.

Se le identifica por manchas rojas, como brotes, que aparecen sobre ambas mejillas y el puente
de la nariz, dando la impresién de la mariposa con las alas abiertas, estas manchas pueden
aparecer en otras partes del cuerpo expuestas al sol, tales como cara, cuello y cuero cabelludo.
Habitualmente no afecta los 6rganos internos del cuerpo.

Aproximadamente el 5% de los pacientes con LED pueden cambiar a la forma sistémica, los
pacientes que progresan a ésta forma de la enfermedad probablemente tenian lupus sistémico
desde el principio.

Las lesiones discoides son circulares, con bordes eritematosos en alas de mariposa,
hiperpigmentados, escamosos y ligeramente elevados con centros atroficos y despigmentados
donde existe destruccion permanente de los apéndices dérmicos. Las lesiones llegan a causar
desfiguracion en particular en la cara y el cuero cabelludo, se localiza en torax, espalda y
brazos. (Habif 2009)

La biopsia muestra en la epidermis atrofia, hiperqueratosis marcada y tapones cdrneos a nivel
de la desembocadura de los foliculos, hay licuefaccidon de la membrana basal, en la dermis se
detecta edema y hialinizacion del téjido conjuntivo con necrosis fibrinoide y un infiltrado
linfocitario (Fig. 12? sobre todo alrededor de los vasos que se pueden ver dilatados u
obliterados, (Amado Sadl).

Figura.12 .Histopatologia del lupus eritematoso, licuefaccion de la basal e infiltrados en dermis.

www.conganat.org/.../scruz/images/cd/cd52.jpg
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Lupus Sistémico.

» Se caracteriza por la produccion de ANA que a traves de mecanismos inmunes en varios
tejidos, causan varias combinaciones de signos clinicos y sintomas.(Fig. 13)

> Es generalmente mas severo que el lupus discoide y puede afectar casi cualquier 6rgano del
cuerpo, en algunas personas puede afectar solamente piel y articulaciones.

> No hay dos pacientes con LES que tengan sintomas idénticos. (bif 2009)

Lupus neonatal
Transferencia de
anticuerpos de la
madre al feto
Ro(SSA),La(SSB) o
Ul RNP.
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Figura 13: Diferentes tipo de LE

Lupus Medicamentoso.

Telangiectasias
Purpura
Fenémeno de
Raynaud
Nefropatia
Alopecia

Bloqueo cardiaco en el
50% de los casos
Aparece en el primer
mes de vida y signos
tales como
Fotosensibilidad

(Habif 2009)

Lupus
medicamentoso
ANA

DNAds

anti histona

Drogas
Procainamida
Hidralazina
Isoniazida
Sintomas:

Fiebre, artralgia,
mialgia, pleuritis y
pericarditis

> Se presenta en un tiempo después de tomar farmacos recetados para diferentes enfermedades.
(que no son lupus).

» Los medicamentos relacionados con este tipo de lupus son: la hidralazina, (trata hipertension

arterial), procainamida (alteraciones de ritmo cardiaco), isoniazida, clorpromazina, metildopa y
agentes bloqueadores.

» Es mas comun en hombres, ya que éste tipo de farmacos son prescritos mas frecuentemente en

pacientes del sexo masculino. Los sintomas disminuyen

medicamentos hasta desaparecer, (Haifr 2009

cuando se suspenden éstos
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1.8.1.1.4. Epidemiologia.

La incidencia y la Prevalencia del LES varia en todo el mundo por raza y etnia, asi como la
geograﬁa (Hsia C.E 2007

Varia de 2-7/100, 000 habitantes por afio en los EE.UU.
En el norte de Europa se ha informado 4 / 100, 000 habitantes.
En todo el mundo oscila entre 2.9-400/100, 000 habitantes.
Edad fértil (20-45 afios), con una frecuencia alta (80 % de los casos).
En comparacion mujer a hombre es solamente 2:1 para la enfermedad que se desarrolla en la
fancia o después de los 65 afios.
LES es una enfermedad de mujeres. Se presenta en una frecuencia de 1 por cada 700 mujeres
edad fértil.
Una proporcion mujer a hombre de 9:1.
LES surge en la tercera y cuarta década,
Es mas comun en afroamericanos que en caucéasicos (1 de cada 245).
No hay transmision genética probada: constitucion genética podria predisponer a un LES.
Es mas comun en paises donde existe una poblacion indigena africana.
Puede manifestarse a cualquier edad, incluso en la primera infancia. s ¢-£ 2000
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1.8.1.1.5. Generalidades del Lupus.

El LES es la enfermedad prototipo de las enfermedades autoinmunes, inflamatorias sistémica
progresiva, clinicamente compleja que sigue un curso de alternancia de exacerbaciones y remisiones,
que puede interrelacionarse 0 traslaparse con otras enfermedades reumatologicas como: sindrome
antifosfolipidos, artritis reumatoide, esclerodermia, polimiositis, dermatomiositis y Sindrome de
Sjogren.

En LES existe un nimero aparentemente ilimitado de anticuerpos contra los constituyentes propios
celulares. Estos son componentes nucleares citoplasmaticos de la célula que no son especificos de
organo ni de especie. EI LES es el prototipo de una enfermedad multisistémica de origen autoinmune,
caracterizada por un conjunto desconcertante de autoanticuerpos, particularmente los ANA. Junto a sus
multiples manifestaciones clinicas se encuentran numerosos autoanticuerpos dirigidos contra
diferentes antigenos nucleares, citoplasmaticos y de la membrana celular. (i ¢-£ 2007)

Ademas de los ANA, los pacientes con lupus tienen una serie de otros autoanticuerpos. Algunos estan
dirigidos contra elementos de la sangre, tales como hematies, plaquetas y linfocitos; otros estan
dirigidos contra proteinas, formando complejos con los fosfolipidos.

1.8.1.1.6. Etiologia.

El inicio generalizado de LES coincide con una agresion (interna o externa) que resulta en dafio tisular
extenso como el puerperio, la exposicion prolongada al sol, las infecciones y los traumatismos. Los
antigenos liberados de los tejidos dafiados son multiples, notablemente DNA y otros antigenos
intracelulares que normalmente no se encuentran en la circulacion y cgue inician la respuesta inmune a
través de los mismos mecanismos que un antigeno exdgeno. A ¥ 2010
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Los factores hormonales (el predominio del sexo femenino y el pico de incidencia en mujeres en edad
fértil es evidencia circunstancial de los factores hormonales en la patogenia del LES). Muchas de las
manifestaciones clinicas se deben a los efectos de complejos inmunes circulantes en los distintos
tejidos o de los efectos directos de los anticuerpos a los componentes de la superficie celular.

La predisposicion genética como factor etioldgico se desprende de una tasa de concordancia en
gemelos monocigdticos de alrededor del 30-50% vy las anomalias genéticas, (que pueden crear una
tendencia de las respuestas autoinmunes, que luego son provocados por factores adicionales, tales
como virus o la luz solar).

Los factores ambientales (por ejemplo, la luz ultravioleta y la luz solar): evidencia de fotosensibilidad
viene del hecho de que la luz solar puede desencadenar agudizaciones de la enfermedad,
particularmente la enfermedad de la piel.

Los agentes infecciosos se cree que posiblemente inducen respuestas autoinmunes por mimetismo
molecular u otros mecanismos ain desconocidos, ("9°Yen 2006)

1.8.1.1.7. Patologia.

Los complejos antigeno-anticuerpo se producen durante la respuesta inmunitaria normales, pero sélo
dan lugar a una enfermedad inmunitaria cuando se forman en cantidades excesivas que no pueden
eliminarse con eficacia, por lo que se depositan en los tejidos. La magnitud del depésito de
inmunocomplejos en los tejidos depende de la naturaleza de los complejos y de las caracteristicas de
los vasos sanguineos. Los complejos pequefios no suelen ser fagocitados y tienden a depositarse en los
vasos en mayor medida que en los complejos grandes, que a medida son eliminados por los fagocitos.

Las caracteristicas adicionales a los mecanismos de reaccion, que contribuyen a la patogenicidad de los
auto-anticuerpos incluyen: la capacidad de fijar complemento, la afinidad por el DNA y otros
antigenos que reaccionan cruzadamente, la carga de la molécula de anticuerpo o del complejo
inmunitario que lo contiene. (512 ¢-£2007)

Normalmente, los complejos inmunitarios antigeno-anticuerpo son eficientemente removidos de la
circulacion por el sistema (SRE), que se encuentra principalmente en el higado y el bazo. EL SRE es
dependiente de los receptores para el complemento, para reconocer la Fc de la inmunoglobulina (Ig) o
receptores Fc (FCcR).

Un combate anormal de los complejos inmunitarios puede estar jugando un papel importante en la
patogénesis del LES por diferentes vias, incluyendo anormalidades en los mecanismos de transporte o
de presentacion célular, defectos en la funcion del SRE o anormalidades intrinsecas a la funcion
fagocitica celular, los cuales han sido descritos como factores importantes en la fisiopatogénesis del
LES.

Los complejos inmunitarios son capaces de ligar el complemento de una forma eficiente, son fijados
rapidamente por los eritrocitos, lo cual ocurre a través del receptor eritrocitario para el complemento
tipo 1, con lo cual estos complejos de eritrocito-C1 son presumiblemente incapaces de depositarse en
los tejidos y son transportados hacia el SRE fijo, donde son eliminados de la circulacion.
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Los complejos que tienen antigenos cationicos se unen con avidez a los componentes con carga
negativa de las membranas basales de los vasos sanguineos y los glomérulos renales. Es tipico que
estos complejos originen una lesion histica grave y duradera.

Los capilares de los glomérulos renales y las membranas sinoviales son vasos a traves de los cuales se
produce un ultrafiltrado del plasma (para formar la orina y el equipo sinovial) mediante el paso de
liquido a través de la pared capilar a una presion hidrostatica elevada, lo que explica que sean las
localizaciones mas frecuentes del deposito de inmunocomplejos. Ademas estos complejos pueden
activar las células inflamatorias y los mastocitos para que secretan citocinas y mediadores vasoactivos,
que favorecen la adhesion de los leucocitos al endotelio, la permeabilidad vascular y el depdsito de

inmunocomplejos en las paredes de los vasos debido a la separacion de los espacios interendoteliales.
(Abbas 2008)
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Figura 14. Actividad inmunitaria por inmunocomplejos
www.taringa.net/posts/apuntes-y-monografias/9

1.8.1.1.8. Manifestaciones Clinicas.

Las manifestaciones clinicas del LES son consecuencia del dafio tisular (piel, articulaciones, rifion,
pulmones, sistema nervioso central, sangre y corazén) debido a la vasculopatia mediada por complejos
inmunes. (Tabla 9).

Tabla 9. Manifestaciones Clinicas del LES. (Harison 2009)

Manifestaciones de Descripcion
LES
Manifestaciones
Diseminadas Sintomas generalizados como fatiga, mialgias, artralgias, fiebre, postracion,

pérdida de peso y anemia, ulceras mucocutaneas, dolor abdominal, ademas
de otras manifestaciones especificas de los, 6rganos afectados.
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Continuacion:

Manifestaciones de
LES

Descripcion

Manifestaciones
Hematologicas

La anemia hemolitica con reticulocitosis, leucopenia, linfopenia,
trombocitopenia y la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL), los
cuales, se relacionan a alteraciones de la coagulacion.

Manifestaciones
Cutaneas

La alopecia (85% de los casos) y ulceraciones mucosas ocupan el segundo
lugar (40% de los casos). Pueden presentarse vasculitis, fotosensibilidad,
plrpura, equimosis y petequias, (1P 2009, Kummar 2008)

Manifestaciones
Musculoesqueléticas

Se presentan poliartritis intermitente no erosiva, leve o discapacitante, con
edema de los tejidos blandos e hipersensibilidad articular y deformidades,

casi siempre de las manos, mufiecas y rodillas, miositis, con debilidad
muscular Habif 2009, Harrison 2007, Kumar 2008).

Manifestaciones
Renales

La nefropatia suele ser la manifestacion mas grave del lupus. La clasificacion
de la nefritis es basicamente histoldgica. Los pacientes con un dafio
glomerular siempre presentan hematuria y proteinuria (>500 mg/24h); el
50% desarrollan sindrome nefrético e hipertension, (Habif2009. Hsia C.E 2007).

Manifestaciones
Neurosiquiatricas

Puede estar afectada cualquier area del sistema nervioso central, periférico o
autonomo. Se manifiestan convulsiones, estados depresivos Yy psicosis
trastornos cognoscitivos, trastornos emocionales, mono y polineuritis.

Manifestaciones
Cardiovasculares

Se producen anomalias valvulares principalmente de las valvulas mitral y
adrtica se manifiestan a continuacign, (M2 2009, Hsia C.E 2007)

Miocarditis o infiltracion de células mononucleares.

Pericarditis en 25% a 30%, a veces asociada con miocarditis.
Valvulopatia mitral o aortica.

La aterosclerosis

Bloqueo cardiaco congénito en recién nacidos de madres con LES.
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1.8.1.1.9. Diagnostico Clinico.

Las manifestaciones clinicas del LES son consecuencia del dafio tisular (piel, articulaciones, rifidn,
pulmones, sistema nervioso central, sangre y corazon) debido a vasculopatia mediada por complejos

inmunes. (Tabla 10).

Tabla 10. Criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia para LES.("9oyen 2006

Criterio Clasificacion
1. Erupcién Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias malares, con tendencia a
malar ahorrar los pliegues nasolabiales.
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Continuacion:

Criterio Descripcion
2.Erupcion Erupciones eritematosas, placas elevadas con descamacion
discoide queratdsicas adherente y taponamiento folicular; cicatrices atroficas

pueden ocurrir en las lesiones mas antiguas.

3.Fotosensibilidad Erupcién cutanea como resultado de una reaccion inusual a la luz

solar.

4. Ulceras orales Ulceraciones orales o nasofaringeas, usualmente indoloras.

5. Artritis. Artritis no erosiva que compromete dos 0 mas articulaciones
periféricas, caracterizada por sensibilidad a la palpacion, edema o
efusion.

6. Serositis. a).-Pleuritis - la historia convincente de dolor pleuritico o frote

pleural escuchado por un médico o evidencia de derrame pleural
b).-Pericarditis - documentada por electrocardiograma o frote
pericardico o evidencia de derrame pericérdico.

7. Compromiso a).-Proteinuria persistente superior a 0.59/24 horas o superior a 3 +
Renal. (tira reactiva) si no se realiza la cuantificacion.

b).-modelos celulares - pueden ser de eritrocitos, hemoglobina,
granulares, tubulares o mixtos y cilindros.

8. Compromiso | a. Convulsiones.
neuroldgico b. Psicosis.

9. Compromiso | a. Anemia hemolitica.
hematologico. b. Leucopenia <4000 x mm*

c. Linfopenia < 1500 x mm*

d. Trombocitopenia < 100.000 mm*

10.  Alteraciones | a. Anticuerpos anti-DNA nativo.

inmunoldgicas. b. Anticuerpos anti-Sm.

c. Anticuerpos antifosfolipidos demostrados por presencia de:

1. Anticuerpos Anticardiolipina de los isotipos IgG o IgM.

2. Anticoagulante lapico positivo.

3. Serologia luética falsamente positiva.

11. Anticuerpos | Un titulo anormal de ANA por inmunofluorescencia o un ensayo
antinucleares. equivalente en cualquier punto en el tiempo y en ausencia de
medicamentos conocidos por estar asociados con sindrome similar al
lupus. La presencia de ANA es una caracteristica cardinal, pero no es
especifico para el LES.

No existe una prueba inequivoca para el diagnostico del LES. Por ello, generalmente se recurre a los
criterios de clasificacion propuestos por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) que son
ampliamente aceptados, que fueron disefiados con fines de investigacion para permitir la comparacion
de grupos homogéneos de pacientes en estudios clinicos. Para ser clasificado como LES, un paciente
debe tener cuatro 0 mas criterios, pero no se requiere que estén presentes simultdneamente, pueden
tener cuatro 0 mas de los criterios y ser equivocadamente considerados como pacientes con LES.
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Es preciso enfatizar que estos criterios no son diagnosticos, ya que inicialmente puede haber
compromiso de uno o pocos érganos y pueden pasar meses 0 afios antes de que el paciente cumpla
cuatro criterios para su clasificacion como LES. Algunas ocasiones, enfermedades como la lepra o la
endocarditis bacteriana subaguda pueden tener los criterios y ser equivocadamente clasificados como
LES otras manifestaciones clinicas que hacen sospechar la presencia de LES. (Hif 2009)

En LES los ANA estan dirigidos contra el ADN nativo, asi como proteinas histonas,
ribonucleoproteinas nucleares pequefias, pero también pueden estar dirigidos contra nucleosomas. En
un estudio reciente se evaluo la concentracion de anticuerpos anti-nucleosoma (ANS) en donde las
correlaciones entre las concentraciones de estos autoanticuerpos y las manifestaciones de dafio de
organos, principalmente dafios renales fueron evaluados. La aparicion de la ANS positivos, anti-DNA
de doble cadena y anticuerpos anti-histonas (AH) fueron del 39,2, 28,0 y 47,6%, respectivamente.
Ademés de anti-ADN de doble cadena, la evaluacion de la ANS y AH podrian ser utiles en el
diagndstico y seguimiento del LES y ha quedado entre dicho la importancia en la patogénesis de la
nefritis ltpica. (K £2009)

Pruebas de Laboratorio pueden ser utiles para su confirmacion. También puede ser util en la
evaluacion de la enfermedad., (C""stian 2007)

Recuento sanguineo completo.

Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG).
Proteina C-reactiva (PCR).

Panel quimico completo.

Anticuerpos antifosfolipidos.

ANA como prueba de tamiz.

Anaélisis de orina.

Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa).
Radiografias.

Electrocardiograma.

Biopsia renal.
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1.8.1.1.10. Tratamiento.

Las opciones de tratamiento son muy amplias y dictada por la gravedad de la enfermedad, las opciones
incluyen el uso de medicamentos como: antiinflamatorios no esteroides (AINES), corticoides,

(hidroxiclo)roquina y méas medicamentos agresivos como la ciclofosfamida y el micofenolato mofetilo.
Hsia C.E 2007).

»  Los anti-inflamatorios no esferoides (AINES) se utilizan para controlar artralgias, artritis,
Serositis y fiebre.

»  La hidroxicloroquina se utiliza en el control de las lesiones cutaneas, artralgias, artritis alopecia
y malestar general.

»  Los corticosteroides topicos puede ayudar en lesiones aisladas de la piel como la hidrocortisona.
»  Los corticosteroides de uso sistémico se usan a dosis variables dependiendo de la severidad de la
enfermedad, dosis altas por via oral se utilizan en el caso de: glomerulonefritis, Sistema Nervioso
Central (SNC), pulmonar, afeccion cardiaca, y dafios hematoldgicos.

»  Laterapia inmunosupresora: ciclofosfamida y micofenolato de azatioprina.

»  Los anticoagulantes en condiciones de trombosis tratamiento con warfarina.
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1.8.1.2. SINDROMES DE LAS VASCULITIS.

>

La vasculitis es un proceso anatomoclinico caracterizado por inflamacion y lesion de los vasos
sanguineos. Suele haber afeccion de la luz vascular y esto se vincula con isquemia de los
tejidos que reciben su riesgo sanguineo del vaso implicado. Las vasculitis pueden

circunscribirse a un solo 6rgano, como la piel, o afectar simultanea a varios 6rganos y aparatos.
(McPherson 2010, 2008)

1.8.1.2.1. Patogenia.

>

En general, las vasculitis se incluyen dentro del amplio grupo de las enfermedades por
inmunocomplejos. EI mecanismo més comunmente admitido en las vasculitis es el depdsito de
complejos inmunitarios en las paredes de los vasos, (Fig. 15) aunque no esta demostrado
claramente el papel causal de los complejos inmunitarios en la mayoria de los sindromes
vasculiticos. Los complejos inmunitarios circulantes no tienen que depositarse necesariamente
en los vasos sanguineos y producir seguidamente las vasculitis, y hay muchos pacientes con
vasculitis en actividad que no tienen complejos inmunitarios demostrables en la circulacion ni
depositados en los vasos. (McPherson 2010, Robbins y Cotran 2008)

El mecanismo de la lesion histica en las vasculitis mediadas por complejos inmunitarios se
forman complejos antigenos-anticuerpo con exceso de antigeno que se depositan en las paredes
de los vasos, cuya permeabilidad aumenta por la accién de las aminas vasoactivas como la
histamina, la bracidina, y los leucotrienos liberados por las plaquetas o los mastocitos
consecutivamente a mecanismos desencadenados por la IgE. (Robbinsy Cotran 2008)

Cuya permeabilidad Complejos antigeno- Su  depésito  produce la
aumenta por aminas anticuerpo que se activacion de los factores del
vasoactivas como la: < depositan en las paredes |——| complemento especialmente de
histamina, bracidina, de los vasos, con exceso C5a.
leucotrienos de antigeno
Y
. Y Con un efecto quimiotacticos
Liberados por las plaquetas o Consecutivamente a intenso para los neutrofilos
los mastocitos liberados por » mecanismos
las plaquetas. desencadenados por la IgE
A 4
- - - Seguidamente estas células infiltran,
Que liberan enzimas Complejos l«———| las paredes de los vasos y fagocitan
intracitoplasmaticas. < inmunitarios
l Cuando el proceso Las células mononucleares
Que lesionan la pared .| sevuelve crénico o infiltran las paredes de los
intravascular. | subaaudo. Vasos
Seguida de lesiones Disminucion de la luz
isquémicas. < del vaso.

Figura 15. Mecanismo de la vasculitis.
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El deposito de los complejos produce activacion de los factores del complemento, especialmente de
C5a con un efecto quimiotactico intenso para los neutrofilos. Seguidamente estas células infiltran, las
paredes de los vasos, fagocitan a los complejos inmunitarios y liberan enzimas intracitoplasmaticas
que lesionan la pared intravascular. Cuando el proceso se vuelve subagudo o crénico, las células
mononucleares infiltran las paredes de los vasos. EI denominador comin del cuadro resultante es la
disminucion de la luz de los vasos seguida de lesiones isquémicas en los tejidos cuyo riesgo sanguineo
depende de los vasos afectados. Diversas variables ayudan a explicar por qué Gnicamente algunos tipos
de complejos inmunitarios causan vasculitis y sélo algunos vasos se lesionan en cada paciente.
Algunas son la capacidad del sistema reticuloendotelial para eliminar complejos circulantes en la
sangre, el tamafio y la propiedad fisicoquimica de los complejos inmunitarios, el grado, relativo de
turbulencia de la sangre circulante, la presion hidrostatica intravascular en los distintos vasos y la
integridad previa del endotelio vascular.

La proteinasa 3 y la mieloperoxidasa se trasladan hasta la membrana celular, donde pueden interactuar
con el ANCA extracelular. A continuacion los neutrofilos se desgranulan y producen una especie de
oxigeno reactivo que puede dafar a los tejidos. La activacion de neutrofilos y monocitos a través de
ANCA induce la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-1 e IL-8.

1.8.1.2.2. Respuestas patdgenas de los linfocitos T y formacion de granulomas.

Las células endoteliales de los vasos pueden expresar las moléculas del HLA clase Il después de ser
activadas por citocinas como el IFN gamma. Ello permite a estas células participar en las reacciones
inmunitarias, como es la interaccion con los linfocitos T CD4+, de un modo parecido a la forma de
actuacion de los macrdfagos que presentan los antigenos.

Las células endoteliales pueden secretar Interleucina (IL-1), que es capaz de activar a los
linfocitos T e iniciar o propagar lo procesos inmunitarios in situ en el interior de la pared
vascular (Fig.16). Ademas, la IL-1 y el TNF-a son potentes inductores de la molécula de adherencia
del leucocito al endotelio 1 y de la molécula de adherencia a las células vasculares 1 $VC_AM-1? que
favorecen la adherencia de los leucocitos a las células endoteliales de la pared vascular. (mson 2007

A

IFN gamma < Estimulaa las | Células Expresan moléculas
endoteliales HLA clase Il

A 4
Que pueden secretar 1L-1

TNF alfa

A

A 4

Son potentes inductores de la v

molécula de adherencia del Que es capaz de activar a los

leucocito al endotelio y de linfocitos T y propagar los

(VCAM-1). procesos inmunitarios en el
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Figura 16. Intervencion de la IL-1 en la vasculitis.
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1.8.1.3. GRANULOMATOSIS DE WEGENER

La granulomatosis de Wegener es una entidad anatomoclinico especial caracterizada por una vasculitis
granulomatosa de las vias respiratorias superiores e inferiores, acompafiada de glomerulonefritis.
Ademas, puede existir una vasculitis diseminada de intensidad variable que afecta a venas y arterias de
pequefio calibre.

El término ANCA perinuclear (p-ANCA) se refiere al patron de tincion perinuclear o nuclear mas
circunscrito de los neutrofilos indicadores. El objetivo principal de p-ANCA es la enzima
mieloperoxidasa.

1.8.1.3.1. Incidencia y Prevalencia.

La granulomatosis de Wegener es una enfermedad poco frecuente con prevalencia estimada de tres a
100000. Es sumamente rara en la raza negra en comparacion con la blanca; la proporcion varon/mujer
es de 1:1. Puede observarse a cualquier edad.

1.8.1.3.2. Fisiopatologia

Los rasgos histopatologico caracteristicos de la granulomatosis de Wegener son la vasculitis
necrosante de las arterias y venas de pequefio calibre, y la formacion de granulomas que pueden ser
intravasculares o extravasculares. La afeccién pulmonar aparece normalmente en forma de multiples
infiltrados nodulares cavilados y bilaterales, que casi siempre en la biopsia tipica muestran vasculitis
granulomatosa necrosante. Las lesiones de las vias respiratorias superiores, especialmente las de los
senos paranasales y la nasofaringe, por lo general relevan inflamacion, necrosis y formacion de
granulomas con o sin vasculitis.

Mas de 90% de los pacientes con granulomatosis tipica activa de Wegner posee anticuerpos
identificables contra la proteinasa 3. (Harmson 2007)

1.8.2. ENFERMEDAD SISTEMICA AUTOINMUNITARIA MEDIADA POR ANTICUERPOS.
1.8.2.1. SINDROME ANTIFOSFOLIPIDOS (SAF).
1.8.2.1.1. Concepto y Generalidades.

El sindrome antifosfolipidos (SAF) o sindrome del anticuerpo antifosfolipidos es un desorden
caracterizado por un estado de hipercoagulabilidad, que favorece las trombosis arteriales, venosas o
ambas, siendo los marcadores seroldgicos de esta entidad, los anticuerpos antifosfolipidos (aFL),
anticuerpos anticardiolipina (aCL), anticoagulante lapico (AL) uno de ellos 0 ambos.

SAF puede ocurrir como parte de LES o como una entidad aislada idiopatica, por lo que puede
clasificarse como:

»  SAF primario.
»  SAF secundario.

Entre el 10% y el 30% de los pacientes con LES tienen anticuerpos antifosfolipidos (aFL), y de esos,
30% al 50% tienen minimos sintomas y signos apreciables. Por el contrario, alrededor del 50% de los
pacientes con SAF ya padecen esta enfermedad. ™ 72010
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1.8.2.1.2. Sin6bnimos.

» Sindrome del lupus anticoagulante.
» Sindrome de los anticuerpos anticardiolipina.
» Sindrome de Hughes

1.8.2.1.3. Caracteristicas Clinicas.

Tabla 11. Descripcion de las caracteristicas clinicas del SAF.

Manifestacion Descripcion

Clinica

Trombosis Produce accidentes cerebrovasculares y ataques isquémicos transitorios
venosa profunda | prominentes. Sin embargo, se pueden manifestar infartos en intestinos,
y arterial corazon, glandulas suprarrenales y las extremidades.

Abortos Ocurre entre el segundo vy tercer trimestre muy probablemente se debe a la
involuntarios y | trombosis de los vasos placentarios, lo que lleva al infarto, insuficiencia
recurrentes placentaria, y un feto pequefo.

Livedo Se refiere a un patron reticular de coloracion rojiza y azulada de la piel, por lo
reticularis general en las piernas. Esta afeccion estd asociada con una hinchazon de los

vasos sanguineos y puede empeorar cuando la temperatura esté fria.

Trombocitopenia

Entre 75.000 / mm® a 150.000 / mm®.

Otros

Preclamsia, anemia hemolitica, migrafia severa e hipertension arterial
maligna, entre otras.

SAF catastrofico

Problema grave, a menudo fatal, que se asocia a infartos vasculares multiples
y simultaneos de diferentes 6rganos. La muerte puede sobrevenir en cuestion
de dias o semanas (Amy J 2010, Tarun J 2010)

1.8.2.1.4. Anticuerpos Antifosfolipidos (aFL).

Tabla 12. Caracteristicas de los aFL.

Anticuerpos
antifosfolipidos

Caracteristicas

Anticuerpos
antifosfolipidos
(aFL),

Tienen reactividad contra los FL (moléculas compuestas de lipidos idnicos, con
una cabeza de fosfatos y un glicerol unidos a dos moléculas de acidos grasos)
anionicos de la membrana endotelial, plaquetaria o contra aquellos que
participan en la cascada de la coagulacion normal. (Forastiero R-2009)

Anticoagulante
lUpico (AL)

ElI AL es una inmunoglobulina que bloquea el complejo protrombina-
fosfolipidos, y por lo tanto, la generacion de trombina, lo que provoca in vitro
una prolongacién de las pruebas de coagulacion dependientes de fosfolipidos,
tiempo de coagulacién con caolin, (TTPa), mientras que in vivo producen
trombosis venosa y arterial. ™ 2010)

anticuerpos
anticardiolipina
(aCL),

Las cardiolipinas son moléculas de fosfolipidos descritas por primera vez en
membranas mitocondriales de células cardiacas
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1.8.2.1.5. Etiologia.

El SAF forma parte del grupo de entidades donde los fendmenos trombdticos son mediados por
autoanticuerpos. Es desconocido aun el origen de la respuesta inmune que lleva a la produccién de los
autoanticuerpos presentes en los pacientes con SAF, se postularon varios mecanismos patogénicos de
los aFL:

1.- Una hipdtesis sugiere que la exposicién permanente de superficies procoagulantes, generadas como
consecuencia de activacion o dafo celular, podria inducir la union de ciertas proteinas plasmaticas de
alta afinidad por los fosfolipidos anionicos, de esta manera estos complejos se comportarian como
inmunogenos los aFL contribuyen al desarrollo de las complicaciones clinicas ya mencionadas
anteriormente.

2.- Otra hipdtesis plantea la posibilidad de que infecciones virales o bacterianas de tipo subclinica
puedan inducir la produccion de aFL. Se demostrd que ciertos agentes infecciosos contienen péptidos de
union a fosfolipidos con similitud estructural al sitio de union a fosfolipidos presente en I8 ,GPI. Los
mecanismos patogénicos que han sido propuestos para los aFL se pueden agrupar en dos categorias:
(Forastiero R. 2009)

1) efectos inhibitorios sobre los sistemas antitromboticos fisiologicos.

2) efectos que conducen a la activacion celular.

1.8.2.1.6. Patogenia de los aFL.

El mecanismo exacto por el cual los aFL pueden dar lugar a trombosis es desconocido, pero se han
propuesto varios mecanismos entre los cuales se encuentran los siguientes:

> Inhibicidn de la activacion de la proteina C.

» El AL induce una deficiencia de proteina S.

» Estimulacion de las células endoteliales no B2GP1, aumenta significativamente la expresion de
moléculas de adhesion VCAM-1 e integrinas (citoquinas) creando un estado protrombotico a
través del aumento de la formacion de tromboxano asi como el aumento de las
prostaglandinas.

» Varias proteinas plasmaticas se han propuesto como cofactores o proteinas enlazantes de los
aFL incluyendo principalmente la B2GP1, remocion de anexina A5 de las superficies celulares,
proteina C, trombomodulina, proteinglicanos, protrombina. fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
acido fosfatidico, fosfatidil-etanolamina, fosfatidilcolina.

» La B2GP1 funciona como un anticoagulante natural ya que inhibe la via intrinseca de la
coagulacion. Los aFL al necesitar de este cofactor, interferirian con las acciones de 1§2GP1,
favoreciendo los fendmenos trombdticos. Hoy en dia se piensa que los anticuerpos estan
dirigidos contra eg)ltopes conformacionales que estan presentes en la molécula de B2GP1 (Amy J.
2010 y Pierangeli SS 2008

» El AL presenta reaccion cruzada con los glicosaminoglicanos, los cuales son los principales
elementos no trombogénicos derivados del endotelio vascular con union a la antitrombina 1lI,
produciéndose asi inhibicion de la activacion de la antitrombina. (Forastiero 2009)

> La protrombina es otro de los blancos antigénicos de algunos aFL con actividad de AL y del
tipo autoinmune. Los anti-PT se asemejan a los anti-p,GP1 en las condiciones del ensayo
necesarias para su deteccion, A™ - 2010)

Se ha sugerido que los aFL se unen a los fosfolipidos presentes en la superficie externa de la
membrana plaquetaria y causan asi dafio a las plaquetas. Estos anticuerpos podrian unirse a las
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plaquetas provocando un aumento de la captacion y destruccion por el sistema reticuloendotelial
con acortamiento de su supervivencia. (o 2007

» Los aFL también interfieren con la actividad del ZPI, (inhibidor de proteasas dependiente

de PZ) (Fig. 17) un sistema antitrombdticos que regula los niveles de factor Xa en una reaccién
rapida. Este efecto es probablemente debido a que la PZ (cofactor de la inactivacion del factor
Xa) se une lentamente a los FL anidnicos y por lo tanto la inactivacion del Xa por ZPI/PZ es
atenuada por la union de la B,GPI a las mismas superficies fosfolipidicas.

De tal manera se postulé que los complejos aHb/ ,GPI potenciarian la accion modesta que la
B.GP1 ejerce sobre este sistema como resultado de que los complejos muestran mayor afinidad
por los FL que la B,GPI sola. Al parecer los aFL modifican la biosintesis y la expresion celular
de moléculas de adhesion, FT y citoquinas. (Forastiero 2009)
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Figl7. Accion de los aFL en los mecanismos antitrombéticos. La B2GP1 es el cofactor de FL, los cuales en su
presencia y Ca®*, se inactiva el factor Xa, lograndose los procesos anticoagulantes, y cuando este se

activa se producen procesos trombotico

s (Forastiero 2009)

1.8.2.1.7. Diagnostico Clinico.

El diagnostico del SAF se basa en el cumplimiento de criterios clinicos y de laboratorio, se requiere de
un criterio clinico y uno de laboratorio. Ademas la prueba para aFL debe ser positiva por lo menos en
dos ocasiones, separadas mas de 3 meses.

>

>

>

Trombosis vascular: uno o mas episodios clinicos de trombosis arterial, venosa o de los
pequefios vasos en cualquier érgano o tejido.

Complicaciones del embarazo: una 0 mas muertes inexplicables de fetos morfolégicamente
normales a las 10 o méas semanas de gestacion uno o0 mas nacimientos prematuros de neonatos
morfoldgicamente normales a las 34 semanas de gestacion o antes, tres 0 mas abortos
espontaneos consecutivos inexplicables antes de las semanas.

Anticuerpos anticardiolipina: anticuerpos anticardiolipina IgG o IgM o0 presentes en
concentraciones moderadas o altas en la sangre en dos mas ocasiones a intervalos de al menos 6

semanas de acuerdo con las pautas de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasis
(Pierangeli SS 2008)
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1.8.2.1.8. Laboratorio.

Cuatro pruebas de aFL son: anticoagulante lGpico, anticuerpos anticardiolipina (aCL), anticuerpos de
la Bo- glicoproteina 1 (B2GP1), y el falso positivo de prueba de laboratorio para enfermedades venéreas
(VDRL) refleja la presencia de anticuerpos que reaccionan con cardiolipina.™ * ?°*. Otra prueba
ELISA detecta los anticuerpos anti-B2GP1, una protdna plasmatica que se une a los fosfolipidos de
carga negativa, la aCL en pacientes con SAF se han dirigido a B2GP1. Puede funcionar como un
anticoagulante a traves de su union a fosfolipidosy por lo tanto la interferencia con su funcion por los
anticuerpos pueden inducir trombosis.

En la prueba de anticoagulante Iupico el TTPa es prolongado, y no se corrige mediante la mezcla con
plasma normal (para descartar una deficiencia de factor) sin embargo es, normalizado por adicion de
fosfolipidos (para compensar por los fosfolipidos atados por el aFL). El hecho de que el TTPa
prolongados para corregir con la adicion de plasma normal combinado con la correccion del TTPa

prolongado por la adicion de fosfolipidos define el fendmeno conocido como " anticoagulante lGpico”.
(Castro C 2010, Amy J.2010)

1.8.2.1.9. Tratamiento.

Una vez que se ha producido una trombosis, la recurrencia es comdn, y los pacientes generalmente son
tratados por tiempo indefinido con anticoagulantes orales. Aunque algunos subgrupos de pacientes
responden Unicamente a la aspirina, la mayoria requiere tratamiento con warfarina.

Los regimenes con heparina, la aspirina, la inmunoglobulina intravenosa (IGIV), y prednisona se usan
como monoterapia y en varias combinaciones para el tratamiento de embarazos malogrados recurrente.
Los pacientes que tienen trombosis vascular recurrente a pesar de la medicacion oral anticoagulacién
adecuada también son tratados de esta manera.

El SAF catastrofico se maneja con una combinacion de anticoagulantes, altas dosis de corticosteroides,
la plasmaféresis, gammaglobulina intravenosa y en algunos casos, la inmunosupresion con
ciclofosfamida o rituximab. Tiene una tasa de mortalidad muy alta: { Pierangeli SS2008)

1.8.2.2. ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE.

La anemia hemolitica autoinmune (AHAI) es causada por hemdlisis (destruccién prematura de
globulos rojos circulantes), inducida por autoanticuerpos, generalmente idiopatica, también es
asociada con infecciones, trastornos linfoproliferativos, y algunos farmacos, (Heffman 2008)

1.8.2.2.1. Sin6bnimos.

Anemia Hemolitica Caliente.
Enfermedad Hemolitica Autoinmune.
AHAL.

Enfermedad de las aglutininas frias.

YV V V V
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1.8.2.2.2. Manifestaciones Clinicas.

En la anemia hemolitica autoinmune, el cuadro hemolitico es muy variable, desde una hemolisis
inaparente que sélo se evidencia por estudios de sobrevida, hasta una hemolisis fulminante de grave
peligro.

» lctericia leve. > Petequias y equimosis.

» Taquicardia. » Insuficiencia cardiaca.

» Fatiga, disnea y palidez. » Hematocrito bajo (<40 % en varones.
» Malestar general. <37 % en mujeres).

» Mareo y vértigo. > Reticulocitosis.

» Dolor de espalda y abdominal. > Cianosis de labios y nariz.

» Esplenomegalia. > Esplenomegalia y hepatomegalia.

» Pérdida de peso.

1.8.2.2.3. Clasificacion de la AHAL.

Los mecanismos fisiopatologicos de la destruccidn en si son diferentes dependiendo del anticuerpo
o inmunoglobulina implicada, que puede ser 1gG o IgM, causando hemolisis, extra o intravascular,
respectivamente.

En las AHALI en que intervienen autoanticuerpos frios o IgM, las manifestaciones clinicas incluyen:
acrocianosis, que es causada por la aglutinacion intracapilar de eritrocitos en aquellas areas corporales
expuestas al frio. A pesar de que los disturbios vasculares oclusivos son potencialmente reversibles
(por disociacion de los agregados al aumentar la temperatura en la anemia por anticuerpos frios)
pueden llevar a un dafio tisular crénico, tal como gangrena.

En la AHAI de Ac. frios se produce el secuestro de aglutininas o eritrocitos aglutinados en el higado,
debido al C3, que queda después de que la IgM se libera al retornar el glébulo a la temperatura de

%;)C debido a que los macréfagos del higado y del bazo poseen un receptor para dicha fraccion. Hofman
Tabla 13. Caracteristicas de los diferentes tipos de AHAL.
Tipo de Tipo de anticuerpos que se Etiologia Definiciones
AHAI unen a eritrocitos de Anemia
AHAI por | IgG Idiopéatica | Idiopatica: producida por anticuerpos
anticuerpos IgG calientes y componente, C3d del
calientes complemento, o ambos, que atacan a la
b membrana celular de gldbulos rojos, a
37°C.
& Secundaria
Producida por anticuerpos calientes
/" _<g producidos por trastornos
\. linfoproliferativos.
IgG dimer
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Continuacién

Tipo de Tipo de anticuerpos que se Etiologia Definiciones

AHAI unen a eritrocitos de Anemia

AHAI por | IgM Idiopatica | EI autoanticuerpo IgM tiene una
anticuerpo afinidad por los hematies a bajas
s frios. temperaturas (0 © C - 18 © C) (¢ Phaliwal

2004, Hoffman 2008)

IgM pentamer Secundaria | Las aglutininas en frio, aglutininas

@ | Q O frias o  crioaglutininas  son

anticuerpos IgM que  causa
‘ 6 aglutinacion de globulos rojos

(Fig. 18) a temperaturas inferiores a
O 37°C y activan el complemento
‘ hasta C3d, con maximas de
aglutinacion de glébulos rojos a
temperaturas inferiores a 4°C.

Figura 18. A) Unién de 1gG unidas a eritrocitos y B) Union de IgM a eritrocitos, (ffman 2008)

1.8.2.2.4. Mecanismos Patologicos de la AHAL.

Las mismas teorias sobre autoinmunidad descritas para la AHAI de anticuerpos frios son las mismas
gue la de anticuerpos calientes, sin embargo la AHAI de anticuerpos frios son menos frecuentes que
el tipo de anticuerpos calientes.

La primera sugiere que el cambio fundamental en la patogénesis ocurre en la membrana del
eritrocito, que forma un nuevo antigeno, o hace evidente un antigeno intrinseco de manera anormal; y
esto induce un estimulo al sistema inmunologico que es esencialmente normal, para responder a ese
antigeno alterado.

El segundo grupo de teorias se basa en lo opuesto, colocando la anormalidad en el propio sistema
inmune. Esto implica que la homeostasis inmune se rompe por pérdida de la capacidad de
autorreconocimiento de las células inmunolégicamente competentes, bajo circunstancias en que los
antigenos eritrociticos son esencialmente normales, pero a su vez de esta se desprenden varias
subteorias en donde se sugieren las siguientes teorias:

Un agente exdgeno de tipo infeccioso, origina una respuesta inmune cruzada contra antigenos
normales, por parte del sistema inmune normal.

Algunos componentes del complemento particularmente C3 y C4, pueden ser encontrados adheridos a
la superficie de los globulos rojos en las AHAIL Al transformase el eritrocito en esferocito se ha
perdido superficie de membrana en relacion a su contenido, por lo que es inestable osméticamente, lo
que conlleva a hemdlisis coloidoosmotica intravascular.
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1.8.2.2.5. Diagnostico.

En las pruebas de laboratorio encontramos hemoglobina libre en orina, hemosiderinuria,
deshidrogenasa lactica, velocidad de sedimentacion elevadas; la bilirrubina indirecta puede ser normal
o ligeramente elevada; las haptoglobinas estan disminuidas o ausentes; en el frotis podemos encontrar,
microesferocito, basofilia, poiquilocitosis difusa, esquistocitos, esferocitos y apilamiento de células
rojas ; la prueba de Coombs puede ser positiva, sobre todo si se usa reactivo que contenga anti-C3d, las
plagquetas pueden estar normales o ligeramente disminuidas.

El estudio se inicia con pruebas de Coombs directa e indirecta con sueros polivalentes.

La Prueba de Coombs directa determina la existencia de glébulos rojos recubiertos con moléculas de
complemento C3d. (Fig.19)

C3d
.*Y —

Gloébulos rojos
de pacientes anti-C3d Aglutinacién

Figura 19. La prueba de Coombs directa (Hoffman 2008)

Prueba de Coombs indirecta

Si alguna de las dos pruebas o ambas son positivas, se debe proceder a la caracterizacion del
anticuerpo (IgG o IgM) y a su identificacion a través de antisueros especificos de Coombs anti-1gG
0 anti-lgM). (Fig.20).

-
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Figura 20. Prueba de Coombs. -

(Principios y Préactica de Hematologia 2008)
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El diagndstico de AHAI debe cumplir dos requisitos: la evidencia de hemdlisis (anemia, mas el
recuento de reticulocitos elevado en ausencia de pérdida de sangre) y pruebas de autoanticuerpos y
activadoras de complemento (por lo general indica una prueba positiva de Coombs directo). Nota: el
test de Coombs directo es un falso negativo en un pequefio porcentaje de AHAL.

1.8.2.2.6. Tratamiento.

Se establecen como tratamientos de eleccion los corticoesteroides, la esplenectomia y la quimioterapia
de inmunosupresion.

La mayoria de los enfermos reciben prednisona oral, a altas dosis (60-100 mg) todos los dias durante la
fase inicial del tratamiento, metilprednisolona intravenosa (Solu - Medrol) también se puede utilizar en
dosis diarias de 100 a 200 mg. En la poblacion pediatrica, la prednisona se administra a dosis que van
de 2 a6 mg/ kg / dia. (Hoffman 2008)

1.8.3. ENFERMEDADES AUTOINMUNES MEDIADAS POR LINFOCITOS.
1.8.3.1. ARTRITIS REUMATOIDE (AR).

La artritis reumatoide es una enfermedad crénica y multidiseminada de causa desconocida. El signo
esencial de la enfermedad es la capacidad de la inflamacion sinovial para producir una destruccion
del cartilago con erosiones dseas y deformidades articulares en fases posteriores, se afecta a las
articulaciones periféricas con una distribucién simétrica.

A pesar de su potencial destructor; la evolucion de la AR puede ser muy variable. Algunos pacientes
pueden presentar Gnicamente un proceso oligoarticular de breve duracion y con lesiones articulares
minimas, mientras que otros padecen una poliartritis progresiva e imparable que evoluciona hacia la
aparicion de deformidades articulares importantes.

1.8.3.1.1. Epidemiologia.

Y

La AR es la enfermedad "autoinmune mas comun, afectando aproximadamente al 1% de la
de la poblacion mundial”, intervalo de 0.3 a 2.1%.

Se presenta con una frecuencia casi 3 veces mas alta en las mujeres con respecto a los varones.
La AR se observa en todo el mundo y afecta a todas las razas.

La incidencia y la gravedad son aparentemente menores en personas de raza negra.

Es maés frecuente durante el cuarto y quinto decenio de la vida, de forma que el 80% de todos
los pacientes contra la enfermedad entre los 35 y 50 afios de edad.

La incidencia de la enfermedad de la AR en las mujeres de 60 a 64 afios de edad es mas de seis
veces mayor que en las de 18 a 29 afios.

YV VVVY

1.8.3.1.2. Etiologia.

La causa de la AR sigue siendo desconocida. Se ha sugerido que esta enfermedad es una manifestacién
de la respuesta del hospedador con predisposicion genética a un agente infeccioso. Dado la amplia
distribucion de la AR en todo el mundo se piensa que el microorganismo infeccioso deberia ser
ubicuo.
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Tabla 14. Mecanismos de accion de los factores que intervienen en la etiologia de la AR.

Factores Mecanismos de accion propuestos
Procesos
Infecciosos » La infeccion persistente de las estructuras articulares, provoca retencién de

los productos microbianos en los tejidos sinoviales, generando una reaccion
inflamatoria crénica ya que poseen capacidad de union a determinados
segmentos V[ del receptor heterodimero de la célula T.

» La respuesta a microorganismos inducen una reaccion inmunitaria contra el
colageno, de tipo Il y a las proteinas de choque térmico, alterando su
integridad y desenmascarando los péptidos antigénicos.

» El microorganismo infeccioso satura el hospedador de determinantes
antigénicos con reaccion cruzada, que expresa en la superficie articular.

Factores El tabaquismo, ha sido identificado como factor de riesgo de AR de todos los
ambientales | posibles factores ambientales es el nico que se ha demostrado claramente vinculado
al desarrollo de la AR, ambiental y hormonal.

Factores Los principales factores de riesgo genético conocidos para la AR son el alelo HLA
Genéticos DR4, y los alelos relacionados al MHC clase 11, los alelos de HLA-DQ puedan
representar los genes reales de predisposicion. HLA-DR puedan conferir proteccion
frente a esta enfermedad y el complemento de los alelos Ademas de los
polimorfismos en los genes del TNF y en la Interleucina 10, (AmY J- 2010, Harrison 2007)

1.8.3.1.3. Patogenia.

El conjunto de alteraciones entre las que se manifiestan son: hiperplasia e hipertrofia de las células
de revestimiento sinovial, alteraciones vasculares locales o segmentarias (como lesion
microvascular, neovascularizacion) edema e infiltracion por células mononucleares que con frecuencia
forman acumulaciones alrededor de los vasos sanguineos de pequefio calibre. La patogénesis de la
destruccion de las articulaciones en pacientes con AR incluye (Fig. 21):

1.-Infiltracion celular de leucocitos. Las células endoteliales del tejido sinovial se modifican tras la
exposicion a las citocinas, facilitando la entrada de las células en los tejidos, las células infiltrantes son
las células TCD4+ predominan sobre las células TCD8+ y suelen hallarse también macrofagos y
células dendriticas (células presentadoras de antigenos). (Harison 2007)

2.-Activacion de las células T de memoria por reaccién a diversas péptidos presentados por las
células presentadoras de antigenos en personas con predisposicion genética. Las células TCD4+ de
memoria son las que se encuentran en mayor cantidad en la sinovial reumética presumiblemente por
reaccion a los péptidos antigénicos presentados por diversas ceélulas con capacidad de presentar
antigenos en el tejido sinovial, también se observan células TCD8+ diseminadas por el tejido. La
sinovitis reumatoide se caracteriza también por la infiltracion de un gran nimero de células B que se
diferencian localmente hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos, en el tejido sinovial se
producen inmunoglobulinas policlonales y el autoanticuerpo factor reumatoide que determinan la
formacion local de inmunocomplejos.

48



3.-Propagacion de un ambiente inflamatorio rico en citocinas, por activacion de leucocitos,
incluyendo macrdéfagos, las citocinas y quimiocinas, tales como TNF, IL-1 pe IL-6, provocan
inflamacion histica sinovial, inflamacion del liquido sinovial y proliferacion sinovial y la lesion
cartilaginosa y osea. (Amy J 2010, Harrison 2007)

4.-La amplificacion de la inflamacion con la produccion local de factor reumatoide e incremento en la
capacidad de mediacion de la lesion histica. La membrana sinovial aumenta de tamafio para formar
el tejido de granulacion, que comienza a invadir el cartilago y el hueso. Haison 2007)

La liberacion local del contenido de sus granulos puede que contribuyan a la inflamacion. Los
fibroblastos sinoviales demuestran la activacion en el sentido que producen varias enzimas, como
colagenasa y catepsinas que degradan a los componentes de la matriz articular que abundan entre la
capa de revestimiento y en la interfase del hueso y cartilago. (A 2010, Harrison 2007)

A continuacion se muestra el resumen de los mecanismos patoldgicos que se llevan a cabo en la AR.
(Harrison 2007)

Los linfocitos T expresan moléculas Las células B se
Contacto directo entre las de superficie como CD15, ademas de diferencian hacia
células T activadas y células producir diversas citocinas que células productoras de
mieloides. estimulan la proliferacion de células anticuernos.

B.

l

q . | Por lo que se produce Facilitando por tanto
Dan.o_’orlgen ada la sintesis consiguiente estimulacién local de
aparicion de de inmunoglobulinas y los linfocitos B
inmunocomplejos el factor reumatoide
\ 4

Con activacién posterior

del | ) Al producirse las La produccion local de quimiocinas y
€ bco_rT)p eé“?” oy anafilotoxinas C3a'y C5a y citocinas por parte de diversos tipos
gxfa;cer tam_on €l proceso factores quimiotacticos de células son quimiotacticos asi
Intlamatorio como mediadores de la inflamacion
como leucotrienos.-
El resultado es Ig/estlmulauon Mgchos de estos agentes _pueden Los productos derivados de
de la migracion de los estimular las células endoteliales de la activacion del
Ieiucg_(c:;tos_ pqlllmorfonucleares las  vénulas . po;cagllares_, y complemento pueden
al tejido sinovial. aumentan su eficacia de unién a atraer a los neutréfilos
células circulantes.
Ademas de diversos Producidas  por  células
mediadores como la cebadas, se infiltran al téjido
histamina. Sinovial.

Figura 21. Mecanismo Patoldgico de la Artritis Reumatoide.
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En la sinovial Las células 1 ( Tienen diferenciacion deficiente

reumatoide TCD4+ » en células efectoras semejantes a
L TH2.
A 4
Se diferencian predominantemente en v

células efectoras a TH1 que producen Capaz de producir citocinas

antiinflamatorias

A 4

TFNv
\ 4

( Y por tal motivo se

Los macrofagos son < ocasiona deficiencia de
activados y sintetizan  Provocando la presencia constante L la1L4.
citocinas
\4 (
Incrementando también la
IL1y TNF ] >

~| expresion de moléculas
HLA.

Figura 22. Papel de las citocinas en la destruccion del cartilago.

1.8.3.1.4. Manifestaciones Clinicas.

Es una poliartritis crénica, cuya presentacion clinica y curso son variables que en las dos terceras
partes de los pacientes comienza de forma gradual con fatiga, anorexia, debilidad generalizada y
sintomas musculoesqueléticos (Fig. 23) hasta que se hace frecuente la sinovitis, ™Y 2010, Harrison 2007)

m Sg
) P, Late
A) B)

Figura 23).- A) y B) Etapas de evolucién de la artritis reumatoide en los pies, y manos ¢V
Beauty 2008, 6
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Figura 24. Las articulaciones son afectadas en la AR.

Dafio progresivo conduce a deformidades y discapacidad progresiva, hasta que se hace
manifiesta la sinovitis, la sinovitis se manifiesta en la interfalangica metacarpofalangica,
proximal y articulaciones de la mufieca en una distribucion simétrica. (Canaley Beauty 2008.)

Esto se manifiesta como hinchazén, calor, y la pérdida de rango de movimiento y fuerza de
agarre en las manos. (Canale y Beauty 2008, )

La AR afecta cominmente a las rodillas, hombros, tobillos y pies, asi como las caderas y la
columna cervical (Flg 24) (Amy J 2010, Harrison 2007

Nodulos subcutaneos reumatoides, pulmonares y fibrosis pulmonar intersticial.

Vasculitis ulcerativa de la piel.

Sintomas de sequedad de ojos secos y sequedad de boca.

Sindrome de Felty (triada de la AR, neutropenia y esplenomegalia).

Temperaturas de mas de 40 grados(Canaley Beauty 2008.)

’i-.
\‘\
>
N/

(Canale y Beauty 2008)

1.8.3.1.5. Diagnostico Clinico.

El Colegio Americano de Reumatologia da los criterios de clasificacion para el diagndstico de la AR,
los cuales fueron disefiados incluyendo a los pacientes en estudios clinicos y no clinicos para el
diagnostico de rutina.

Para el diagndstico de la AR, un paciente debe tener al menos 4 de los 7 criterios del 1 al 14 deben
estar presentes durante al menos 6 semanas. El retraso medio desde el inicio de la enfermedad hasta
que se establece el diagndstico es de nueve meses. En la mayoria de los individuos, la enfermedad

adquiere sus alteraciones clinicas caracteristicas al cabo de uno o dos afios tras su instauracio
2010, Harrison 2007)

n. (Amy J
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Tabla 15. Criterios del Colegio Americano de Reumatologia para la AR (A™Y 7 2010. Irigoyen 2006)

1. Rigidez matutina que dura mas de 1 hora

2. Inflamacion de las articulaciones 3 observada por un médico, es decir artritis de 3 o mMA&s
articulaciones durante un minimo de 6 semanas observadas simultdneamente por el médico.

Distribucion Simétrica de la participacion conjunta,

4. La participacién de las mufiecas, las articulaciones metacarpofalangica y articulaciones
interfalangica proximales, ahorradores de las articulaciones interfalangica distales.

5. FR positivo resultado de la prueba.

6. Nodulos reumatoides en superficies tenddn extensor.

7. Cambios radiogréaficos (osteopenia periarticular y erosiones )

Recientemente, un nuevo biomarcador, que es el autoanticuerpo clave convincentemente asociado con
la AR, son los autoanticuerpos contra péptido citrulinado ciclico (PCC). La inflamacién activa la
enzima deiminasa peptidilarginina, que incorpora la citrulina en ciertas proteinas. La presencia de
anticuerpos anti-PCC es de aproximadamente 95% especificas para el diagnostico de la AR, pero el
problema es que no es detectable en todos los pacientes. Las pruebas para detectar tanto anti-PCC y el
FR es beneficioso si se excluye el diagndstico de la AR en lugar de las pruebas de anticuerpos o bien
solo. En pacientes con enfermedad indiferenciada temprana, los pacientes anti-PCC positivos tienden a
pasar a tener una enfermedad mas grave, erosiva y agresiva. (¢3¢ Mz 2010)

El FR, es una IgM policlonal que se une a la 1gG, que a su vez esta unida a complejos inmunes, y
aumenta las respuestas inmunoinflamatorias. La Citrulinacion de las proteinas es una modificacion
después de la traduccion, lo que puede ocurrir como parte normal de la apoptosis de las células. Sin
embargo, este proceso puede inducir la formacion de anticuerpos en individuos susceptibles, que
pueden ser anteriores a la artritis clinica por varios afos. Otras pruebas de importancia son PCR,
ANA, VSG, ANCA y HLA-DR4, (Castro €. 2010)

1.8.3.1.6. Tratamiento.

Los objetivos del tratamiento de la AR son: Alivio del dolor, disminucién de la inflamacion, proteccion
de las estructuras articulares, evitando su destruccion progresiva, mantenimiento de la funcion,
preservando y mejorando el desempefio de las actividades de la vida diaria y Control de la afeccion
diseminada. Ninguno de las intervenciones terapéuticas tiene caracter curativo y, por ello, todas deben
ser contempladas como medidas paliativas encaminadas al alivio de los signos y sintomas de la
enfermedad. El tratamiento médico incluye el uso de medicamentos antiinflamatorios no esteroides
(AINES), modificadores de la enfermedad farmacos antirreumaticos (DMArds), y los corticosteroides.
El tratamiento no farmacologico, incluyendo la educacién del paciente, terapia fisica, terapia
ocupacional, ortopedia y cirugia, es también importante en el tratamiento de la AR. aison 2007

Sin tratamiento, es la fuente de la incapacidad funcional, mucho dolor, sinovitis, y destruccion de las
articulaciones. Sin embargo, puede ser irreversible la destruccion de las articulaciones ya que puede
ser impedida por la intervencidn oportuna de tratamiento durante los primeros meses de enfermedad,
el diagnostico precoz de la artritis reumatoide es importante.
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1.8.3.2. ESCLEROSIS SISTEMICA. (Esclerodermia)

Es una enfermedad conocida desde tiempos de Galeno e Hipdcrates, de causa desconocida, cronica,

rara, multisistémica, caracterizada por fibrosis de los tejidos (especialmente engrosamiento o

endurecimiento de la piel y visceras por el exceso de depdsito de colageno), vasculopatia de

pequefios vasos sanguineos (en especial fendmeno de Raynaud) incluyendo vasoespasmo y la oclusion

microvascular, y de etiologia autoinmune. Se describen, dos variedades de esclerodermia: la localizada
| . s 4 e ciotAmaG : (Saul Amado 2005, Kliegman 2009)

y la generalizada también llamada esclerosis sistémica progresiva.

1.8.3.2.1. Clasificacion.

Tabla 16 — Caracteristicas de los diferentes tipos de de Esclerodermia.

Esclerodermia difusa sistémica: Sistémica progresiva, afecta a toda la piel y a diversos 6rganos.

Difusa: se caracteriza por el rapido (< 1-2 afios) engrosamiento de la piel en las extremidades, la cara
y el tronco en un patron simétrico; mayor riesgo de afectacion visceral temprana. La enfermedad
sistémica, sobre todo en la forma difusa, tiene consecuencias graves y es potencialmente mortal.

Limitada: Afectacion sistémica cutanea distal, a menudo se enfrentan, con fines, en su caso, la
participacion del 6rgano interno.

Esclerodermia Localizada: Son placas esclerosadas mas o menos limitadas que pueden presentarse
en diversas formas y tamarios.

Morfea o placas: Son pequefias, gotas esclerodermicas de uno o dos cm, ¢ placas ovalada de piel
dura de 0,5- 12 pulgadas de diametro, generalmente se encuentran solo en el tronco. La esclerodermia
morfea generalizada se encuentran ampliamente distribuidas por todo el cuerpo. (24! A 2005, Kliegman 2009)

Tambien se muestran placas de piel endurecida y atréfica, de tamafios variables; 3, 4, 5 cm 0 méas
bien limitadas, de superficie brillante y con alteraciones de pigmento , con més frecuencia se ve con
hipocromia en el centro, pero en ocasiones hay zonas hipercromicas.

El ainhum es una banda circular de piel esclerosada que se observa en los dedos sobre todo del pie y
estrangulan por completo el dedo, produciéndose su amputacion

Esclerodermia lineal: Son placas lineales o de banda, de 5 a 10 cm que se extienden siguiendo la
longitud de un miembro. En la cara se observa en la frente 6 a un lado, una linea en forma de banda

de 2 a 3 cm, de ancho, que puede llegar hasta el hueso y es conocida como esclerodermia en forma
de sable (Saul A. 2005, Kliegman 2009)

Esclerosis visceral

Existe la esclerosis sistémica sin esclerodermia pero con afectacion visceral. Puede superponerse con
otras enfermedades del tejido conectivo, como lupus y miositis inflamatoria. 24! A 2009
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1.8.3.2.2. Etiologia.

Tabla 17. Factores etiologicos de la Esclerodermia.

Factores de Descripcion
causa
Infeccioso Se desconoce pero se habla de factores microbianos, virales.
Fisioldgicos Se piensa en un desequilibrio metabdlico entre la serotonina y la

monoaminooxidasa que traeria como consecuencia la fibrosis. El dafio
principal es en los vasos de cuyas paredes se formarian sustancias antigénicas

capaces de desencadenar un proceso inmunoldgico que daria como resultado
Ia fibrOSiS (Hsia C. E 2007, Saul A. 2005)

Inmunoldgicos Los anticuerpos anti RNA se han detectado hasta en el 90% de los casos
sobre todo el tipo nucleolar, dato que parece mas especifico de la
esclerodermia  aunque no exclusivo. Alarcon Segovia ha descrito un
anticuerpo especifico de la esclerodermia generalizada, es un anticuerpo
RNA hacia el uracilo, 2! A 2009

Sustancias Las sustancias que se piensa que intervienen en la esclerodermia son los
Quimicas siguientes:

»  El polvo de silice (de minas), Cloruro de vinilo o polivinilo.

»  Resinas.

» Los hidrocarburos aromaticos (por ejemplo, tolueno, benceno,
tricloroetileno).

»  Lapentazocina.

»  Laquimioterapia (bleomicina, vinblastina).

»  El aceite contaminado de colza - caus6 una condicion como la
esclerodermia en 20.000 personas en Madrid en la década de 1980.

» La ingestion de L -triptéfano que contienen los alimentos,
posiblemente debido a un contaminante (sindrome de mialgia eosinofilica).

Genéticos »  Se sugieren vinculos con algunos loci humanos MHC (HLA -Al,
HLA- B8, HLA- DR1 HLA- DR3, HLA-DR3/DR52, el HLA- DR5.

»  Sin embargo, la enfermedad es hereditaria rara vez (<2 % de los
casos), vinculos familiares puede depender mas de factores ambientales.

1.8.3.2.3. Estadisticas.

La incidencia de esta enfermedad es de 1-2/100,000 en edades de 35-65 afios.

El predominio es de 10-30/100,00.

Es inusual en los nifios y joven, la esclerodermia localizada es mas comun en nifios y
adolescentes.

La esclerodermia limitada y difusa es mas frecuente en las mujeres afroamericanas, la
localizada es mas comUn en caucasico que en afroamericanos.

Relacién mujeres/hombres de aproximadamente 3:1. (A™ % 2010)

Y VWV VYVYVY
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1.8.3.2.4. Manifestaciones Clinicas.

Tabla 18. Manifestaciones clinicas de la Esclerodermia.

Tipos de lesiones

Manifestaciones de darnos

Lesiones Cutaneas

Piel endurecida, inextensible, sin pliegues, alteraciones pigmentarias de
hipo e hipercromia, firme espesa y aspecto brillante, alopecia, sequedad,
ardor, picazon de ojos y boca. (Fig. 25) M 2007, Sadl A.2007).

Alteraciones

musculoesqueléticas

A nivel de las salientes 6seas: codos, rodillas, maléolos, suele depositarse
el calcio, produciendo levantamientos duros, bien limitados y dolorosos
que al abrirse espontaneamente dejan salir el calcio como polvo seco
yesoso. El fenébmeno de Raynaud cambios de color, dolor, y / o
adormecimiento en los dedos y / o de los pies (o incluso las mejillas, nariz
y ofdos) en respuesta al frio, el estrés o las vibraciones, A 200

Lesiones vasculares

»  Esclerosis pulmonar con disminucion de la ventilacion y disnea

»  Cardioesclerosis e insuficiencia cardiaca que llega a producir la
muerte. La pericarditis es sintomatica en 10 % de los pacientes, pero
presente en el 40-60 % de los casos.

Insuficiencia renal.

Cambios vaginales como sequedad vaginal.

Disfuncion eréctil como consecuencia de la afectacion vascular.
Cirrosis biliar.

Prolapso rectal y la incontinencia feca
Disfagia, para los solidos y luego para los liquidos, regurgitaciones
de é&cido del estdbmago produciéndose nauseas, vomitos, distension
abdominal, diarreas o constipacign. i £ 2007, Kliegman 2009)

I (Hsia C.E 2007, Kliegman 2009)
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Figura 25. En la esclerosis sistémica se afecta corazon, rifién y pulmé

n (Runge 2009)
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1.8.3.2.5. Patogenia.

El probable desencadenante de la fibrosis excesiva es una combinacion de respuestas inmunitarias
anormales y dafio vascular, como resultado de la acumulacion local de factores de crecimiento que
actuan sobre los fibroblastos y estimulan la produccion de colageno. Se ha propuesto que las células
TCDA4+ responden a un antigeno todavia no identificado que se acumulan en la piel y liberan citocinas
que reclutan y activan células inflamatorias, incluyen mastocitos y macréfagos. Aungue tipicamente
los infiltrados inflamatorios son escasos en la piel de los pacientes con esclerosis sistémica pueden
encontrarse células T CD4+ activadas en muchos pacientes, y se han aislado de la piel células T2.

Se produce la activacion de las células endoteliales en el aumento de los niveles de IL -1, que regula el
aumento de la expresion de moléculas de adhesién. La activacion plaquetaria causa la liberaciéon de
factor de crecimiento del tejido conectivo, el factor de activacion de los fibroblastos, y el TGF- p. El
TGF- B estimula la sintesis de endotelina y fibroblastos. Los fibroblastos proliferan de manera

anormal y también, secretan una mayor cantidad de colageno y fibronectina. (Fig.26) ™ J 2010
Kliegman 2009)

Agenfes exogenos

Activacion del sistema inmune citocinas

A
v

Células T gfectoras
otros leucqcitos Vaso [sanguineo

44—

v

e

Citocinas y factor de crecimiento Isquemia
Fibroblastos

|

Matriz extracelular

Fibrosis

Figura 26. Mecanismo de la Esclerosis (<'mmar 2009.27)
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1.8.3.2.6. Diagnostico.

Los ANA se presentan segun diversos estudios, entre el 40 y el 90%, pero con titulos bajos.
Aproximadamente el 80% de los pacientes tienen ANA en un patrén centromérico o nucleolar. Los
anticuerpos anti Centromeérico, esta fuertemente asociada con enfermedad del tipo limitada; anti -
Scl -70 es més comun como enfermedad difusa. Anticuerpo contra a la RNA polimerasa Ill se asocia
fuertemente con la crisis renal, los anticuerpos anti RNA se han detectado hasta en el 90% sobre todo
el tipo nucleolar, dato que parece mas especifico de la esclerodermia.

El diagndstico de Scl se hace sobre bases clinicas, con fenomeno de Raynaud y engrosamiento de la
piel como las claves diagnosticas. ACA (anticuerpos anticentroméricos) o pruebas del anticuerpo anti -
Scl -70 se puede utilizar para confirmar la sospecha clinica.

En ocasiones, el diagnostico de " esclerodermia " se hace en el contexto del fendmeno de Raynaud y la
alteracion de la motilidad esofagica severa sin engrosamiento de la piel, sobre todo si ACA o anti -Scl
- 70 esta presente. De base pruebas periddicas de funcion pulmonar y ecocardiogramas son Utiles en el
control de la enfermedad y orientar el tratamiento. ! & 2010)

1.8.3.2.7. Tratamiento.

El tratamiento se limita principalmente a la gestion de los sintomas y terapias experimentales. El
tratamiento implica el uso de inmunosupresores y los farmacos que se dirigen a la vasculatura, y se
basa en las manifestaciones que estan presentes.

1.8.3.3. SINDROME DE SJOGREN (SS).

El Sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad cronica autoinmune que afecta las glandulas
exocrinas, especialmente las glandulas lagrimales y salivales (exocrinopatia autoinmune). EI SS
afecta aproximadamente al 0.3 % al 0.6 % de la poblacion mundial y es una de las enfermedades
autoinmunes mas comunes Yy una relacion mujeres / hombres de 9:1 y tiene una incidencia maxima en
la cuarta y quinta década de vida. ™ 2010

El SS puede ser primario o secundario, el cual esta asociado a otra enfermedad autoinmune definida
(por ejemplo, LES, AR, o Scl), cuando se denomina SS secundario. ™7 2010

1.8.3.3.1. Manifestaciones Clinicas.

Tabla 19. Manifestaciones clinicas del Sindrome de Sjogren.

Manifestaciones | Descripcion
Clinicas

Sequedad ocular | Se manifiestan sintomas de molestias oculares y trastornos visuales causados

(xeroftalmia) por inestabilidad de la pelicula lagrimal y la inflamacion de la superficie
ocular. (Amy J. 2010)

Sequedad de Dificultad para comer alimentos secos, la disminucion del flujo salival
boca conduce frecuentemente a la presencia de caries dental y enfermedad
(xerostomia) periodontal acelerado, inflamacion de la glandula par6tida, que puede ser

unilateral o bilateral y suele ser recurrente.(Fig.27)
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Continuacioén

Manifestaciones
Clinicas

Descripcion

Darios en la piel

Piel seca, purpura palpable, urticaria, se producen lesiones anulares y las
artralgias son comunes.

Vias respiratorias

La enfermedad de las vias respiratorias hiperactivas, enfermedad pulmonar
intersticial, hipertension pulmonar. La neumonia intersticial no especifica, es la
patologia pulmonar mas frecuente en los pacientes con SS primario

Complicaciones

Gastrico-
Intestinales

La disfagia, membranas esofagicas y/o alteracion de la motilidad, la gastritis
cronica atrofica y la colitis isquémica rara causada por vasculitis son
caracteristicas gastrointestinales de los SS.

Complicaciones
Neurolégicas

Incluye la meningitis, neuropatia, neuropatia craneal, polineuropatia
sensitivomotora y mononeuritis mdltiple, el sindrome de neuropatia sensorial
pura es caracteristico de la SS primario.

Congénitos Los bebés de madres con SS con un titulo alto de anticuerpos contra el SSA / Ro
tienen un mayor riesgo de bloqueo cardiaco congeénito.
Linfomas Los pacientes que tienen SS estan en riesgo de linfomas, no Hodgkinianos,

linfoma linfoide asociado a mucosas asociadas al tumor, A™Y - 2010, Hsia C.£2007)

Figura 27. Xeroftalmia y Xerostomia
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(Kliegman y Kummar 2008)
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1.8.3.3.2. Patogenia.

La disminucion caracteristica de lagrima y saliva (sindrome seco) es el resultado de la infiltracién
linfocitaria y la fibrosis de las glandulas lagrimales y salivales. El infiltrado contiene células T
colaboradoras CD4+ vy algunas células B, incluyendo células plasmaticas que segregan anticuerpos
localmente.

La evidencia reciente sugiere que las células epiteliales glandulares desempefian un papel central en la
patogénesis de la SS. Las células epiteliales glandulares en los pacientes con SS son inmunemente
activas, expresando el MHC de clase | y 1l y moléculas coestimuladoras B7. Estas células epiteliales
liberan citocinas proinflamatorias y quimiocinas que atraen a los linfocitos en las glandulas afectadas,
produciendo el caracteristico infiltrado linfocitario con células TH, las células B y células plasmaticas.
El evento inicial que estimula la activacion de estas células epiteliales glandulares se desconoce, pero
las infecciones virales persistentes que podrian desempefiar un papel importante. EI VIH y la hepatitis
C pueden producir una patologia glandular similar a la encontrada en pacientes con SS idiopatico, y los

pacientes infectados con virus como a menudo tienen sintomas de sequedad y la hinchazén glandular.
(Amy J. 2010, Hsia C.E 2007)

1.8.3.3.3. Diagnostico.

Los anticuerpos anti-La estan casi siempre acompariados de anticuerpos anti-Ro debido a la asociacion
fisica de estas moléculas en Ro / La, particulas ribonucleoproteicas, pero los anticuerpos anti-Ro
ocurren con frecuencia en la ausencia de anticuerpos anti-La. Los anticuerpos anti- Ro estan presentes
en aproximadamente el 70 % vy los anticuerpos anti-La en el 40% de los pacientes con SS primario.
Los resultados positivos de ANA y FR estan presentes en 60 % a 80 % (AmY - 2010, Hsia C.E 2007)

Para el diagnostico del SS, se emplean los criterios de clasificacion europeos. El diagnostico de SS
primario de acuerdo al actual Grupo de Criterios Europeos re%uiere que al menos 4 de estos 6
criterios sean positivos los cuales son los siguientes (feyen 2006

1. Sintomas orales (1 de ellos): Sensacion de boca seca durante mas de 3 meses, tumefaccion
recurrente de las glandulas salivares y necesidad de beber liquidos para deglutir alimentos secos.

2. Sintomas oculares (1 de ellos): Sequedad ocular diaria durante mas de 3 meses, Sensacion de
arenilla ocular recurrente y necesidad de usar lagrimas artificiales mas de 3 veces al dia.

3. Pruebas objetivas de xerostomia. Alteracion de glandulas salivares (1 de ellos).Flujo salival sin
estimular de 1.5 ml 0 menos en 15 minutos.

4. Pruebas objetivas de la xeroftalmia.

5. Histopatologia: Biopsia de glandula salival menor con proliferacién focal de linfocitos.

6. Inmunologia (1 de ellos): ANA o FR o Anti-Ro/SS-A o Anti-La/SS-B.

Perfil Inmunoldgico.
> ANA » C3,C4

> ENA, anti SSA-Ro, anti SSB-La > FR
La Xeroftalmia es demostrada a menudo usando el test de Schirmer, en la cual se coloca una tira de

papel de filtro estdndar de 5 minutos entre el globo ocular y la parte lateral del péarpado inferior. El
resultado de la prueba es positivo cuando la incontinencia es de 5 mm o menos en 5 minutos. 4™ 2010
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1.8.3.3.4. Tratamiento.

El tratamiento para la xeroftalmia es la lubricacion con una variedad de suplementos de lagrimas
artificiales. Recientemente, la ciclosporina topica al 0,05% de emulsion ha sido aprobada y se
presentan para ser eficaz en pacientes con disminucion de la produccion de lagrimas causadas por la
inflamacién, incluyendo aquellos con SS. AmY 12010)

El objetivo de la administracion oral de secretagogos es mejorar los sintomas de sequedad en la boca
mejor que los sintomas del 0jo seco, y su uso esta limitado principalmente por sus efectos secundarios
colinérgicos de la sudoracion y diarrea. Los esteroides sistémicos y citotoxicos se utilizan
principalmente para el tratamiento de las complicaciones extra glandulares, como vasculitis,
enfermedad pulmonar y algiin compromiso neuroldgico, (AmY % 2010, Hsia C.E 2007)

1.8.3.4. POLIMIOSITIS Y DERMATOMIOSITIS.
1.8.3.4.1. Generalidades

La dermatomiositis es una entidad nosoldgica, de causa desconocida y caracterizada por la asociacién
de sintomas cutaneos y musculares, que manifiestan inflamacion y debilidad del musculo esquelético,
tal vez de naturaleza autoinmune, de evolucién aguda, subaguda o crénica.S2 4 2999gn sentido estricto
deberia reservarse el nombre de dermatomiositis cuando existen sintomas cutaneos y polimiositis,
cuando existen sintomas musculares sin lesiones cutaneas, aungque se han relacionado con ella, otros
tipos de polimiositis. Existen también la PM o DM asociada a enfermedades del tejido conectivo, como
Scl, el LES y la Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo (EMTC). ™ ¥ 2010)

1.8.3.4.2. Estadisticas.

PM (polimiositis) y DM (dermatomiositis) son las principales formas distintas de las miopatias
inflamatorias idiopaticas, presentan las siguientes estadisticas:

»  Unaincidencia de aproximadamente 1 de cada 100.000, para PM y DM
»  Predomina también en la mujer en una proporcion de 2 a 1 y puede afectar todas las edades, hay

formas infantiles y juveniles, predomina en dos etapas de la vida: entre 5 y 15 afios y entre 50 y 60
afios. (Amy J- 2010, Firéstein 2008)

1.8.3.4.3. Etiologia y Patogenia.

Se dice que por lo menos en ciertos casos el dafio muscular podria ser debido a la accién agresiva de
los linfocitos T, es decir esta enfermedad revelaria una inmunidad humoral deficiente y por el contrario
una actividad marcada de la respuesta inmunitaria de la respuesta inmunitaria, celular
timodependiente. En la piel se han encontrado depositos de IgG y complemento en la union
dermoepidérmica por inmunofluorescencia directa, como en el LES y en los masculos 1gG, IgM y C3
a nivel de las paredes de los vasos. También las muestras de biopsia muscular de pacientes con PM
revelan infiltrados de células TCD8" en el endomisio. Por el contrario, los mUsculos afectados por la
dermatomiositis muestran infiltracion de células TCD4" y B en el perimisio y el area perivascular. DM
parece ser una vasculopatia con la deposicién del complejo inmune y el complejo de ataque a la
membrana en las paredes del vaso, las células dendriticas podrian desempefiar un papel importante en
el reclutamiento de células T y B.
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1.8.3.4.4. Manifestaciones Clinicas.

Se inician poco a poco, con lesiones en la piel: edema y eritema, enrojecimiento palpebral,y sintomas
de la miositis. Estos casos son muy crénicos e invalidad lentamente a la persona. Fig. 28 (SaulA- 2005

Tabla 20. Manifestaciones Clinicas en la polimiositis y dermatomiositis.

Manifestaciones | Descripcion

Clinicas
Manifestaciones | EIl signo mas caracteristico es el llamado “halo heliotropo”, de los parpados que
cutaneas consiste en un color eritema violdceo que se presenta sobre todo en los

parpados superiores, sin prurito y con discreto edema y descamacion, da la
impresion de ojeras permanentes. En la cara puede verse edema y eritema
difusos, atrofia, pigmentacion y telangiectasias en ocasiones la piel se nota un
poco endurecida (esclerodermatomiositis).Am S 2010 Sadl A. 2005, Firestein 2008

Manifestaciones | Las lesiones musculares pasan por tres fases: primero edema muscular, después
musculares atrofia y finalmente esclerosis los musculos de los ojos produciendo diplopia,

faringe y laringe con trastornos de deglucién, fonacion y cierto grado de
disfagia (Amy S. 2010, Sadl A. 2005,)

Lesiones Las manifestaciones sistémicas (fatiga, anorexia y fiebre) son comunes. Hasta
viscerales el 50 % de los pacientes estan comprometidos con dafios extra musculares, por
lo general cardiacos (cardiomiopatia y defectos de la conduccién) o pulmonar
(alveolitis y debilidad muscular respiratoria). (Firestein 2008)

Figura 28. La polimiositis impide a las personas realizar las actividades de rutina diarias. """-"eerimagescom
1.8.3.4.5. Diagnostico.

El diagndstico de la PM y DM se basa en la historia y examen fisico, centrandose en la identificacion
de la debilidad muscular proximal y en los marcadores de laboratorio de dafio muscular,

Muchos pacientes IIM muestran patrones de ANA moteado nuclear, y alrededor del 10 % de los
pacientes 1M también muestran patrones exclusivos citoplasmatica en la tincién IFI. Los anticuerpos
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anti -Jo -1, se asocian mas frecuentemente con polimiositis, otros, como Mi-2, son mas frecuentes en la
dermatomiositis, 4™ *- 2010)

» CK en niveles normales son mas frecuente en la dermatomiositis que en la polimiositis. La
medicion de enzimas musculares séricas, como la aldolasa, aspartato aminotransferasa
(AST), alanina transaminasa (ALT) y lactato deshidrogenasa (LDH){firestein 2008)

» Una muestra de biopsia muscular puede mostrar células inflamatorias, fibrosis, necrosis,
regeneracion y atrofia de las células del musculo confirma el diagnéstico. (4™ - 2010)

En un 65% de dermatomiositis y de polimiositis se ha detectado un anticuerpo contra la
mioglobulina llamada PM1. Los anticuerpos especificos de miositis mas frecuente se orientan a los
aminoacil-RNALt. A continuacién se mencionan: 24200

Tabla 21. Autoanticuerpos presentes en la polimiositis.Festin 2009)

Frecuencia

Autoanticuerpo manifestaciones clinicas asociadas o
en la miositis

Antisintetasa (anti -Jo| El sindrome antisintetasa : miositis , artritis , fiebre ,| 20% a 30 %
-1 es mas comun) enfermedad pulmonar intersticial, " manos de mecéanico ",
fendmeno de Raynaud

Lucha contra el SRP Mialgias y debilidad severa con afectacién cardiaca. <5%

Anti- Mi-2 Clésico dermatomiositis. 5% a 10 %

1.8.3.4.5. Tratamiento.

Los corticosteroides son el pilar del tratamiento, una dosis inicial de prednisona diaria de hasta 100
mg. El metotrexato y la azatioprina se utilizan como agentes esteroides, a menudo se inician
simultaneamente con corticosteroides a dosis altas o por respuesta inadecuada. Hasta el 90% de los
pacientes con PM / DM tienen al menos una respuesta parcial al tratamiento. En pacientes con
enfermedad resistente a pesar de los corticoesteroides y el metotrexato o la azatioprina, el éxito del
tratamiento se ha reportado con el rituximab drogas que agotan las células B. (A - 2010. Firestein 2008)

1.8.3.5. ENFERMEDAD MIXTA DEL TEJIDO CONECTIVO (EMTC).

La enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) es un sindrome de superposicién caracterizado por
la coexistencia de las manifestaciones clinicas propia del LES, la polimiositis y la AR, asi como por la
presencia de titulos muy altos de anticuerpos circulantes dirigidos contra el antigeno RNP nuclear.
Este anticuerpo en titulos altos Ilamado actualmente anti-RNP U1, ha servido de justificacion para
considerar a la EMTC como una entidad clinica distinta y separada. Pero esta idea ha sido cuestionada
por quienes consideran a la EMTC como una simple variedad del LES o de la esclerodermia

Los sintomas iniciales mas frecuentes de la EMTC son el fendmeno de Raynaud, artralgias, artritis,
trastornos neuroldgicos, esclerodactilia, telangiectasias, calcinosis, erupcion malar, lesiones discoides,
alopecia color heliotropo de los parpados, glomerulonefritis membranosa En la EMTC es rara la
glomerulonefritis proliferativa difusa, Jor_obablemente por la accion protectora que ejercen los titulos
altos de los anticuerpos anti-RNP U1, (s C.E. 2000,
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1.9. TECNICAS DE VANGUARDIA UTILIZADAS EN EL LABORATORIO CLINICO
PARA LA DETERMINACION DE ANA y anti-DNA.

1.9.1. CARACTERISTICAS DE UNA TECNICA.

Una prueba diagnostica es una herramienta cientifica que intenta transformar una forma sugestiva del
conocimiento en un concepto.

Una prueba diagnoéstica es aquella que se realiza durante el periodo de estudio, la clave en la
interpretacion de las pruebas diagnosticas es calcular a qué probabilidad de la enfermedad corresponde
el hallazgo clinico.

Aquellas que se hacen a posteriori (durante el seguimiento) se Ilaman prueba pronostica

El dominio del proceso del diagndstico estriba en dos aspectos fundamentales, la estimacion adecuada
de probabilidades, pre prueba en cada paciente y el conocimiento del rendimiento operativo
(sensibilidad y especificidad).

Sensibilidad, es decir a lo que ya es positivo.

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es decir, la probabilidad que un
sujeto enfermo obtenga en la prueba un resultado positivo. La sensibilidad es por lo tanto la capacidad

del test para detectar la enfermedad.

Sensibilidad= VP
VP + FN

Especificidad, es decir lo que es negativo este es su enfoque.

Especificidad= EN
VN + FP

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la probabilidad de que
para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En otras palabras se puede definir la
especificidad como la capacidad para detectar a los sanos.

Los ANA son la determinacion maés utilizada para apoyar el diagnostico de enfermedades
reumatolégicas y autoinmunes, es una prueba de tamiz, escrutinio o “screening” que nos permite
evidenciar autoanticuerpos dirigidos contra componentes de la célula: ndcleo, citoplasma,
citoesqueleto y membrana. (Quinana & 2009). clasicamente, los ANA son utilizados para el diagnéstico
serologico de LES, pero utilizar a los ANA es comun en las enfermedades autoinmunes. Los
procedimientos de ensayo se realizan en gran medida, a las necesidades y posibilidades de cada
laboratorio entre los métodos més utilizados son (Tabla 22); (et ¢ 2010)

» Quimioluminiscencia (QL).

» Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
» ELISA.
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Tabla 22: Caracteristicas de las técnicas empleadas en la determinacién de ANA y anticuerpos anti-DNA.

Caracteristi Quimioluminiscencia IFI ELISA

cas

Aparato luminémetro Microscopio de | Espectrofotometro

fluorescencia.

Unidades Unidades Relativas de Luz Se realizan diluciones | Absorbancia

empezando 1:60

Ventajas Precision Nos permite observar | Ensayo sensible reactivos
Abarata costos patrones celulares lo que | baratos de una larga vida,
Calidad nos lleva a determinar | Util  mdltiples  ensayos
Eficacia que grupo de ANA | simultaneos.

Baja reactividad cruzada presenta el paciente y que

Velocidad enfermedad.

Multianalitico

Dependencia directa del equipo El error humano puede | La actividad enzimatica
automatizado interferir en la técnica, | puede ser afectada por

Desventajas operador dependiente, es | componentes del plasma.

fundamental la | Para determinar un antigeno
experiencia del | en especifico se tendra que
observador 'y no es | confrontar una sola muestra
optima  para analizar | contra varios antigenos.
multiples muestras

Marcador Anticuerpo monoclonal de ratdn | Fluorocromo Isotiocianato | Anti-inmunoglobulina
estd enlazado a un derivado de | de fluoresceina humana
isoluminol. Enzima fosfatasa alcalina

Sustrato:monofosfato de
fenolftaleina

Sensibilidad | Especifica y sensible Especifica Sensible

y

especificida

d

Antigeno Emplea una fase solida como | Placas con linea célular | Placas de poliéstireno
macroparticulas  paramagnéticas | HEp-02 recubiertas con macerado
impregnadas con los antigenos (principalmente nucleos de la
DNA, Ro, La, Scl-70, histonas, linea célular HEp-02)
etc..

Fundamento En el método indirecto el
El substrato el cual es wuna|El fluorocromo al ser | antigeno reacciona con el
molécula quimioluminiscente y un | excitado por luz UV | anticuerpo especifico. El
oxidante en presencia de algun | absorben a una longitud | complejo antigeno-anticuerpo
catalizador reaccionan para formar | de onda, se excitan los | es entonces detectado por un
un producto o intermedio de la | electrones y entran en | segundo  anticuerpo  que
reaccion, en un medio bésico, | resonancia y suben a | reconoce dominios constantes
después el producto pasa a un | orbitas de mayor energiay | de anticuerpos. Este
estado electrénicamente excitado. | cuando regresen de nuevo | anticuerpo, estd  marcado
Emisién de luz visible debido a | a su estado basal, emiten | enziméaticamente.
una reaccion quimica producida | energia a otra longitud de
por la oxidacién del éster de | onda resultado una tincion
acridina. de color verde.
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1.9.2. PATRONES CELULARES DE LOS ANA EN CELULAS HEp-02 POR IFI.

Por esta técnica se han establecido una serie de patrones “clasicos” de IFI. A continuacion se describen
las caracteristicas de los patrones que con mayor frecuencia se detectan por IFI en células HEp-02 en
sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes, (¢3viedes J2009).

1.9.2.1. ANCA.

La IFI sobre neutrofilos fijados con etanol muestra dos patrones fundamentales de ANCA, el etanol
produce disrupcion de los granulos de los neutrofilos y migracion de la mieloperoxidasa hacia la
periferia del ndcleo. La improntas fijadas son positivas tanto para ANCA-c y ANCA —p.

1. Etanol produce disrupcion de los granulos de los neutrofilos y migracion de la mieloperoxidasa
hacia la periferia del nucleo. Segun la especificidad del ANCA presente se evidencia ANCA-c y
ANCA-p.

2. Formaldehido: las improntas fijadas con etanol, si se obtiene una imagen positiva se debe
utilizar luego una impronta fijada en formaldehido. Los ANCA-c se caracterizan por una tincion

brillante, con granulos gruesos en el citoplasma de los neutréfilos, (McPherson 2006, Castro C 2010,
EUROIMMUN)

Los ANCA-p se caracteriza por una tincion perinuclear (Fig. 29) en etanol el antigeno especifico de
ANCA-p se solubiliza, migra y se une a la membrana nuclear. Este patrén se asocia a glomerulonefritis
idiopatica, vasculitis sistémicas idiopaticas, Sindrome de Goodspasteur, LES inducido por hidralazina,
EMTC, Hepatitis autoinmune.

Figura 29. Patrén ANCA-p (Bureimmun 2008, 13)
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En este Patron ANCA-c se tifie el citoplasma del neutréfilo, (Fig. 30) al utilizar neutréfilos fijados con
formalina, los ANA suelen negativizarse o hacerse perinucleares, mientras que los ANCA-p cambian
su tincion a granular citoplasmética. Este patrén se produce por anticuerpos dirigidos contra la
protefnasa 3 (PR3) serinproteinasa contenida en los granulos (McPherson 2006, Castro € 2010, EUROIMMUN

Figura 30. Patrén ANCA-c (Eurcimmun 2008, 13)

1.9.2.2. Anticuerpos anti-DNA por Crithidia luciliae (hemoflagelado) IFI.

La Crithidia luciliae (hemoflagelado) con un cinetoplasto (mitocondria gigante-reconoce DNA-doble
cadena), (Fig. 31) al cual se unen los anticuerpos contra la cadena de DNA. Originalmente los
anticuerpos anti-DNA fueron descritos en pacientes con LES, aungque no es un marcador exclusivo de
la enfermedad, este es considerado de buen prondstico, aunque algunos pacientes con otras
enfermedades reumaticas o hepatitis crénica activa, podria haber aumentado ligeramente o
moderadamente titulos séricos.(©®t" ¢-2010)

Figura 31. Crithidia luciliae positiva a DNA (Euroimmun 200813
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1.9.2.3. Patrén Homogéneo.

Una tincién suave y uniforme del nicleo y una fuerte tincion cromosémica homogénea en células en
metafase mitdtica pueden indicar anticuerpos de DNA o histonas. Las altas titulaciones de ANA
homogéneo sugieren LES por drogas, mientras que las bajas se encuentran en, AR, SS y EMTC. Se
caracteriza por una tincién homogénea en el nucleo, cuya intensidad puede variar dependiendo de la
concentracion de los anticuerpos presentes en el suero. (Fig. 32) ( abiedes J, 2009, McPherson 2006)

(Eurimmun 2008, 13)

Figura 32. Patron Homogéneo

1.9.2.4. Patrén Moteado Grueso y Fino.

Este patron se caracteriza por granulos finos o gruesos, (Fig. 33) los nucléolos, estan tefiidos y no
existe los componentes de la cromatina. Los modelos moteados pueden deberse tanto al antigeno
Smith (Sm) como a las RNP. El patron moteado nucleoplasmico es caracteristico de autoanticuerpos
dirigidos contra el anti-U1nRNP. Los anticuerpos anti-Sm han demostrado ser altamente especificos
para pacientes con LES y los anti-RNP se hallan en: LES, AR, SS, y EMTC, ( Cabiedes J, 2009)

Figura 33.Patron Moteado Grueso y Fino (Furoimmun 2008, 13)
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1.9.2.5. Patroén citoplasmatico.

Los anticuerpos antimitocondriales (AMA) estan presentes en el 85-95% de la CBP. También se
encuentran en un 25-30% de los casos de hepatitis crénica activa y en cirrosis criptogénica. En

hepatitis inducida por drogas, en hepatitis viral, en cirrosis alcohdlica, en malignidad hepatica y otras
( Cabiedes J, 2009, McPherson 2006)

enfermedades del colageno. (Fig. 34).

Figura 34.- Patron citoplasmatico (Eureimmun 2008, 13)

1.9.2.6. Patron Periférico.

Se caracteriza por tincién o fluorescencia regular alrededor del nucleo (Fig. 35): el centro de este
patrén muestra menos tincion. La placa de la cromatina se tifie de la forma delineada o compacta. El
modelo periférico esta altamente asociado a pacientes con LES en la fase activa de la enfermedad y no
se ha detectado en sueros de pacientes con otras enfermedades) EVROMMUN. Cabiedes J, 2009)

~——

Figura 35. Patron Periférico (Cabiedes 3, 2009)
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1.9.2.7. Patron nucleolar

Autoanticuerpos ARN-polimerasa que provocan en células HEp-2, motas nucleolares y puntos a lo
largo de algunos ejes de las células en metafase (flecha) (Fig. 36). Tiene como caracteristica una
tincion intensa de los nucléolos. La tincion sélida de los nucléolos, generalmente de numero reducido,
reflejan anticuerpos anti-RNP. (Figura 36).

(Euroimmun 2008, 13)

Figura 36. Patron nucleolar

1.9.2.8. Patron Centromérico.

El moteado discontinuo de los ndcleos de la célula HEp-02 en metafase e interfase demuestra la
actividad de anticuerpos anti-cromatina centromerica (Fig. 37). El anticuerpo anticentromero parece ser
altamente selectivo para la variante CREST v cirrosis biliar primaria (CBP). ( €Piedes J. 2009, McPherson 2006)

Figura 37. Patron Centromérico
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2.-JUSTIFICACION.

El motivo del avance de la ciencia se debe a la busqueda insaciable del conocimiento cada vez mejor y
que se plasma en la mejora de diferentes procedimientos aplicados en diferentes areas siendo de gran
relevancia en el area de la salud.

Los estudiantes de licenciatura de Quimico Farmacéutico Bidlogo (Q.F.B) y de la licenciatura de
Bioquimica Diagnoéstica, deben de conocer las técnicas mas empleadas en el diagnostico de
enfermedades autoinmunes.

La determinacion de ANA y anticuerpos anti-DNA, son herramienta fundamental en el diagnostico de
enfermedades autoinmunes, por lo que la deteccidn correcta y de la manera mas segura de estos es de
suma importancia, para ayudar al Médico en su diagndstico.

La metodologia de cada laboratorio clinico, para la determinacion de ANA vy anticuerpos anti-DNA es
diferente, pero sin embargo existe la incertidumbre en algunos, con respecto a que los resultados que
obtienen son confiables, por lo que es importante dar a conocer un modelo con el que se pueden
obtener resultados 6ptimos.

Muchos estudios se han realizado, en los que se trata de sustituir una técnica por otra, los cuales se
basan principalmente comparando una técnica contra otra, pero es importante hacer saber y demostrar
que las 3 técnicas méas utilizadas no tienen por que ser utilizadas por separado sino que pueden ser
utilizadas en conjunto.

Los laboratorios clinicos, para la determinacion de ANA y anti-DNA optan por utilizar un solo tipo de
técnicas las mas utilizada es IFI, confiando fielmente en ella y algunos otros utilizan solo ELISA, y
muy pocos utilizan quimioluminiscencia.

Las técnicas de QL, IFI y ELISA, para la determinacion de ANA y anticuerpos anti-DNA, no
necesariamente tienen que ser empleadas de forma individual, si las tres pueden ser empleadas, de
forma complementaria, con la base de emplear a la QL, como técnica o prueba de tamiz.

La QL puede funcionar adecuadamente como tecnicas de tamiz, para obtener las muestras positivas y
las negativas posteriormente son analizadas por la técnica de IFI y finalmente por ELISA, para obtener
resultados més confiables y la deteccion de las muestras positivas de la manera mas rapida.

La determinacion de ANA y anticuerpos anti-DNA junto con los diferentes biomarcadores, tales como

la VSG, conteo de plaquetas, y niveles de las proteinas C3 y C4 del complemento, el diagndstico de
enfermedades autoinmune, son de gran significado clinico.
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3.-HIPOTESIS.

Si la unidn de las técnicas de QL (como tecnica de tamiz), IFI y ELISA, es la mejor metodologia a
seguir en la determinacion e identificacion correcta de ANA y anticuerpos anti-DNA, y junto con los
biomarcadores VSG, plaquetas; y proteinas C3 y C4, entonces el diagndstico de enfermedades
autoinmunes, serd mas confiable.

4.-OJETIVO GENERAL.

Unir las técnicas de QL, IFI y ELISA, en la determinacion de ANA, y anticuerpos anti-DNA para
demostrar que con esta metodologia se amplian ventajas y se eliminan desventajas de cada una de
estas y junto con los biomarcadores: plaquetas, VSG, proteinas del complemento; C3 y C4 el
diagndstico de enfermedades autoinmunes es méas especifico y confiable.

5.-OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Utilizar la técnica de QL como prueba de tamiz para la determinacion de ANA y anti-DNA.
2.-Analizar por técnica de IFI las muestras séricas que resulten positivas a ANA y anti-DNA por QL,
para identificar por medio de los patrones de inmunofluorescencia el tipo de ANA.

3.- Determinar por la técnica de ELISA, las muestras que resulten positivas a IFI para identificar el o
los, antigeno (s) especifico (s) contra los que existen anticuerpos en estas muestras séricas, tales como:
Jo, La, Ro, Smy Scl-70.

4.-Demostrar que las técnicas de QL, IFI y ELISA, son complementarias.

5.-Demostrar que el sexo femenino es el mas afectado en este tipo de enfermedades autoinmunes.
6.-Relacionar los parametros de VSG, plaquetas y las proteinas del complemento C3 y C4 para

apreciar como se alteran estos en las enfermedades autoinmunes, y que son herramienta bésica en el
diagnostico de las enfermedades autoinmunes.
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6.-METODOLOGIA.
DESCRIPCION DE LA POBLACION.

Han sido analizadas las muestras séricas de una poblacién de 1478 pacientes del sexo femenino y
masculino, con la sospecha de presentar alguna enfermedad autoinmune, las cuales fueron analizadas
utilizando como prueba de tamiz a quimioluminiscencia, y de las cuales solo 312 dieron positivas a
QL, posteriormente analizadas por IFl y ELISA.

Estas muestras fueron obtenidas del mes de Enero al mes de Agosto del 2010, en del Hospital de
Especialidades del Centro Meédico Nacional Siglo XXI del IMSS, del laboratorio Clinico de
Inmunologia, estas muestras son tomadas de aquellos pacientes que provienen de los servicios
médicos de nefrologia, reumatologia, dermatologia y medicina interna, y que son sospechosos de
presentar alguna enfermedad autoinmune, por lo que los médicos las envian a realizar las pruebas que
le ayudaran a descartar o afirmar su diagnostico,

El andlisis de muestras se hace de acuerdo, a las pruebas que piden las ordenes médicas, pero asi se
mostrara, que los médicos obtan por método que se maneja en el laboratorio de Inmunologia el cual es
someter las muestras a las técnicas QL, IFl 'y ELISA, para la determinacion de ANA y anti-DNA que
son utilizadas en el diagnostico de enfermedades autoinmunes.

En ocasiones los médicos, no anotan el diagnéstico de la enfermedad en la que estan pensando, pero
otros si, y en otros casos algunos ya son pacientes diagnosticados, a quienes se les realizan las pruebas
para darles seguimiento a la respuesta que tienen al tratamiento.

Si inicialmente las muestras séricas de los pacientes son sometidas a la prueba de quimioluminiscencia
que se utiliza en este proyecto como prueba de tamiz, para la determinacion de ANA y/o anti-DNA
resultan positivas, entonces estas pasan a ser analizadas por la prueba de IFI que ha sido la prueba
“gold estandar”, al mostrar un patrén de inmunofluorescencia en el que se muestran ANA seran
sometidos a la prueba de ELISA para saber contra que antigenos en especifico existen anticuerpos, y
complementando los resultados obtenidos de estas pruebas , con la VSG, conteo de plaquetas y las
proteinas del complemento C3 y C4.
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METODOLOGIA GENERAL

1478 muestras séricas acumuladas del mes de Enero al mes de Agosto del 2010 de
pacientes del sexo femenino y masculino, sospechosos de presentar una enfermedad
autoinmune, por medio de una orden de laboratorio que el médico pide que se les
determine ANA y/o anti-DNA para afirmar o descartar un diagnostico.
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Figura 39. Resultados obtenidos de ANA y anti-DNA.
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DESCRIPCION DE LA TECNICA DE QUIMIOLUMINISCENCIA.
Fundamento

El método de quimioluminiscencia para la determinacion de ANA es un ensayo indirecto de tipo
cualitativo. Antigenos elevadamente purificados y recombinantes (dsDNA, SSA (Ro), SSB (Lo),
RNP/Sm, Scl-70, CENP y mitocondria) junto con extractos nucleares de células Hep-02 se emplean
para recubrir las particulas magnéticas (fase sélida) y un anticuerpo monoclonal de raton esta enlazado
a un derivado de isoluminol (conjugado de anticuerpo isoluminol).

Durante la primera incubacion, los anticuerpos anti-nucleares presentes en los calibradores, en las
muestras 0 en los controles enlazan la fase sélida. Durante la segunda incubacién el anticuerpo
conjugado reacciona con la IgG antinuclear enlazada a la fase solida.

Después de cada incubacion, se elimina el material no enlazado mediante un ciclo de lavado. A
continuacion, se afiaden los reactivos Starter (iniciador) 1 que es el peroxido de hidrégeno y el Starter
(iniciador) 2 que es un catalizador en hidroxido de sodio (NaOH) que inducen una reaccion de
quimioluminiscencia en las cubetas conteniendo la mezcla de reaccién.

Esto dispara la reaccion que resulta en la emision de fotones de luz. La sefial luminosa y por lo tanto
la cantidad de conjugado anticuerpo e isoluminol, se mide con el fotomultiplicador en unidades
relativas de luz (RLU) e indica la concentracion de IgG antinuclear presente en los calibradores, en las
muestras o en los controles.

ALOJAMIENTO

SISTEMA DE INTRODUCCION
DE MUESTRA Y REACTIV(S

¢ CELULA DE REACCION

DETECTOR AMPLIFICADOR REGISTRO

FUENTE DE ALTO

CAMARA DE VOLTAIE
MUESTRA

Figura 40: Diagrama del funcionamiento de un eguipo de quimioluminiscencia.
http://farmacia.ugr.es/ars/pdf/217.pd
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OBTENCION DE MUESTRAS SERICAS.
Recogida y preparacion de las muestras.
Para la obtencion de las muestras sanguineas deben de seguirse los siguientes pasos.

1. Se utilizaron muestras suero o plasma humano. Los anticoagulantes que pueden ser usados son:
el citrato, el EDTA y la heparina.

2. Para recoger la sangre mediante puncion venosa, debe dejarse coagular y separar el suero del
coagulo lo antes posible.

3. Clarificar por filtracion o centrifugacion antes del ensayo las muestras que presenten, material

en suspension, opalescencia, lipemia o residuos eritrocitarios, No usar muestras fuertemente

hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material suspendido o evidente

contaminacion microbiana.

Eliminar las eventuales burbujas de aire que pueda haber antes del ensayo.

Si el ensayo se lleva dentro de los siete dias sucesivos a la recogida, las muestras se pueden

conservar a 2-8°C y se han sometidos a cinco ciclos de congelacion y descongelacion. Los

resultados no han mostrado diferencias significativas. El volumen minimo de muestra necesario

es 170 pL.

o ks

EQUIPO.
1.-Equipo de quimioluminiscencia Liaison de Diasorin.
REACTIVOS

Todos los reactivo del Kit Liaison de Diasorin, para determinar los diferentes ANA por el método de
QL (Liaison-Diasorin)

Calibradores.

Controles: son suero/plasma humano que contienen niveles bajos de IgG anti-DNA 6 ANA
respectivamente, alblmina sérica bovina, tampén de fosfatos, conservantes y un colorante
amarillo inactivo.

Muestras problemas.

Particulas magneticas recubiertas de ENA (DNAds, Sm, Jo-1, Scl-70, SSA, SSB, etc).
Diluyente de muestras.

Conjugado.

Starter 1: Peroxido de Hidrdgeno.

Starter 2: Catalizador en NaOH.

Y VY

VVVVVYY

PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA DE QUIMIOLUMINISCENCIA PARA LA
DETERMINACION DE ANA O ANTI-dsDNA.

1.-Preparacion del Kit de Reactivos.

Colocar el integral de los reactivos en el area de los reactivos del instrumento con la etiqueta de los
codigos de barras situadas a la izquierda y déjelo agitar durante 30 minutos antes del uso. Durante este
tiempo las particulas magnéticas seran mantenidas en agitacion automaticamente para garantizar una
resuspension completa, (Haison-Diasorin)
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2.-Control de Calidad.

Se aconseja realizar el control de calidad por lo menos una vez por cada dia de trabajo, cuando se usa
un nuevo Kit de reactivos 6 cuando se calibra el instrumento.

Los valores de los controles tienen que estar comprendidos entre los rangos esperados. Si los valores
experimentales de los controles estdn de nuevo fuera de los rangos predefinidos después de la
calibracion, habra de repetir el test usando un frasco de control no abierto.

Los controles LIAISON para quimioluminiscencia para ANA y anti-DNA respectivamente son
indispensables para el control de calidad que se realiza dentro de los laboratorios de anélisis y se deben
analizar individualmente. Los controles son suero/plasma humano que contienen niveles bajos de IgG
anti-DNA 6 ANA respectivamente, albumina sérica bovina, tampdn de fosfatos, conservantes y un
colorante amarillo inactivo. (-isen-Diasorin)

3.-Calibracion.

El ensayo de los calibradores contenidos en el Kit de reactivos permite ajustar la curva predefinida. El
instrumento se debe de calibrar por triplicado cada vez que se verifique una de las siguientes
condiciones.

»  Se usa un nuevo lote de Kit de reactivos o un nuevo lote de reactivos Starter.
»  Lacalibracién anterior fue realizada mas de dos semanas antes.

»  El instrumento ha sufrido una intervencién de asistencia técnica.

»  Los valores de los controles estan fuera de los rangos esperados.

A continuacion se mostraran ejemplos de la curva de calibracion a partir de los datos arrojados por los
calibradores en un proceso de calibracion, realizados durante la realizacion del trabajo, tanto en la
prueba de ANA y anti-DNA., (Liason-Diasorin)

Curva Patrén de anti-DNA.

Tabla 23. Lectura de los calibradores de QL, para anti-DNA

Unidad Calibrador | Calibrador 2
RLU1 18570 137770
RLU2 19131 137294
RLUS 19381 140857
Media 19027 138640

CVv 2.18 1.40
Desviacion -13.90 7.88

77



Concentracion:
Concentracion esperada:
Concentracion calculada:

Desviacion (%):

Ul/mL
33.300
33.265

-0.11

157.900
157.914
0.01
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Figura 41 Curva de Calibracion de anti-DNA en QL.

Curva Patron ANA.

Tabla 24. Lectura de los calibradores de QL para ANA

Calibrador 1 Calibrador 2
RLU1 12427 91847
RLU2 13554 93679
RLU3 13121 87629
Media 13034 91051
CcVv 4.36 3.41
Desviacion -20.61 -2.50
(%)
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Concentracion: Index
Concentracion esperada: 0.990 6.700
Concentracion calculada: 0.991 6.698
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Figura 42. Curva de Calibracion de ANA en QL.
4.-Procedimiento Operativo.

Las muestras de los pacientes fueron analizadas en un aparato de quimioluminiscencia de la Marca
Liaison-Diasorin. Cada parametro del test es identificado mediante el cddigo de barras en la etiqueta
del Kit de reactivos. En caso de que el lector del codigo de barras no funcione adecuadamente, se
deberan introducir manualmente los datos convenientes.

El aparato realiza las siguientes operaciones, el tiempo preciso de cada paso no es certero pero el
tiempo en que tarda depende del nimero de muestras analizadas®\ison-Piaserin)

1.-Distribuye calibradores, controles 0 muestras en el modulo de reaccion.
2.-Distribuye las particulas magnéticas recubiertas.

3.-Distribuye el diluyente de muestras.

4.-Incuba.

5.-Lavar con el liquido de lavado.

6.-Distribuye el Conjugado en el modulo de reaccion.

7.-Incuba.

8.-Lava con el Liquido de lavado.

9.-Afade los reactivos “Starter” 1y 2, y mide la luz emitida.

El tiempo en que se encarga de analizar un promedio de 100 muestras es de aproximadamente 40
minutos.
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5.-Lectura de Resultados.

El instrumento calcula automaticamente las concentraciones de 1gG anti-DNA y de 1gG ANA
bicatenario expresadas en UI/MlI y clasifica los resultados.

Intervalo de medicion 0-240 UI/MI de IgG anti-DNA bicatenario. Las muestras que contengan
concentraciones de anticuerpos superiores al intervalo de medicion pueden ser pre-diluidas mediante la
funcién dilute del instrumento y ser re-analizadas (el factor de dilucién aconsejado es 1:10). Los
resultados se multiplicaran automaticamente por el factor de dilucion para obtener los niveles de
anticuerpos de las muestras no diluidas. (-ison-Diaserin)

Parametros de los resultados de QL para la determinacion de ANA.

El instrumento calcula automéaticamente los niveles de 1gG antinuclear (ANA) expresados en valor de
index y clasifica los resultados.

El instrumento calcula los niveles de 1gG anti-nuclear expresados en valor de indice, es decir el aparato
ya hace solo el célculo para clasificar los como resultados positivos 6 negativos.

El valor limite que discrimina entre la presencia y la ausencia de 1gG antinuclear tiene un valor de
index 1.5. Los resultados de las muestras deben ser interpretados de la siguiente manera:

Las muestras con niveles de IgG antinuclear por debajo de un valor de indice 1.5, son clasificados
CoOmo negativos.

Las muestras con niveles de 1gG antinuclear iguales por encima de un valor de indice 1.5 son
clasificados como positivos.

Parametros de los resultados de QL para la determinacion de anti-DNA.

Las muestras con concentraciones de 1gG anti-DNA bicatenario por debajo de 20 UL/ml se deben
clasificar negativas.

Las muestras con concentraciones de IgG anti-DNA bicatenario entre 20 y 25 UL/ml se deben
clasificar dudosas. Se recomienda repetir el test de las muestras dudosas para confirmar el primer
resultado.

Las muestras con concentraciones de IgG anti-DNA bicatenario iguales o por encima de 25UL/ml se
deben clasificar positivas
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DESCRIPCION DE LA TECNICA DE IFI.

El sistema de prueba esta basado en la técnica de anticuerpos fluorescentes indirectos. Las muestras de
suero de pacientes diluidas en tampon se adicionan a las células HEp-02 fijadas en un portaobjetos de
microscopio. Si en el suero existen anticuerpos especificos, se forman complejos antigeno-anticuerpo
estables. Estos complejos producen la unién de inmunoglobulina antihumana marcada con
fluoresceina. La reaccion positiva resultante es visible por la fluorescencia color verde manzana de los
ntcleos o citoplasma celulares, cuando se observan con un microscopio de fluorescencia.EUommun

EQUIPO Y MATERIAL

1.-Tubos de ensayo (12 x 75 mm o similares) y gradilla.

2.-Pipetas Pasteur.

3.-Camara humeda. Las cajas de petri grandes de plastico (revestidas con toallas de papel himedas).
4.-Matraz aforado para PBS (PBS del inglés Phosphate Buffer Solution).
5.-Agua purificada.

6.- Pinzas.

7.-Microscopio de fluorescencia correctamente equipado y alineado.
8.-Cubreobjetos, cristal lavado de antemano (24 x 60 mm).

9.- Frasco de lavado.

10.-Cronémetro.

11.-Microscopio.

REACTIVOS.

1.- Laminillas recubierta con HEp-02.

2.- Anti- globulina humana 1gG unida al FITC.

3.-Control Positivo: anticuerpos contra ANA y anti-DNA.
4.-Control Negativo a ANA y anti-DNA.

5.-Solucién de tampon de fosfatos.

6.-Tween 20.

7.- Manual de instrucciones de la técnica de IFI Euroimmun.
8.-Agua destilada.

9.-Microscopio de fluorescencia Axio Scope.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO.
1.- Dilucion de la muestra de suero.
Diluir las muestras séricas a 1:65 en PBS (es decir por 1 pL de muestra es 64 L de PBS).
2.-Preparacion de los portaobjetos.

Extraer suficientes laminillas de HEp-02 de su lugar de almacenamiento y dejar a temperatura
ambiente (unos 15-30 minutos). Extraer los portaobjetos de su envoltorio y etiquetar.
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3.-Aplicacion de la muestra.

Aplicar 25 pL de la muestra diluida en un pocillo de los portaobjetos. Aplicar una gota de suero
control positivo y 1 gota de suero control negativo a los pocillos correspondientes en al menos un
portaobjetos de cada serie de pruebas.

4.-Incubacion.

Incubar los portaobjetos en una camara humeda tapada a temperatura ambiente durante 30 minutos.
5.-Enjuague.

Extraer los portaobjetos de la camara humeda y enjuagar suavemente con PBS en un frasco de lavado.
No inyectar tampon directamente en los pocillos. Debe dirigir el flujo de PBS desde la linea media
horizontal del portaobjetos hacia el borde opuesto a la fila superior de pocillos. Colocar los
portaobjetos en un frasco de lavado con PBS durante 10 minutos. Agitar los portaobjetos suavemente
al principio, a la mitad del procedimiento y antes de su extraccion.

6.-Drenaje.

Extraer uno a uno los portaobjetos del tapon de lavado. Escurrir y secar el exceso de PBS que quede
alrededor de los pocillos con las tiras de papel secante. No aplicar el papel directamente a los pocillos.
Vuelva a introducir los portaobjetos en la cdmara himeda.

7.-Aplicacion del conjugado.

Colocar 1 gota (aproximadamente 20-30 pL) de conjugado para tapar cada pocillo, que es la
fluoresceina ligada a una globulina anti-globulina humana.

8.-Incubacioén.

Incubar los portaobjetos en una cdmara himeda tapada a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Proteger de la luz excesiva y enjuagar siguiendo el paso No.5

10.-Lavado.

Si es necesaria una tincion de contraste, agregar 5 gotas de azul de Evans por cada 75 ml de PBS en el
recipiente de lavado. Agitar para mezclar la solucion. Colocar los portaobjetos en la solucion de azul
de Evans/PBS durante 10 minutos. Agitar los portaobjetos suavemente al principio, a la mitad del
procedimiento y antes de su extraccion, dejar escurrir el exceso de PBS.

11.-Lectura.

Aplicar 1 gota pequefia de medio de montaje en cada pocillo de muestra. Aplicar suavemente el

cubreobjetos sin apretar. Examinar los portaobjetos tan pronto como sea posible con un microscopio
de fluorescencia.
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DESCRIPCION DE LA TECNICA DE ELISA.

» Los pozos de las bandas de microtitulacion se recubren con el antigeno purificado. Durante la
primera incubacion, los autoanticuerpos especificos en plasma o suero diluido se fijan a la
superficie recubierta con antigeno.

» Posteriormente se lavan los pozos para eliminar los componentes no fijados.

» En la segunda incubacion, el conjugado, un anticuerpo monoclonal que reconoce a una IgG
humana, se fija a cualquier autoanticuerpo fijado a la superficie.

> Después de otro lavado, se determinan los autoanticuerpos especificos mediante la incubacion
con el sustrato. La adicion de la solucion de paro finaliza la reaccion, produciendo un producto
coloro al final. La cantidad de conjugado se mide en unidades de absorbancia. B2 20%

MATERIAL Y REACTIVOS.
Material

1.-Lector de placa con filtro de 550 nm (es aceptable 540-565 nm).

2.-Micropipetas de precision para proveer 10uL, 100upL, 1mL, para dispensar 100pL. Pipeta
automatica para dispensar 200uL para el lavado manual; lavador automatico de placa opcional.

3.- Tubos de ensaye.

4.- Agua destilada / desionizada.

5.- Toallas de papel.

6.- Crondmetro.

Reactivos

1.-Soporte para bandas y pozos recubiertos con el antigeno.

2.-Diluyente de muestra: PBS, albumina sérica bovina (BSA) al 1% y 0.5% azida sddica.

3.-Tampon de Lavado Concentrado: tampdn boratado, Triton X-100 y 0.8% azida sodica.

4.-Control de Referencia: Plasma humano en tampo6n con <0.1% azida sodica, listo para su uso no
necesita diluirse.

5.-Control Negativo: Suero humano <0.1% azida sodica, diluido a 1:100 con diluyente de muestras.
6.-Control Positivo: Suero humano con 0.1% azida sodica, diluido 1:100 con diluyente de muestras,
de la misma forma en que se diluyen las muestras.

7.- Conjugado. Anticuerpo monoclonal murino marcado con fosfatasa alcalina a IgG  humana con
tampon Tris con albdmina sérica bovina y <0.1% azida sodica, listo para su uso.

8.-Sustrato. 16n magnesio como cofactor enzimatico, monofosfato de fenolftaleina (PMP) y bronidox
al <10% en solucion amortiguadora. No exponer a la luz durante el almacenamiento. El sustrato debe
tener un color amarillo palido. El color rosa indica contaminacion y hay que desechar el reactivo.
9.-Solucion de Paro. Tampon con <5% de hidroxido de sodio 0.4N, EDTA y carbonato de sodio
pH<10.Listo para su uso.

10.-Calibrador 0: BSA tamp6n con 0.1% azida sédica.

(11.-(;alib§ador. Suero humano en tampon con <0.1% azida sodica que contiene 2, 83 y 100 U/mL.
Biorad, 2008
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PROCEDIMIENTO DE ELISA.

1.-Pipetear 100puL de calibradores/control de referencia por duplicado, controles negativos y positivos
prediluidos (1:100), en los vasos apropiados. No olvidar cambiar las puntas de las pipetas entre
afiadidos y no debe durar mas de 15 minutos para ningun conjunto de calibradores/controles/muestras.
2.-Incubar 60+10 minutos a 15-25°C.

3.-Decantar el contenido de la banda mediante inversion rapida sobre un lavabo adecuado para la
eliminacion de materiales bioldgicos, teniendo presente el posible potencial infeccioso de las muestras.
Sacar las placas de las bandas invertidas con toallitas de papel.

4.-Lavar las placas tres veces con un minimo de 200 pL de solucion de lavado diluido. Decantar y
secar despues de cada fase de lado.

5.-Afadir 100 pL de conjugado a cada pocillo.

6.-Incubar 30+5 minutos de 18 a 25 °C. No decantar.

7.-Repetir los pasos 3 y 4.

8.-Anadir 100 uL de solucion de paro a cada pocillo, en el mismo orden y ritmo que el tampon
sustrato. Agitar los pocillos con suavidad para mezclar.

9.-Incubar 30+5 minutos a 18-25°C. No decantar.

10.-Afadir 100 pL de tampo6n sustrato a cada pocillo., en el mismo orden y ritmo que el tampédn
sustrato. Agitar la placa de pocillos con suavidad para mezclar.

11.-Leer las bandas. (Bl 2008)

CALCULO Y COMO INTERPRETAR LOS RESULTADOS.
Calcular el valor de la tasa de absorbancia (densidad Optica) para los controles positivos y negativos,

asi como para cada muestra.

Tasa de absorbancia= muestra o valor de absorbancia del control
valor de absorbancia del control de referencia promedio

Los usuarios deben calcular un limite entre las muestras positivas y negativas que sea especifico para
sus poblaciones de pacientes utilizados en la prueba.

Tasa de absorbancia Interpretacion del resultado
<0.95 negativo

>0.95a<1.0 se recomienda repetir la prueba
>1.0 positivo
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DETERMINACION DE VSG.
Fundamento

La VSG es la medida de la cantidad de globulos rojos que se precipitan en un tubo en un tiempo
definido (1-2 horas).

La sangre con anticoagulante (la mas comun es citrato sodico al 3,8 %) produciéndose la separacion
de los hematies de la concentracion plasmatica, de modo que sedimentan en el fondo del tubo. Se basa
en las concentraciones de proteinas séricas y las interacciones de los glébulos rojos con estas proteinas.

El principio fisico de esta prueba se basa en la Ley de Stokes considerando los hematies como esferas
suspendidas en un medio infinito. Los méas importantes son las proteinas plasmaticas, especialmente el
fibringeno y las globulinas. La albumina posee un escaso efecto sobre la VSG. Se cree que estas
proteinas disminuyen la carga electrostatica de la membrana de los hematies, disminuyendo la
repulsion entre ellos y favoreciendo su agregacion.

Material.

1-Tubos Wintrobe
2.-Pipeta Pasteur
3- Sangre con anticoagulante

Procedimiento.

1.-Llenar el tubo de Wintrobe con la aguja de Pasteur.

2.-Colocar en un gradilla que quede completamente recto.

3.-Observar a la hora que tanto han descendido los globulos rojos.

4.-Medir en esa distancia en la escala del tubo de Wintrobe cuya marca superior sea cero.
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Figura 43. Velocidad de Sedimentacion Globular
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RECUENTO PLAQUETARIO.
Principios generales del equipamiento.
Los analizadores hematicos en general utilizan.

El principio de la impedancia en el recuento de células se basa en la deteccion y la medicion de
cambios en la resistencia eléctrica producida por las células cuando atraviesan una apertura pequefia,
de un tubo de vidrio. Las cuales estan suspendidas en un diluyente conductor de la electricidad, como
solucion fisiologica. A medida que las células atraviesan la apertura, que tiene sensores y produce
pulsos de voltaje medibles. En algunos instrumentos, las pantallas del osciloscopio muestran los pulsos
que generan las células cuando éstas interrumpen la corriente.

El nimero de pulsos es proporcional al nimero de células contadas. El tamafio del pulso de voltaje es
directamente proporcional al tamafio (volumen) de la célula, lo que permite la discriminacion y el

conteo de células de tamafo especifico mediante el uso de circuitos umbral. Los pulsos se reinen y
ordenan (canalizan) segun su amplitud mediante analizadores de la altura de los pulsos.

Equipos.

Contador Hematoldgico Coulter Act 8
Analiza 60 muestras por hora

12 pL de muestra

Analiza 16 muestras

Material.

»  Gradilla con agitacion automatica
»  Tubo de ensayo 13 x 100 ml

Reactivos.

»  Sangre venosa con EDTA al 10%

> EDTA al 10 %

Procedimiento.

1.- Tomar un tubo de ensaye que contiene la sangre con el anticoagulante, el cual se esta agitando.
2.-Inmediatamente, se introduce bajo la aguja de succion de aparato y se presiona el boton “start”
3.-Se retira el tubo, hasta que termina de succionar la muestra, e inmediatamente, se arrojan los
resultados en la pantalla del aparato.

Valores Normales.

150 mil- 450 mil /mm?®
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DETERMINACION DE C3 Y C4.
Fundamento.

Consiste en el analisis automatizado de la dispersion de la luz al chocar contra complejos antigeno-
anticuerpo formados al incubar suero del paciente con el reactivo. A mayor concentracion de
complejos (mayor “turbidez” de la suspension), mayor la dispersion.

Los componentes individuales, tales como C3, C4, se miden por medio de nefelometria y ELISA. Los
niveles séricos de los componentes del complemento pueden servir como marcadores de actividad de
la enfermedad. En los pacientes con enfermedad inmune deposicion del complejo, el suero las
proteinas del complemento se consumen. Y los niveles séricos disminuyen.

Si los niveles de C4 son bajos en comparacion con los niveles de C3, esto puede indicar la presencia de
crioglobulinas o genotipo del alelo nulo C4.

Material.

1.-Pipeta automatica de 1-20uL

2.-Reglilla

3.-Placas de inmunodifusion radial que contengan inmunoglobulinas anti-C3 y/o C4

Reactivos.

1.-Suero
2.-Suero control de referencia

Procedimiento.

Antes de comenzar la técnica, es importante destapar la caja por que se evapore el agua de
condensacion

1.-Depositar 5 pL del suero problema, calibradores y control.

2.-Cerra la caja e incubar a temperatura ambiente por 48 horas

3.-Medir los diametros de difusion e interpolar en la curva de calibracion

Valores de referencia.

C3 53-139 mg/ DI
C4 15-60 mg/DI
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RESULTADOS.

QUIMIOLUMINISCENCIA COMO PRUEBA DE TAMIZ

Figura. 44. Resultados de las 1478 muestras analizadas por quimioluminiscencia.

Las 1478 muestras séricas que se obtuvieron fueron analizadas inicialmente por la prueba de tamiz de
quimioluminiscencia y se obtuvieron los siguientes resultados:

QL como prueba de Tamiz.,

para 1478 muestras séricas
de pacientes sospechosos de
presentar una enfermedad
autoinmune.

l

A 4

1166 muestras fueron
negativas en la
determinacion de ANA y
anti-DNA por OL.

303 muestras fueron positivas
en la determinacion de ANA
y/o anti-DNA por
qguimioluminiscencia.

A excepcion de:

2 muestras a la que se les pidié QL
e IFI, simultaneos.

7 muestras que solo se les pidio IFI
sin quimioluminiscencia.

Tabla 25. Enfermedades que presentan los pacientes analizado. De las 303 muestras que resultaron
positivas, solo 166 pacientes presentan un diagnostico no se tiene el dato si son pacientes ya con un
diagnostico confirmado o si solo en algunos son presuntivos.

No. de pacientes Presunta enfermedad que
presentan

50 LES

17 IRC

15 Artritis Reumatoide

11 Parpura Trombocitopénica
Idiopética

5 Nefropatia

2 Cirrosis Biliar Primaria

1 EMTC

2 Miopatia
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Tabla 26. Muestras positivas a IFI. Las 303 muestras que dieron positivas siguiendo la metodologia
establecida en este proyecto se distribuyen de la siguiente manera:

Distribucion de los | No fueron Prueba de IFI Prueba de IFI Total
resultados Sometidas a | Positiva Negativa

IFI.
Muestras positivas para | 106 176 21 representan el 7% 303
determinacion de ANA | representan representan el
y/o anticuerpos anti | el 34% 56%
DNA por QL.

Figura. 45. Resultados de quimioluminiscencia e IFI.

303 muestras
positivas a
Quimioluminiscencia

v v

10|6 se analizaron 197 analizadas por

solopor Quimioluminiscencia

qU|m|0Ium|n|scenC|a

e IFI.
\ 4
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4
87 positivas a 5 muestras positivas 10 muestras positivas 4 muestras negativas a
anti-DNA. a a ANA con anti-DNA ANA, pero positivas anti-
ANA y anti-DNA. negativos. DNA.

De las muestras sometidas a quimioluminiscencia como prueba de tamiz, 303 resultaron positivas, de las
cuales 106 solo se quedaron hasta la prueba de quimioluminiscencia, y 197 fueron analizadas por IFI.
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Tabla 27. Comparacion de los resultados obtenidos por quimioluminiscencia e IFI. La distribucion de
los patrones de IFI obtenidos. Comparacion de los resultados de las 197 muestras analizadas por
guimioluminiscencia e IFI.

IFI es la prueba “gold estandar”

No. de | Distribucion de los resultados | Prueba de IFI Prueba de IFI
muestras positivo por quimioluminiscencia. positiva Negativa
positivas
Por QL.
61 Muestras a las que se les determino | 54 7
solo ANA por QL vy fueron
positivas.
22 Muestras positivas a anti-DNA por | 22
QL.
66 Muestras positivas de ANA y anti- | 60 6
DNA positivas por QL.
48 Muestras positivas a ANA y| 39 9
negativas a anti-DNA por QL.
Total=197 Total 175 22

En la figura 44, se especifica que de las 303 muestras positivas que fueron positivas por
quimioluminiscencia, a 106 muestras no se les realizé IFI, por lo tanto solo 197 fueron analizadas por
quimioluminiscencia e IFI, resultando 175 muestras positivas tanto a QL como a IFI y representan el
89.43% de las muestras y 22 fueron negativas a IFI representando el 10.65% de las muestras que
resultaron como positivas a las pruebas de quimioluminiscencia como prueba de tamiz.
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PATRONES DE IFI OBTENIDOS

Tabla 28. Distribucion de los patrones de IFI obtenidos.

Patron Frecuencia Porcentaje Imagen del patrén célular de
fluorescencia.

Moteado Fino 81 46

Homogéneo 34 20

Centromérico 19 11

Citoplasmético | 16 9

Moteado 14 8

grueso

Periférico 11 6

Total 175 100




A continuacién se muestra la grafica, en el cual se expresan la frecuencia de los patrones mas comunes
en la prueba de IFI, para diagnosticar enfermedades autoinmunes.

Figura 46. Proporcion de los patrones celulares obtenidos en IFI

Citoplasmatico
9%

Periférico

Moteado fino
8%

Patrones célulares obtenidos

RESULTADOS DE ELISA.

Tabla. 29. Correlacion de los patron célular obtenidos en IFI con ELISA. De acuerdo a los
patrones obtenidos y de acuerdo a los anticuerpos que son caracteristicos de cada patron, a estas 176
muestras positivas a QL e IFI se les analiza por ELISA, para determinar los anticuerpos que son
responsables de estos patrones celulares, obteniéndose los siguientes resultados.

Patron obtenido | Numero Antigeno determinado No de casos
de casos por ELISA obtenido,

Moteado grueso | 81 Anti SS-B 60

Anti SS-A y Anti SS-B 21
Homogéneo 34 Anti-DNA 31

Anti-Histonas 3
Centromérico 19 Anti-centromero 19
Citoplasmatico 16 Anti-mitocondriales 16
Moteado fino 14 Anti Sm 14
Periférico 11 Anti-DNA 9

Anti-Histonas 3
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Tabla 30.Correlacion de las enfermedades de los pacientes con los resultados determinados por QL, IFly ELISA

No. Presunta Positivos a No se Positivos en | Negativos en Patron célular Anticuerpos positivos
de enfermedad que QL les IFI IFI obtenidos en IFI en ELISA
pacien presentan realizo
te IFI
50 LES ANA sin 9 0 8 1 3 Homogéneo Anti-DNA
realizarse
anti-DNA 5 Moteado grueso | Anti SSA y anti-SSB
anti-DNA 23 17 6 o 6 Homogéneo Anti-DNA
ANA 'y anti- 7 L 7 L 7 Homogéneo Anti-DNA
DNA
ANA pos y anti 11 3 8 _ 3 Moteado fino Anti-Sm
DNA negativo 5 Periférico Anti-Histonas
17 Insuficiencia anti-DNA 9 6 3 3 Homogéneo Anti-DNA
Renal ANA 8 _ 7 5 Moteado Fino Anti-Sm
Cronica 2 Centromérico Anti-centromero
15 Acrtritis anti-DNA 8 5 3 o 3 Homogéneo anti-DNA
Reumatoide ANA 4 _ 3 1 3 Moteado fino Anti-RNP
ANA y 3 3 _ 3 Moteado fino Anti-Sm
anti -DNA
11 Purpura anti-DNA 8 6 2 . 2 Homogéneo Anti-DNA
Trombocitopéni
ca
Autoinmune
5 Nefropatia DNA 2 1 1 . 1 Moteado grueso | Anti-Sm
2 Cirrosis Biliar ANA 2 L 2 L 2 Patron Anti-mitocondrias
Primaria citoplasmatico
1 EMTC anti-DNA 1 _ 1 _ 1 Patron Moteado | Anti-Sm.
grueso Anti-RNP
2 Miopatia ANA 2 2 2 No hay | Anti-
y negativa a anticuerpos citoplasmatico/motead
anti-DNA 0
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RESULTADOS DE GENERO MAS AFECTADO.

Tabla.31. El sexo femenino resulta ser el méas afectado por las enfermedades autoinmunes, ya que el
sexo femenino resulta ser con mayor frecuencia el mas afectado por enfermedades autoinmunes, en
este estudio se obtuvieron los siguientes resultados.

Género No de pacientes % con respecto
al total de pacientes
mujeres 251 80.45
hombres 61 19.55
Total 312 100%

RESULTADOS DE LOS BIOMARCADORES VSG, PLAQUETAS, C3Y CA4.

Tabla 32. En la siguiente tabla se muestran los resultados medidos de los biomarcadores, plaquetas,
VSG, C3 y C4 para el diagnostico de enfermedades autoinmunes, ya que estos biomarcadores son
seriamente afectados en un cuadro de enfermedad autoinmune, en sus valores normales de la siguiente

manera.
Biomarcadores Valores Normales Valores en sospecha de EAI
VSG Hombre: 0 a 10mm/Hr Valores mayores a valores
Mujeres: 0 a 15 mm/Hr normales
Plaquetas 130-400x10°/mm?® Valores menores a valores
normales.
C3 Hombres: 88 a 252 mg/dL Valores menores a los
Mujeres: 88 a 206 mg/dL valores normales.
C4 Hombres: 12 a 72 mg/dL Valores menores a los
Mujeres: 13 a 75 mg/dL valores normales.

A las 312 muestras que fueron positivas a la determinacion de ANA y/o anti-DNA, se les determinaron
los biomarcadores VSG, plaquetas, C3y C4 vy los resultados son los siguientes:
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Tabla 33: Comportamiento de los biomarcadores en muestras positivas a anti-DNA y ANA.

Diferentes, cuadros de biomarcadores que se| No.de muestras Representacion
presentan en las diferentes muestras. en %
VSG, plaquetas, C3y C4 con valores normales. 56 18
Plaquetas, C3 'y C4 bajos y VSG alta. 13 4
VSG altos,C3 y C4 bajos 53 17
Plaquetas bajos y VSG alta 11 4
Plaquetas, C3 y C4 bajos ( no se les solicito VSG) 1 0.34
C3y C4 bajos 40 13
Plaquetas bajos 19 6
VSG altos 88 28
Sin marcadores 31 10
Total 312 muestras 100%

Figura 47: Comportamiento de los biomarcadores en muestras positivas a ANA y anti-DNA.

Biomarcadores plaquetas, VSG, C3y C4

Sin marcadores
10%

18%

Plaguetas bajos
6% )
C4 bajos ( no se
les solicito VSG)
0%

VSG, plaquetas,
C3y C4con
valores normales.

Plaquetas, C3 y Plaquetas bajos y

Plaquetas, C3y
C4 bajosy VSG
alta.
4%

VSG alta
4%
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DISCUSION.

Los anticuerpos anti-DNA, y los ANA son de suma importancia para el diagnostico de enfermedades
autoinmunes. Los antigenos contra los que actian los ANA son antigenos que representan los
componentes celulares, como el &cido nucleico, las histonas, la cromatina, y las proteinas ribonucleares,
estos antigenos son involucrados en la transcripcion o traduccion en el ciclo celular o bien como
proteinas estructurales.

La determinacion de ANA es una parte importante en la integracion de un diagndstico de enfermedades
del tejido conectivo; el método de tamizaje utilizado debe ser confiable para poder clasificar
adecuadamente a los pacientes sanos y enfermos, y limitar el analisis, de las muestras negativas, a otras
pruebas.

El método estandar o la prueba de oro, para la determinacion de ANA por mucho tiempo ha sido IFI.
La inmunofluorescencia es particularmente Util como una prueba de deteccion inicial para las personas
sospechosas de tener una enfermedad autoinmune, como el LES, Sindrome de Sjogren, Artritis
Reumatoide, EMTC, Escleroderma y en enfermedades no reumaética, como la tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Graves, la hepatitis autoinmune, hipertension pulmonar primaria, varias infecciones y
enfermedades malignas, ademas, la presencia de ANA con titulos bajos es mas frecuente en poblaciones
de edad avanzada.

Entre las ventajas que ofrece IFI es detectar un patron de fluorescencia célular, (homogéneo, moteado,
periférica, citoplasmatico, etc) sugieren las asociaciones clinicas con ciertas enfermedades autoinmunes,
es decir nos lleva a cerrar el perfil de busqueda de los anticuerpos. IFI, determina solo el patron célular,
pero no nos indica contra que antigenos en particular existen anticuerpos, ya que un solo tipo de patron
puede deberse a diferentes tipos de anticuerpos a excepcion de que el patron sea especifico de
anticuerpos anti-DNA, que se reflejan en el patron homogéneo, periférico o en Crithidia luciliae.

IF1 ha sido la prueba de oro por mucho tiempo, para la determinacion de ANA y anti-DNA, pero este
concepto a cambiado debido a que IFI es una técnica que tiene varias desventajas entre las cuales estan
las siguientes: operador-dependiente, por lo que la confiabilidad de los resultados esta directamente
relacionada con la experiencia del observador, éste y otros factores como la menor sensibilidad pueden
llevar a la falta de reproducibilidad, por lo que se convierte en subjetiva, y si se tienen que procesar
varias muestras se convierte en compleja, poco practica para analizar multiples muestras en corto
tiempo. IFI, es una técnica que no puede dejarse de emplear, pero tampoco se debe de depender y
confiar totalmente, sino que debe de ser empleada junto con otras técnicas por lo que IFI, no puede
seguirse utilizando como técnica de tamiz Unica, o si es utilizada como prueba de tamiz, debe de ser
corroborada por una segunda prueba.

La ciencia se dio a la tarea de innovar nuevas técnicas, con base a las necesidades de superar las
desventajas mas importantes que ofrece IFI, entre las caracteristicas que presentan estas técnicas son
disminuir el trabajo, multianaliticas, rapidas, sensible, seguras, y automatizacion (eliminar o disminuir la
manipulacion directa del operador y experiencia del observado).

Las técnicas que poseen estas caracteristicas pueden servir como métodos de tamizaje, antes de IFI, lo

que disminuira costos, tiempo de analisis, subjetividad en el procedimiento y una mayor sensibilidad y
especificidad.
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Entre una de las técnicas que cumplen estas caracteristicas en su mayoria se encuentra la
guimioluminiscencia, la cual es una técnica que cumple las caracteristicas recién mencionadas y que ha
sido apoyada por diferentes estudios reportados en diferentes articulos. La QL es una técnica
automatizada de alta sensibilidad comparandola con IFI que es especifica y no sensible como la
quimioluminiscencia, pero solo funciona como técnica de tamiz, ya que las microesferas se encuentran
impregnadas por una mezcla de antigenos nucleares, y de anti-DNA.

En 2007 P. Ghillani y colaboradores (2007) en Paris, Francia evalu6 el inmunoensayo automatizado de
quimioluminiscencia para la deteccion de anticuerpos antinucleares (ANA tamiz, DiaSorin). Este
estudio se llevo a cabo simultdneamente analizando muestras por las técnicas de IFl y
guimioluminiscencia, las muestras analizadas presentaban las siguientes caracteristicas 327 muestras de
pacientes con enfermedades clinicamente definidas, 273 muestras de rutina para la deteccion de ANA, y
300 donantes de sangre. Después de la resolucion de las discrepancias entre los resultados, la
concordancia obtenida para quimioluminiscencia fue especificidad de 94,9% y una sensibilidad de
98,8%, para IFI una especificidad del 99,3% vy sensibilidad del 94%. Este ensayo automatizado permite
proceso rapido de los resultados y muestra una sensibilidad satisfactoria para la deteccion de las
principales especificidades ANA de enfermedades del tejido conectivo.

El 2009, Maria del Rocié Munive; et al evalio la quimioluminiscencia y la comparo contra la
inmunofluorescencia para ANA. Basados en el resultado del valor predictivo positivo para QL, propone
el uso de esta metodologia como prueba de tamizaje antes de llegar a IFI; usado de esta manera un
resultado negativo puede ser reportado como tal, mientras que un resultado positivo siempre debe ser
confirmado por IFI, esto ayudard a racionalizar los recursos y disminuir el namero de muestras que son
procesadas con IFI.

Yang JY y col. en 2010, en Korea, utilizd y comparo seis métodos para la determinacion de anticuerpos
anti-DNA, estos métodos y con sus respectivos antigenos, inmunofluorescencia con Crithidia luciliae
(CLIFT), testiculos de salmon (inmunoblot, 1B), antigenos humanos (ELISA 1), los testiculos de salmon
con el enlazador nucleosoma (ELISA Il), plasmidos (ELISA Ill), y oligonucledtidos sintéticos
(inmunoensayo de quimioluminiscencia, CLIA), en donde demostro que las especificidades de ELISA
I, ELISA I, CLIA, y CLIFT fueron mas altos que ELISA | y IB los otros cuatro ensayos se pueden
utilizar para la deteccion de anticuerpos anti-DNA de doble cadena, con alta sensibilidad y
especificidad, en pacientes con LES.

La técnica de quimioluminiscencia en este proyecto, fue utilizada como una técnica de tamiz, ya que
por medio de ella se determinaron las muestras que presentan anticuerpos anti-DNA, ANA ¢ ambos, sin
precisar contra que antigenos en especifico se encuentran estos anticuerpos., por lo que es considera
como prueba de tamiz, filtro o escrutinio, es decir, detectar las muestras positivas y negativas.

En este trabajo se considera como punto clave que, el resultado negativo inicialmente para ANA y/o
anticuerpos anti-DNA bicatenario por quimioluminiscencia, indica generalmente que estos anticuerpos
no estan presentes en la circulacion del paciente, o una enfermedad autoinmune en remision 0
autoanticuerpos nucleares no detectables, por tal motivo solo las muestras que dan positivas a
guimioluminiscencia, son analizadas por IFI por medio de la cual, se determinan los patrones celulares
que al mismo tiempo nos revelan contra que antigenos en especifico se estan creando los anticuerpos.

En la tabla 25 se expresa que las muestras que fueron positivas para QL y para IFI representan 90% y
el 10% fueron positivas a quimioluminiscencia pero negativas para IFI. Estas muestras que fueron
positivas en QL, resultaron negativas en IFI pero no se descartan como positivas pero lo mas
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recomendable es volver a realizarle QL, para demostrar su positividad, lo mas recomendable es
someterla a analisis nuevamente.

Tabla 34. La interpretacion de los resultados de QL contra IFI que se reflejan en la tabla 25 se analiza

de la siguiente manera.

Resultado Interpretacion
Obtenido
ANA y/o | Las pruebas de ANA y DNA realizadas por quimioluminiscencia, son mas

anticuerpos anti-
DNA positivo por
QL vy negativo a
IFI.

fiables, ya que como se menciond antes la prueba de IFI es méas vulnerable a
fallas por la manipulacion humana y los niveles de anticuerpos no son los
suficientes por lo que se recomienda una serie de diluciones menores a la
propuesta, al resultas estas muestras positivas ANA y anti-DNA, se indica
gue estos pacientes presentan anticuerpos anti-DNA, con una gran seguridad,
ya que en las microesferas en DNA, se encuentra también como antigeno.

La prueba de quimioluminiscencia para ANA puede dar positiva, en la
determinacion del antigeno Ro 6 anti SSA, debido a su sensibilidad, pero el
antigeno Ro, por la técnica de IFI, en las células Hep-02, sus
concentraciones son bajas, o0 se degrada si no son tratadas de una manera
inadecuada, por lo que la prueba de IFI puede ser negativa.

ANA positivo 'y
DNA negativo por

Son pocos los casos en los que se presentan, asi que la forma de explicarlos,

QL e IFI | es iniciando con darle més valor a los resultados obtenidos por
negativo. guimioluminiscencia y dar por hecho que los resultados obtenidos por IFlI,
no son confiables. La combinacion de ANA positivo y anti-DNA indica que
existen anticuerpos contra un antigeno que no es dsDNA, y la prueba de IFI
negativa se explica en que si existen los anticuerpos, pero se necesitan
menores diluciones para que se detecten o hubo algln error en la técnica.
ANA positivos Por las dos técnicas se determind la presencia de ANA, por lo que se
por QL e IFI confirma la presencia de ANA, solo falta determinar contra que antigenos,

los cuales se lograra con ELISA.

Anticuerpos anti-
DNA positivos
por IFly QL

Por las dos tecnicas se determiné la presencia de anticuerpos anti-DNA, y
ambas dieron positivas, confirmandose asi la presencia de anticuerpos anti-
DNA.

Las muestras que resultan negativas a IFI, se puede deber a varias causas entre las cuales:

YVVYY

Antigenos en bajas condiciones, como el anti-Ro.
que la técnica de IF1 se halla efectuado mal.
Mala observacion del técnico.

Mala manipulacion de la muestra.

Mal proceso de la técnica.
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También en esta tabla se muestra las diferentes combinaciones de resultados obtenidos, de muestras que
fueron positivas para anti-DNA y para ANA.

La quimioluminiscencia es utilizada para determinar las muestras positivas, pero no nos ayuda a
determinar los anticuerpos en especifico por lo que se recomienda confirmar los titulos y patrones,
usando la inmunofluorescencia indirecta y ELISA.

El-Chennawi FA y col (2009) en Egypt. Realizo un estudio para evaluar la importancia de las técnicas
de IFI y ELISA en el diagnostico precoz de LES y para averiguar la correlacion entre los ANA vy el
prondstico de patrones celulares por IFI. La deteccién de ANA y anticuerpos anti-dsDNA se realiz
mediante ELISA e IFI en una poblacion de 75 pacientes con LES, 11 pertenecientes al grupo control
positivo de la enfermedad, y 18 pacientes sanos. En este estudio se obtuvo que la técnica de IFI es mas
sensible para la deteccion de ANA y ds-DNA que la técnica de ELISA (100% frente a 90,7%, y el 93%
frente al 89,3%, respectivamente); ELISA mostrd 89,7% de especificidad para la deteccién de ANA en
comparacion con el 86,2% de IFI, y ambos tienen 100 % de especificidad para la deteccion de
anticuerpos anti-dsDNA.

Copple SS y col (2011), en EUA, sometid a analisis a 30 pacientes con examenes de rutina para LES,
94 con Artritis Reumatoide y 100 donantes sanos mas 495 muestras de sueros sometidos a pruebas de
rutina de ANA y 12 muestras de suero de referencia para la determinacién de ANA por ELISA, e IFI La
sensibilidad de ELISA vario de 90% a 97% en comparacion con el 80% en IFI en las muestras de suero
de pacientes con LES. Las pruebas ELISA habia especificidades del 36% al 94%, mientras que el IFI
habia 99% de especificidad, por lo tanto esto nos sugiere que IFI es una técnica especifica y ELISA una
técnica sensible, por lo que podemos deducir que pueden ser empleadas como complemento entre ellas,
pero no obstante esto las muestras positivas por IFI para ANA debe ser probado en HEp-02 por IFI para
determinar el titulo y el patron y asi determinar el antigeno en especifico y poder llegar a la enfermedad.

Estos articulos son un ejemplo de diversos estudios que se han realizado, en los que se hace una
comparacion entre IFl y ELISA, en lo que generalmente se concluye que IFI es especifica y ELISA
sensible, pero en este estudio, nos enfocamos en que estas técnicas, funcionan mejor juntas, es decir se
complementan ya que por medio de IFI se determinar el titulo y el patron por lo que nos ayuda a limitar,
la busqueda de anticuerpos contra los antigenos en especifico, lo cual se completa con ELISA, pero lo
que si se puede deducir, es que ninguna de las 2, son una mejor opcion como pruebas de tamiz que
guimioluminiscencia.

La tabla 28 muestra los patrones obtenidos por la técnica de IFI, de las muestras de pacientes que
resultaron positivos a la prueba de quimioluminiscencia, por medio del patron se limitan el tipo de
anticuerpos que se crean contra ciertos antigenos en especifico determinados por la técnica de ELISA y
que se aprecian en la tabla 29.

En el grafico 46, se muestra graficamente la frecuencia con la que se presentan ciertos patrones celulares
siendo su frecuencia en el siguiente orden moteado grueso, homogéneo, centromérico, citoplasmatico,
moteado fino y periférico.

La obtencion del patron moteado fino, muestran 60 muestras positivas para anti SS-B; 21muestras

positivas para anti SS-A y anti-SSB; la presencia de los anticuerpos contra estos antigenos son un 70 a
95%.
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Las muestras analizadas, como ya se menciond son muestras de pacientes sospechosos de presentar
alguna enfermedad autoinmune y algunos ya diagnosticado, y se les manda a realizar las pruebas, como
prueba de rutina para dar seguimiento a la enfermedad. Por lo que no se pudo determinar cuales
realmente presentan la enfermedad y cuales son solo sospechosos, ya que el diagnoéstico, real lo hace el
médico, uniendo manifestaciones clinicas del paciente (signos y sintomas) asi como resultados de
laboratorio Clinico.

El SS, es una enfermedad que en la poblacion mexicana se presenta en un 3%, pero ademas de un 30 a
50% de probabilidades de que estos anticuerpos se presenten en paciente con LES lo mismo que el
antigeno anti-Sm.

De los 35 muestras que resultaron positivas para un patron homogeéneo, al realizarle la prueba de
ELISA, resultaron positivas para anti-DNA, anticuerpos especificos para LES.

El patrén citoplasmético es positivo debido a que se manifiestan anticuerpos antimitocondriales,
especificos para Hepatitis autoinmune, y que se dirigen contra el nDNA.

El patron centromérico se debe a la presencia de anticuerpos contra el centromero, este tipo de
anticuerpos es asociado a la esclerosis, para esclerosis en un 90% es especifico, y se crean anticuerpos
contra el centromero.

Para poder correlacionar, los resultados obtenidos de los anticuerpos anti-DNA y ANA por las técnicas
manejadas de QL, IFI y ELISA, con las enfermedades de los pacientes que resultaron positivos a estos
anticuerpos, ya que el tipo de anticuerpo es de acuerdo a la enfermedad, se analiza la tabla 30.

Las personas que presentan LES, fueron positivos en los anticuerpos ANA y anti-DNA. Los patrones
obtenidos, fueron homogéneo, periférico, moteado grueso y moteado fino. El patron homogéneo es
positivo a anti-DNA, periférico a anti-Histonas, moteado grueso SSA y SSB, y el moteado fino a anti-
Sm. Todos estos anticuerpos se presentan en LES, aunque algunos con mayor frecuencia que otros, los
anticuerpos anti-DNA, son los mas proliferativos y mas propios y selectivos de LES, los otros
anticuerpos, en especial anti-SSA y anti-SSB no se ven mucho pero si se pueden presentar en pacientes
con LES.

Kiss E, y col, en 2009, en Hungria. Evalué la frecuencia y la concentracion de anticuerpos anti-
nucleosoma en pacientes con LES. La aparicion de los anticuerpos antinucleosoma positivo, anti-
dsDNA y anti-histona (AH) fueron 39.2, 28.0 y 47.6%, respectivamente. Los tres anticuerpos estuvieron
representados con titulos significativamente mayor en pacientes con nefritis lipica. Ademas la deteccion
de anti-DNA de doble cadena, anticuerpos antinucleosomas Yy anticuerpos aH podria ser dtil en el
diagnostico y seguimiento del LES.

Los pacientes que, presentan la enfermedad de Purpura Trombocitopénica, también se les pide que se les
determine ANA, ya que la purpura trombocitopénica en la que se encuentran ANA, normalmente es
consecuencia de otras enfermedades primarias, 1o que se debe de confirmar con otras pruebas.

Altintas, y col. 2007, en Turquia demuestran que la positividad de ANA se encuentran a menudo en

pacientes adultos y nifios con PTI, e indican que la deteccidn de positividad de ANA no es suficiente para
identificar a los pacientes con PTI que estan en riesgo de desarrollar LES u otras CTD.
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El lupus eritematoso sistémico (LES) se caracteriza por la presencia de anticuerpos antinucleares
(ANA). ANA estan dirigidos contra el ADN nativo, asi como proteinas histonas y ribonucleoproteinas
nucleares pequefias, también puede ser dirigida contra toda la cromatina, consistio en nucleosomas. La
aparicion de anticuerpos anti-dsDNA y anti-histona (AH) fueron 39.2, 28.0 y 47.6%, respectivamente.
Los tres anticuerpos estuvieron representados con titulos significativamente mayor en pacientes con
nefritis lUpico. Se observd una correlacién positiva entre la concentracién de estos autoanticuerpos y
actividad de la enfermedad.

La mayoria de los pacientes con nefritis IGpica tienen anticuerpos anticromatina/nucleosoma
(especificidad 98%, sensibilidad 69%) los cuales pueden ser positivos cuando los anticuerpos anti-DNA
de doble cadena son negativos. Hallazgos similares se observaron con anticuerpos anti-C1q, (negativo
valor predictivo positivo de 97% -100%).

Los anticuerpos antinucleares (ANA), juegan un papel clave en la patogenia y el diagnostico de muchas
enfermedades autoinmunes. Ademas, las pruebas diagnosticas de laboratorio son Utiles y esenciales,
para estas enfermedades, existen pacientes sanos que son seropositivos para ANA en un 20% a 31%
pero también es cierto que pacientes con ANA, han resultado ser seronegativos.

Por otra parte, otras enfermedades menos caracteristicas a veces cuentan con la seropositividad
de ANA, como la hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, purpura trombocitopénica idiopéatica
(PTI), y esclerosis multiple. Por lo tanto, "son positivos en las pruebas de ANA mucho mas frecuente
que las enfermedades del tejido conectivo ", especialmente en los ancianos, y "La mayoria de los
resultados anormales son falsos positivos".

El titulo de ANA tiene algun poder de discriminacion. Por ejemplo, 20% a 30% de individuos sanos
libres de enfermedades tienen un titulo de ANA mayor o igual a 1:40. Asi, este
rango se cita con frecuencia como el umbral de la anormal por la mayoria de los laboratorios, aunque
hasta un 12% de los individuos normales pueden tener un titulo superior o igual a 1:80. Los titulos de
ANA de hasta 1:640 se puede ver en los nifios que no tienen SLE.
La prueba de ANA so6lo debe ser ordenada en el contexto de los signos clinicos que se correlacionan con
enfermedades relacionadas. ANA es la prueba particularmente atil para los 4 principales condiciones,
cuando se sospeche: esclerosis, LES, Esclerodermia sistémica, polimiositis / dermatomiositis, y
Sindrome de Sjogren.

Segun, John B. Waits reporta que por el contrario, otras enfermedades cuentan con un numero
significativo de los individuos que son ANA positivos, pero esto tiene poco valor diagnostico o
pronostico (Por ejemplo, AR, 30% -50%; fibromialgia, 15% -25%; PTI, 10% -30%, y la esclerosis
maltiple, 25%).

Los anticuerpos antimitocondriales (AMA) fueron descritos por primera vez en pacientes con cirrosis
biliar primaria (CBP) de méas de 40 afios y seguira siendo considerado como el sello inmunol6gico més
sensible y especifico de la enfermedad. IFI revela el patron clasico inmunomorfologico de AMA, que
corresponde a la tincidn citoplasmatica.

Para el diagndstico de las enfermedades autoinmunes, se realizan pruebas de laboratorio, que son de
suma utilidad, entre estas pruebas se encuentran la VSG, plaquetas, C3 y C4.
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En la tabla 31 se muestran los resultados que nos muestran que el grupo mas afectado es el sexo
femenino mas que el sexo masculino, cabe sefialar que los pacientes analizados son, pacientes que estan
en la edad reproductiva, ya que son mayores de 15 afios.

La mayoria de las teorias coinciden en que es el factor hormonal es el que influye en este aspecto ya
que, si el paciente presenta células autorreactivas, estas aumentan su respuesta debido al estradiol ya
que este se une a los receptores de los linfocitos T y B, amplificando su activacion y supervivencia, con
lo que favorece una respuesta inmunitaria prolongada.

En la tabla 32 se toma como referencia, los valores normales de los marcadores VSG, plaquetas y
proteinas del complemento C3 y C4, y la forma en la que estos resultados son alterados, en las
enfermedades autoinmunes, la mayoria de las veces las plaquetas, las proteinas del complemento C3 y
C4, se ven disminuidas y las VSG se encuentran altas.

Los valores de VSG se elevan dado que sedimentan mayor cantidad de eritrocitos en una hora, LES,
SAF, AHAI existen anticuerpos aCL, que lisan a los eritrocitos, disminuyendo su volumen asi que
cuando se colocan en el tubo Wintrobe existen menos masa globular y sedimentan mas rapido, también
otra forma es que existe anisocitosis, por lo que su morfologia cambia asi que su velocidad de
sedimentacion cambia. En las enfermedades autoinmunes se aumentan proteinas inflamatorias, lo que
provoca un aumento en la VSG. Los biomarcadores que mas resultan alterados son VSG, plaquetas y al
Gltimo las proteinas de complemento, demostrandose asi que las células rojas son una de las principales
afectadas en estas enfermedades.

Velocidad de sedimentacion globular (VSG) es cominmente elevada en las enfermedades inflamatorias,
como artritis reumatoide, articulacion séptica, una osteomielitis, polimialgia reumatica (PMR).

La prueba de VSG es la mas comunmente utilizada como biomarcador de inflamacion. La VSG es
mejor medirla después de un curso de la enfermedad que en la discriminacion de la
presencia o ausencia de la enfermedad. (et cM-2009)

La VSG tiene un papel definitivo en la evaluacién de un paciente con dolor indiferenciado en las
articulaciones, teniendo en cuenta que un resultado normal no se puede descartar la enfermedad o
discriminar entre la AR, lupus eritematoso sistémico (LES), o de otra indole inflamatoria. "Una
aplicacion mas adecuada de estas pruebas en las enfermedades inflamatorias, es para el monitoreo de la
actividad de la enfermedad. Por ejemplo, muchas personas con artritis reumatoide activa tienen valores
normales de VSG  muchos pacientes con AR inactivos tienen una elevacion de la VSG

Los valores de plaquetas disminuyen, ya que en los pacientes lupicos, SAF, se han encontrado
anticuerpos antiplaquetarios, produciéndose asi la disminucion de plaquetas.

Algunos pacientes con lupus (aproximadamente el 6%) tienen deficiencias heredadas de los primeros
componentes del complemento, tales como C2, C4 o Clg. La falta de complemento puede empeorar la
eliminacion de inmunocomplejos circulantes por los fagocitos mononucleares, favoreciendo asi el
depdsito en los tejidos.

Niveles bajos se pueden observar en enfermedades por inmunocomplejos activas como LES y

crioglobulinemias, donde los componentes se consumen. Por este motivo la determinacion de C3 y C4
permite seguir y en algunos casos estimar la actividad de la enfermedad. (A°42008),
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En base a los resultados se observa que no se altera solo un biomarcador, sino que se pueden alterar
simultaneamente dos, tres o cuatro de una forma variada, o incluso en un bajo porcentaje no estan
alterados ninguno de los cuatro biomarcadores. No hay un prototipo 0 un comportamiento estandar de
estos biomarcadores en enfermedades autoinmunes, ya que como lo demuestran los resultados estos
biomarcadores, se alteran al azar, en combinaciones diferentes.

CONCLUSIONES.

1.- Utilizar la técnica de QL como prueba de tamiz para la determinacion de ANA y anti-DNA.

Se utiliz6 a QL como técnica de tamiz, y no a IFI que es considerada como la prueba de oro, y los
resultados obtenidos fueron fiables ya que QL es una técnica con ventajas que superan a las desventajas
de IFI, ya que muestras que fueron positivas en QL, resultaron negativas en IFI, por lo que es mejor
utilizar a QL como prueba de tamizaje.

2.-Analizar por técnica de IFI las muestras sericas que fueran positivas a ANA y anti-DNA por la
técnica de QL, para identificar por medio de los patrones de inmunofluorescencia el tipo de ANA que
presentan.

Al analizar las muestras que fueron positivas a quimioluminiscencia, secundariamente por IFI se obtuvo
que el 90% de las muestras también fueron positivas a IFI y solo el 10% fueron negativas a IFI, mismos
que se atribuye a la implicacion de las desventajas de IFI, por lo que concluyo que QL, es una prueba
de eleccion mejor que IFI como prueba de tamiz. Para complementar estos resultados se concluye que
las muestras que fueron positivas en QL pero negativas en IFI, falté que también se hubiesen analizado
por ELISA, y de esta manera se hubiese tenido a ELISA, como una referencia muy seguramente a favor
de QL.

3.- Determinar con la técnica de ELISA, las muestras que resulten positivas a IFI para identificar el o
los, antigeno (s) especifico (s) contra los que existen anticuerpos en estas muestras séricas, tales como:
Jo, La, Ro, Sm y Scl-70.

Con la prueba de ELISA, se logré determinar los antigenos especificos, los cuales se correlacionan con
los anticuerpos tales como: SSA (Ro), SSB (La), anti-Sm, Jo-1, Scl-70 y estos a su vez con la
enfermedad que presentaron los pacientes. Al correlacionar los anticuerpos contra las enfermedades se
ayuda de una forma muy importante al médico para confirmar o llegar a un diagnéstico mas confiable.

4.-Demostrar que las técnicas de QL, IFI y ELISA, son complementarias.

En pocas palabras se concluye que el papel fundamental de las técnicas utilizadas son complementarias
Quimioluminiscencia: Prueba de tamiz, para descartar aquellas muestras que presentan ANA y/o
anticuerpos anti-DNA.

IFI: Prueba de determinacion de patrones celulares, que se vuelve un filtro para ciertos anticuerpos.

ELISA: Es la prueba que determina a los anticuerpos en especifico.
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La QL, es una técnica ideal como prueba de tamiz, pero no nos ayudo a determinar, contra que
antigenos se crean anticuerpos, a excepcion de los anti-DNA. Con la ayuda de IFI y ELISA, si lo
pudimos hacer y al mismo correlacionar estos datos junto, con las enfermedades que muestran los
pacientes,

IFI, nos muestra los patrones celulares, lo cuales son caracteristicos o propios de cierto grupo de
anticuerpos dirigidos contra cierto grupo exclusivo de antigenos. Al obtenerse el patron célular por IFI,
se limitd el grupo de anticuerpos de busqueda con la técnica de ELISA y posteriormente se
correlacionan con las enfermedades que muestran algunos pacientes.

Al obtenerse los patrones obtenidos por IFI, se limita el grupo de busqueda de los anticuerpos, las
muestras se sometieron a la basqueda de los anticuerpos por ELISA. El patron es una guia fundamental
en la busque de anticuerpos, al obtenerse los anticuerpos, se correlacionaron con las enfermedades que
presuntamente mostraban los pacientes. , lo que no hubiera podido ser posible, si no se hubiera hecho
uso de las tres técnicas, los resultados, no se hubieran completado y solo se hubieran quedado en el
punto de sugerencia a contra que antigenos se crean anticuerpos.

5.-Demostrar que el sexo femenino es el méas afectado en este tipo de enfermedades autoinmunes.

El sexo femenino resulto ser el mas afectado con las enfermedades de origen autoinmune, mas que el
sexo masculino, y en edad reproductiva son las mas vulnerables a manifestar este tipo de enfermedades,
y lo pudimos comprobar aqui, ya que el 81% de los pacientes son mujeres y el 19% fueron varones.

6.- Relacionar los parametros de VSG, plaquetas y las proteinas del complemento C3 y C4 para apreciar
como se alteran estos en las enfermedades autoinmunes, y si son herramienta basica en el diagnostico de
las enfermedades autoinmunes.

Una VSG, alta, plaquetas, C3 y C4 bajos, son la forma en que estos parametros resultaron ser afectado
en este estudio, pero existen otras diferentes combinaciones, que se muestran en los resultados, por lo
gue se concluye que estos parametros no deben de ser omitidos en la busqueda de las enfermedades
autoinmunes. La VSG es probablemente el indice mas ampliamente medido de la respuesta de fase
aguda. La determinacion de los niveles del complemento (C3 y / 0 C4) es muy util en el seguimiento del
lupus eritematoso sistémico (LES) y la glomerulonefritis membranoproliferativa.

La enfermedad inmune resulta en un complejo que involucra el depdsito de complejos antigeno-
anticuerpo en los tejidos organicos y que terminan en glomerulonefritis por inmunocomplejos en
pacientes con LES, la disminucion de los niveles C3 y C4 que indican un aumento del consumo y la
actividad de enfermedad. Por el contrario, el aumento de los niveles de C3 y C4, indica trastornos
inflamatorios porque estas proteinas son también reactantes de fase aguda.
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