10 HUMANC EJL
DI MULITRA REFLIDAON

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

EACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA,

ANALISIS DE LA COMPLEMENTARIEDAD METCDOLOGICA

EN tA DETECCION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
DE PACIENTES CON DIVERSAS ENFERMEDADES
REUMATICAS AUTOINMUNES.

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL  TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGC
F R E- S E N T A

EVALUZ!ESFINOSA VIiLLA

e

- T
- -ﬂ\ ""-z o
’—':} \K\d{ _
(o :

TUTOR: M. EN C. NORMA R CAPIN GUTIERREL

ASESOR: DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA

MEX'CC, D F, 2001




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ANALISIS DE LA COMPLEMENTARIEDAD
METODOLOGICA EN LA DPETECCION DE COMPLEJOS
INMUNES CIRCULANTES DE PACIENTES CON
DIVERSAS ENFERMEDADES REUMATICAS
AUTOINMUNES



ESTA TESIS FUE REALIZADA EN LA SECCION DE
INVESTIGACION BIOMEDICA DEL LABORATORIO DE
INMUNOLOGIA DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES DEL
CENTRO MEDICO NACIONAL
LA RAZA, LM.S.S.




PRESIDENTE
VOCAL
SECRETARIO -
SUPLENTE
SUPLENTE

JURADO

DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA

M en C NORMA CAPIN GUTIERREZ

QFB. MA DE LAS MERCEDES ZAMUDIO DURAN
M C. ALFREDO JESUS MIRANDA SANCHEZ

M en C MARIA JOSE MARQUES DOS SANTOS



DEDICATORIA

CON TODO MI AMOR.
PARA QUIENES SON Y HAN SIDO EL EJE DE MI VIDA

MIS PADRES CONSUELO Y EFREN
MIS HERMANOS GONZALQ, CESAR, JOSE JUAN, FRANCISCO
JAVIER, ZANDRA Y JULIO
MIS ABUELOS GONZALO, ASUNCION Y ERNESTINA
MIS HIJOS EVALUZ Y FRANCISCO JAVIER
MI ESPOSO ALEJANDRO




AGRADECIMIENTOS

A mi asesora Norma Capin por sus conocimientos, paciencia y comprension

1Gracias Normal

Agrnadezco al Dr. José Ramén Paniagua Sierra, por confiar en mi1 y apoyar el

proyecto, por todas sus palabras de aliento.

Le agradezco ala maestra, Q F B Yolanda Flores, porque sin ella, este trabajo

no hubiera sido posible ;Gracias maestra!

Mi mas sincero agradecimiento al Dr. Alfredo Jesiis Miranda Sanchez por todo

su apoyo y confianza depositados en mi [ Mil gracias!

Al Dr Rubén Marroquin Segura, quien con esa sencillez, paciencia v
comprension, que lo caracterizan, ha sido el maestro gjiemplar Gracias

maestrot

Especialmente agradezco a la Q F.B Martha Sanchez Rodriguez, por su apoyo
moral y en [a revisién del presente escrito, le agradezco porque siempre ha sido
ejemplo de constancia y la maestra amiga de todos los que nos acercamos a

ella jMuchas gracias!

Agradezeo a Dios por darme amigos lan especiales, Angeles, Ana Maria,

Loreto. Tere, Isabel. Susi, Alba, Almita y dofia Rose Mary | Gracias!

A Martiny aPaco, porque la nobleza de sus corazones ha sido incondicional v

mucho de lo que soy sc los debo a Ustedes ;Gracias!




CONTENIDO
I Resumen.

II Introduccidn,
III Fundamentacién tebrica .
IV Antecedentes

1. Complejos inmunes

2. Patogénesis de Ja enfermedad por CI

3 Fisicoquimica de iz unién antigeno-anticuerpo .
4 Precipitaciénde CIC .. . ..

5 Antigenos... ..

& Anticuerpos

7 Complemento .. ... .
V' Planteamiento del problema
VI Objetivos
1. Objetivo general
2. Objetivos particulares
VIl Hip6tesis de trabajo
VIII Metodologia .
I Tipo de estudic
2 Universo de trabajo
A Grupoe experimental
B Grupo control
C Variable dependiente

D Variable independiente

d

Matcrtial y métodos
A Material y equipo
a  Equipo
b Material
¢ Material botdgico
d  Soluciones v reactn os

B Toma de muestias

L= N A




C  Preparacion de Gamma Globulina Humana . .
D Métodos clinicos .
I Cuantificacion de CIC por nefelometria laser _ . .
1.1 Fundamento tedrico. . .. . ...
2 Determinacion de CIC por Anafilaxia Cutanea Pasiva.
2 1 Fundamento tedrico. .
2.2 Procedimiento... ..... .. ... .. ...
3. Cuantificacién de CIC por ELISA con Clq ...
3.1 Fundamento tedrico . . . .

3.2 Procedimiento

4 Determinacion de CIC por Consumo de Complemento ... ... ..

4.1 Fundamento tedrico... . . ...
4.2 Reaccion de Consumo de complemento . .. ..
5 Determinacion de CIC por via alterna de complemento
5 1 Fundamento teérico
5 2 Procedimiento. .. . ..
E  Meétodos estadisticos...... .
1X Resultados
1. Cuantificacion de CIC por nefelometria laser
2. Determinacion de CIC por Anafilaxia Cutanea Pasiva
3 Determinacién de CIC por ELISA con Clq
4 Determinacién de Consumo de Complementa
5 Determinacion de CIC por la Via alterna del Complemento
6. Tablas resumen ... . L
X Andlisis estadistico
X1 Valoracion ¢linica de los cinco métodos para detectar C1¢
X1l Discusion de resultados
XTI Conclusiones
X1V Sugerencias
XV Bibliogratia

60

~ ~}

wl

s
I

8y



L RESUMEN

Se realizé un estudio observacional, prospectivo, transversal ¥ comparativo
aplicando metodelogias complementarias con la finalidad de detectar la mayor
gama de complejos inmunes circulantes (CIC) en diversas enfermedades
reumaticas autoinmunes (ERAI), como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
la Artritis Reumatoide (AR), y en pacientes con probable ERAI (P ERAI)

Los métodos seleccionados fueron Nefelometria Laser, Anafilaxia Cutanea
Pasiva, ELISA con Clg, Consumo de Complemento vy activacion de la Via
Alterna del Complemento, cada uno con fundamento diferente. Esto se
demostré al no presentarse ninguna correlacién entre ellos, lo cual permitio
detectar CIC con caracteristicas distintas.

Se analizaron 50 muestras de pacientes con diagnéstico de ERAI y 50 sujetos
8anos, se realizaron las curvas de calibracion de los métodos, se calcularon las
medias, desviaciones estandar, coeficientes de correlacion, los valores de corte,
sensibilidad y especificidad diagnéstica

El método con mayor Sensibilidad diagnostica fue Anafilaxia Cutanea Pasiva
(PCA) con un 76%, y el de mayor Especificidad diagnéstica fue el Consumo de
Complemento con un 100%, sin despreciar a los deméas métodos los cuales
ticnen una especificidad entre 90 y 100% La prueba de PCA fue la que
detectd mayor cantidad de sueros positivos a C1C, es probable que esta mayor
sensibiiidad se deba a que el método es “in vivo” y los CIC existentes en el
suerc de los pacientes puedan activar tanto la via clasica y la via alterna del
complemento con la consecuente liberacidn de sustancias quimiotacticas.
anafilicticas y de ammas vasoactivas aumentando la posibilidad de detectar una
mayor cantidad de CIC

Per tode lo anterior, se concluve que es importante ¢l cmipleo simultaneo de
varios métodos en la medicion de CLC y la rcalizacion de vanos estudios on
diferentes estadios de la enfermedad ya que cstos pueden  encontrarse

depositados v no circulantes



1L INTRODUCCION

Los Complejos Inmunes (CI) son el resultado de |z combinacién de anticuerpos
con ¢l antigeno enddgeno o exogeno(1), los cuales pueden encontrarse solubles
en ia crculacién sanguinea, en los espacios extracelulares y localizados
formando parte de un tejido o una célula Los complejos formados en la
circulacién, son llamados Complejos Inmunes Circulantes (CIC) y al
depositarse en los tejidos pueden producir inflamacion aguda o cronica. Los CI
pueden mediar el dafio en gran variedad de enfermedades, algunos antigenos
catiénicos tales como los nucleosomas (2) pueden enlazarse a fa membrana
basal glomerular, vasos sanguineos, plexo coroideo, y producir dafic como
glomeruloneftitis, vasculitis, artritis, erupciones en la piel, pleuritis vy
pericarditis asi como dafio cerebral. En el LES y la AR, las manifestaciones
clinicas y presencia de CI varia de paciente a paciente v del estado evolutivo de
la enfermedad (3,4)

La medicién de los CIC puede ser Gtil para el diagndstico, pronostico, ¥
meonitoreo de la enfermedad y orientacién para el tratamiento terapéutico, por
esto es importante su deteccion en el laboratorio clinico

La heterogeneidad de los CIC y su variabilidad, es el principal problema para su
deteccidn y cuantificacién Por lo que se han desarrollo varios métodos basados
en la deteccion de diferentes propiedades fisicoquimicas de los CIC. sin
embargo, la poca correlacién entre ellos obliga a buscar nuevas alternativas
para atacar el problema Las metodologfas van desde las mas sencillas hasta las
mas sofisticadas, tales como el uso de nefelometria (5). el enlazamiento a Clq
(0), la tomografia con emisién de positrones (7), y la microscopia clectrénica
(8) entre otras Sin embargo, ninguna de las pruebas cstablecidas es suficiente
para detectar la gran variedad de CIC existentes posibles en los pacientes, y una
alternativa es utilizar varias téenicas con diferente sensibilidad y especificidad
paraincrementar su deteccién en la amplia gamma de (*1C presentes

El vbjctivo de este trabajo es logiar detectar una mavor cantidad de C1C en
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sueros de pacientes con enfermedades reumaticas autoinmunes (ERAI) como el
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y la Artritis Reumatoide (AR) por medio
de la complementariedad de diferentes métodos Los sueros que resulien

positivos por un método no necesariamente lo seran por los otros.

.



L. FUNDAMENTACION TEORICA

Los CI se encuentran en una amplia gama de enfermedades tafes como LES
(2,4), AR (9,10}, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (11),
diabetes mellitus (12), cancer (13), melanoma (14), entre otras. Ademas, se han
involucrado en mecanismos tales como la apoptosis {15,65).

Desde principios de siglo (16), a la fecha se han desarroflado metodologias muy
diversas como son, enlazamiento a Clg, precipitacion con PEG, microscopia
electrénica, inmunofluorescencia, radioinmunoensayo con células Raji,
interaccién con antiglobulinas, ultracentrifugacion, ELISA, consumo de
complemento etc.(6,8,10) para cuantificar los CI, las cuales aunque especificas
y sensibles sélo detectan, cada una de ellas, cierto tipo de complejos y ninguna
es suficiente para detectar la gran heterogeneidad de los posibles CI presentes
Por esta razon, se pretende correlacionar varias metodologias complementarias
cuya sensibilidad y especificidad pongan de manifiesto la totalidad de los CIC
de las diferentes ERAI v obtener resultados de mayor utilidad diagnostica.

La seleccidn de los métodos empleados se realizé basandose en su diferente
especificidad y sensibilidad para detectar diversas propiedades fisicoquimicas
de los complejos inmunes. Como son, en la Nefelometria, el tamafio del
complejo, en el PCA los CIC fijadores de complemento via clasica y alterna
“in vivo”, en el ELISA, y el Consumo de Complemento los CIC  fijadores de
complemento via clésica, y en la Via alterna de complemento detectar CIC
activadores de la viz alterna “in vitro” Ademas de que son pruebas sencillas vy

de bajo costo

IV.ANTECEDENTES

L. COMPLEJOS INMUNES

El estudio de los Clinicid en 1862, con Maurice Raynaud, dondc s¢ menciona
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por primera vez ¢l concepto de “enfermedad causada por complejos
inmunes” (16) Sin embargo, los CIC se han encontrado en la circulacion de
personas sanas sin ninguna manifestacion patoldgica (17), siendo un fendmeno
normal de la respuesta inmune, aqui juega un papel muy importante lz afinidad
antigeno-anticuerpo

Los CIC en ccasiones pueden provocar dafio tisular produciendo enfermedad
poer deposito de complejos fijadores de complemento sobre los tejidos, los
cuales son complejos de alta afinidad y en sujetos sanos son de baja afinidad o
no son fijadores de complemento por lo tante no causan dafio. Los complejos
inmunes localizados en las paredes vasculares producen hiperplasia del
endotelio, necrosis de la pared vascular, gran infiltracién por parte de los
neutrofilos aumente de la permeabilidad vascular. Las lesiones son muy
prominentes en el rifion con liberacién de grandes cantidades de proteina. En la
lesion tisular pueden visulizarse CI mediante inmunoflucrescencia -

En el glomérulo el complejo antigeno-anticuerpo aparecen en forma granufar e
irregular, el antigeno no se deposita en los vasos sanguineos, son ios complejos
solubles circulantes, de un tamafo pequefio formados por una o dos moléculas
de antigeno con ura o dos de anticuerpo que intervienen en la produccion de
enfermedades, son los complejos que se forman cuando hay exceso de antigeno,
los que circulan durante més tiempo y tienen la oportunidad de localizarse en
los vasos sanguineos y producir la inflamacién Al progresar la respuesta
inmune y formarse mds anticuerpo, se forman complejos grandes que se
combinan ficilmente con los fagocitos o células de Kupffer del higado v del
bazo vy circulan poco y son catabolizados y eliminados, por lo tanto. no
participan en la tesidn del tejido (18) A medida que pasa el tiempo, se forma
mis anticuerpo, se elimina ol antigeno y todos los complejos inmunes
desaparecen de la circulacion, la causa de la patologia clinica ya no existe v los
sintomas clinicos disminuyen

El aumente de la permeabilidad vascular que permite a los complejos penetrar

¢n las paredes vasculares se debe a las aminas vasoactivas como la histamina o
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la serotonina (19), la IgE participa y se combina con los baséfilos circulantes y
produce la liberacion de aminas vasoactivas Ast como el factor activador de
plaquetas (PAF) ef cual bace que las plaquetas se encuentren adheridas al
endotelio se agreguen v liberen mediadores intracelulares, tales come las
prostaglandinas También, hace que los neutrdfilos se agreguen y liberen
enzimas lisosomales y que los vasos sanguineos aumenten fa permeabilidad a
las proteinas. Si los fagocitos del higado y del bazo, disminuyen su actividad,
los complejos circulan mas tiempo y pueden localizarse en otros tejidos y
producir dafio.

El 1ifidn es el organo mas expuesto a presentar patologia por CI (20,21), los
cuales al quedar atrapados con facilidad en la membrana basal glomerular
{MBG), a causa de la estructura del endotelio renal, que permite estar en
contacto directe con la sangre por ef alto flujo sanguineo y la alta presion
hidrostatica en les glomérulos favorecen el dafio por deposito. Estos depositos
clectrodensos pueden ser o no fijadores de complemento v producir dafio
glomerular e identificarse mediante inmunoflucrescencia, el resultado final es
la insuficiencia renal cronica, con marcada proteinuria y azoemia

Los Cl, pueden disociarse por lz adicion de proteinas del complemento que se
insertan en el enrcjado de los complejos, facilitando su aclaramiento, por medio
de la formacién de CI ricos en C3b, los cuales son solubles y sin poder
inflamaterio. son captados rapidamente por las células de Kupffer en las
sinusoides hepiticas y rapidamente catabolizados (22,23) Se ha encontrado que
los individuos con ausencia completa de C2 y C4 tienen una incidencia mayor

de enfermedad por C1 (24)

2. PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD POR CIC

Las interacciones antigeno-anticuerpo pueden producr diferentes tipos de
lestones tisulazes, estos dafios son en gran parte debido a fa acthacion del
complementa ¢l cual es activado pot la via clsica, alterna v de las lectias

0



Durante la activacion se forman factores quimiotacticos y anafilacticos que
atraen neutrdfilos y se combina con los Cl a través del receptor C3b de
superficie, los neutrofilos fagocitan los complejos, durante la fagocitosis se
secretan enzimas, sustancias quimicas inflamatorias de Ios neutrdfilos y se
produce el dafio a la pared vascular (25).

Los antigenos deben satisfacer tres condiciones para provocar la enfermedad, el
antigeno debe ser inmunogénico, la cantidad de antigeno administrada debe ser
grande y debe de circular durante periodos suficientes para permitir que el
anticuerpo se combine con ellos.

El factor mis importante para el desarrollo de la enfermedad crénica por
compiejo inmune es la presencia continua del antigeno. Existen diferentes tipos
de antigenos que intervienen en la patologia de enfermedades por CIC, como
som, proteicos, bacterianos, parasitarios, virales, autélogos y desconocidos

En algunas enfermedades como el LES (26), hay un marcado aumento en la
produccion de autoanticuerpos, se destacan los anticuerpos al DNA nativo, al
DNA de una sola cadena, a una variedad de nucleoproteinas, nucleosomas,
componenies citoplasmaticos, antigenos de plaquetas, eritrocitos y neutréfilos,
los autoanticuerpos pueden combinarse con antigenos de la sangre o de los
liquidos de tejidos extracelulares y formar CI que provocan lesion tisular Los
complejos DNA-antiDNA, que se hallan en la membrana basal glomerular
(MBG), de los pacientes con lupus, son los principales responsables del dafio
tisular en el LES (27).

La AR (28,29) es una enfermedad inflamatoria cronica de las articulaciones,
donde cstan implicados los CI formados por anticuerpos de clase IgM o 1gG,
que reaccionan con Ja 1gG autdloga, A estos autoanticucrpos se le flama Factor
Reumatoide (FR)

La lista de padecimientos en 1os que s¢ han encontrado CI (30,31,32,33,34,33),
cada dia va en aumento como se puede ver en la tabla 1, razén por la cual sc
multiplican Jos estudios que tratan de aclarar, los mecanismos de formacion ¥

dafio de los CIC, asi como la metodelogia para cuantificarlos. esto puede servi
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para el monitoreo de la enfermedad, asi como para la evaluacién del tratamiento
y el prondstico de la enfermedad, pero se requiere que la deteccion de jos CIC
sea lo mas proximo al 100% de los casos, ningiin método ofrece esto, por lo
que se requiere realizar varios estudios que se complementen, para una mayor

deteccidn de CIC en los padecimientos.




TABLA 1.

PADECIMIENTOS FRECUENTES EN LOS QUE SE HAN
ENCONTRADOQ CIC (36)

1. ENFERMEDADES AUTOINMUNES
Lupus eritematoso sistémico

Artritis reumatoide

Vasculitis

Plrpura trombocitopénica

Nefropatia tipo IgA

2) INFECCIONES VIRALES
Mononucleosis infecciosa

Hepatitis

Influenza

Rukbeéola

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

3) INFECCIONES PARASITARIAS
Tripanosomiasts

Kala-azar

Malaria

Esquistosomiasis

Filariasis

4) ENFERMEDADES INFLAMATORIAS CRONICAS
Tuberculosis

Lepra

Sifilis

Brucelosis

Endocarditis bacteriana

Salmonelosis

Colitis ulcerativa

5) ENFERMEDADES MALIGNAS
Cancer

Seminoma

Carcinoma

Linfoma

Melanoma

6) ENFERMEDADES CRONICAS
Fnfermedad crénica del higado
Diabetes

_Enfermedades pulmonares erénicas




3. FISICOQUIMICA DE LA UNION ANTIGENO-ANTICUERPO

La formacién de los CI es un equilibrio dindmico y se realiza cuando se
combina en la circulacion el antigeno y el anticuerpo correspondiente Las
moléculas interactiian en una amplia variedad de fuerzas de enlace como son
no covalentes, enlaces electrostaticos, dipolo, puentes de hidrdgeno, fuerzas de
Vander Walls y enlaces hidrofobicos, todas estas fiierzas dependen del pH del
medio (37,38).

Antigeno ! -~ Anticuerpo
[ e — |

@ ?H(CHZ):; E"E‘;"’{ﬁ:(gﬂz)_ (IEH
=0 . N

(v) qH(CHz)n—c: | ¢ |/(;'_(CH2)n_C|H
C=0 H H- N
%I—H o , O:é]

(<) FH(CH;),,/ /(CHz)n—CIJH
o et

(@  CH(CHz), ~HsN — -0 -C”%CHz)nCH
. ¥ ‘\\ O i

N

Figura 1. La mleraccion de un sito de combinacion de un anticuerpo con su
determinante antigénico especifico (u homélogo) involucra la participacien de
enlaces electrostiticos dentro de los que se encuentran a) los enlaces por
puentes de hididgeno, b) las interacciones entre dipoles, ¢) las interacciones
hidrofébicas y d) los enlaces ionicos o salinos, ademds de algunos otres A
diferencia de los enlaces covalentes que poseen alta encrgia de umén (32-100
kCal/mol), los enlaces elecnostaticos son de baja encrgia {4-12 kCal/mol} v por
lo mismo se disocian ficilmente (39)
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La combinacion del anticuerpo con el antigeno homélogo para formar un

complejo es una reaccién reversible

Ag v Ab gTF Agab

Dende Ka es una constante de asociacién y Kd es una constante de disociacion,
la combinacion de la poblacion de anticuerpo y antigenos es descrito por la ley
de accion de masas.

La constante de equitibrio v ia extensidn de la reaccion entre el antigeno v el
anticuerpa se determina por la velocidad de reaccién a la que el antigeno, no
combinado se une al anticuerpe, comparada con la velocidad a la cual el
complejo AgAb se disocia, los estudios de cinética demuestran (que estas
reacciones tiener: velocidades de reaccidon mas grandes a la derecha vy hacia la
izquierda mas pequefias, por lo tanto las constantes de equilibrio se determinan
mas por la estabilidad del complejo formado, que por la velocidad a la cual se
combina el antigeno y el anticuerpo

Otro factor importante en la formacion de los CI es que, para un determinante
antigénico se forman diferentes anticuerpos, de los cuales algunos se uniran
mejor 2 los antigenos que otros, estos con mejor ataque enlazaran el antigeno
mas fucrtemente v esto nos conduce al concepto de afinidad que se refiere, a la
energia de enlace potencial contenida en cada uno de los sitios activos del
anticucrpo y en ella participan todas las posibles interacciones con el antigeno,
estas a su vez estan determinadas por el nimero y el tipo de grupos quimicos
reactivos presentes en el sit1o de combinacion, es por lo tanto una medida de la
fuerza de combinacién de! antigeno con el anticuerpe  Cuando se trata de
antigenos v anticuerpos multivalentes la interaccién es més compleja v se le
llama avidez Esta interaccion ongina diferentes tipos de complejos come sc ve

en la figura 2
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Figura 2. Esquema de reaccidén de las interacciones antigeno-anticuerpo El
complejo posible mas simple es AgAb, y este puede crecer en diferentes
formas (1) por adicién de una molécula de antigeno (flechas verticales), (2)
por adicién de una molécula de anticuerpo (flecha diagonal) y (3) por adicién
del complejo mas simple (flechas horizontales) (40)

En la mayoria de las reacciones antigeno-anticuerpo, la interaccion primarna cs
el reconocinuento especifico y la combinacién de un determinante antigénico.
con un sitio de unidn en su correspondiente anticuerpo  Se conoce gue los
aminodcidos importantes para la combinacion con el antigeno se localizan en la
region hipervariable de las cadenas H y L, la formacién de los CIC depende

también d¢ otros factores como los enunciados cn la tabla 2



TABLA 2

FACTORES QUE INFLUYEN EN EL TAMANO Y COMPOSICION
MOLECULAR DE LOS CIC (41)

1. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS

Clase, afinidad, niimero de sitios de reconocimiento especificos al antigeno
y propiedades para enlazarse 2 complemento.

2. CARACTERISTICAS DEL ANTIGENO

Tamafio, valencia, propiedades fisicoquimicas. carga, sclubilidad, distribucién
estérica de los determinantes antigénicos

3. DISPONIBELIDAD

Concentracidn absoluta de reactivos (relacién antigeno-anticuerpo), sintesis de
anticuerpo, entrada de antigeno soluble a la circulacién, eliminacion de CIC por
fagocitos del sistema reticule endotelial o por la deposicidn del complejo en el
tejido

4. INTERACCIONES ENTRE ANTIGENO Y ANTICUERPO

Enlaces hidrofobicos, cargas, interacciones entre los mismos complejos
{polimerizacién)

4. PRECIPITACION DE LOS CIC

Cuando el antigeno y ¢l anticuerpo respectivos interaccionan “in vitro”
foermando un complejo nmune Ag-Ab. el Cl pucde permanecer soluble o
precipitar La reaccidn sc considera no covalente, en la que fas moléculas
solubles pueden formar un precipitado. €l factor mas impaortante que determina
su precipitacion, s la concentracién del antigeno v del anlcuerpo, como s

muestra en fa figura 3 (40, 411)
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Figura 3. La curva de precipitacidn entre el antigeno y el anticuerpo tiene una
forma de campana y en ella se distinguen tres zonas Cuando la cantidad de
anticuerpo se mantiene fija y se varian las concentraciones de antigeno se
distinguen la zona de exceso de anticuerpo, la zona de equivalencia y la zona de
exceso de antigeno. En las zonas de exceso de amiigeno v de exceso de
anticuerpo, aunque los reactantes se encuentren unidos, el tamafo de los
agregados moleculares no es lo suficientemente grande, para salirse de la
solucion y precipitar, en estos casos, los CI se mantienen predominantemente
como CI solubles (39),

En la zona de exceso de anticuerpo todo el antigeno adicionado, formara Cl
pequefios, los cuales no precipitaran de manera espontanea, no hay antigeno
libre pero si anticuerpo, todos o la mayoria de los determinantes antipénicos se
encuentran interaccionande con moiéculas de anticuerpo

Ern la zona de equivalencia, se alcanzara una concentracidn maxima de
precipitado, en esta zona, el nimero de determinantes antigénicos es igual al
namero de sities activos de los anticuerpos, por lo que ¢l entrecruzanuento s
maximo formandose asi una red de precipitacion, ninguno o por lo menos mu

poce antigeno v anticuerpo permancee soluble



En la zona de exceso de antigeno, con la adicion de mas antigeno se produce
menos precipitado, los complejos formados son peguefios, porque los sitios
activos de los anticuerpos han sido ocupados v las oportunidades de umén son

limitadas, de mode que estos permanecen solubles.

5. ANTIGENOS

Se llama antigeno a cualquier molécula solubte o paritculada que puede unirse
de forma especifica a un anticuerpo producido en un animal inmunocompetente
algunos de los antigenos mas inmunégenos son los polisacaridos bacterianos,
proteinas como las cubiertas de los virus, nucleoproteinas, glicolipidos,
glicoproteinas, la mayor inmunogenicidad es la de las proteinas y la menor la de
los acidos nucleicos (22,24,39).

Debido a que las moléculas antigénicas son més grandes que su region de umén
con el anticuerpo, se une a ciertas regiones llamadas determinantes antigénicos
O epitdpos, existen multiples epitdpos por antigeno y cada uno de ellos pueds
ser reconocido por un anticuerpo distinto. En el caso de los fosofolipidos o de
azQcares complejos, los determinantes dependen de la propia estructura
primaria de la molécula, pero en el caso de los 4cidos nucleicos y proteinas, és
importante el plegamiento de estas moléculas

Las condiciones necesarias para la antigenicidad de los antigenos son. la
complejidad estructural, tamafic molecular, heterogeneidad estructural, carga
eléctrica, accesibilidad de los determinantes antigénicos, conformacién esténca

configuracion Optica y la forma fisica

6. ANTICUERPOS

Las inmunoglobulinas son moléculas glicoprotéicas con actividad de
anticuerpo, es decir tienen la propiedad de combinarse con ¢l antigeno mnductar
de su formacion (413 Dichas inmunoglobulinas sc pueden encontrar solubles en
suero o plasma, o anclados a la membrana de los Iinfocitos B constituyendo el
receptor para antigenos (BCR. B Cell receptor) de estas células
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Todas las moléculas de anticuerpe comparten el mismo patron estructural y
poseen caracteristicas fisicoquimicas muy similares, todas las moiéculas de
anticuerpo estan constituidas de cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas
pesadas (H) de 50-75 kD de aproximadamente 420 aminodcidos y dos cadenas
ligeras (L) de 2 a 25 kD de 110 aminoacidos Dentro de las cadenas H y L
tenemos regiones variables y regiones constantes La comparaciéon de ias
secuencias de las cadenas pesadas y las ligeras revela la existencia de una eran
varizbilidad al nivel de los extremos aminoterminales (Nt} v a este grupo de
aminodcidos préximos al extremo Nt se conoce como regién variable VL, para
las cadenas ligeras y VH para las cadenas pesadas, la variabilidad de las
regiones V no es uniforme, sino que se concentra en tres segmentos cortos
denominados regiones de hipervariabilidad CDR1, CDR2 y CDR3.

Las cadenas polipeptidicas no existen como cadenas lineales de aminoacidos,
sino que estén plegadas por enlaces disulfuros en regiones globulares liamados
dominios, de fa cadena H, se designan Vi v Cgl,Cr2,Cr3,Crd v los dominios
de fa cadena L, se designan Vi y C.. En las inmunoglobulinas IeG, IgA ¢ IgD
se han identificado 3 dominios Cy1,Cy2,Cy3, en las inmunogiobulinas IgE e
IgM se ha identificado un dominio adicional Cy4 La propiedad biclogica de
fijar el complemento radica en la fraccion Fe de las inmunoglobulinas

Los estudios de interaccion de los diferentes fragmentos generados por
hidrdlisis enzimatica con el antigeno permitieron establecer que fos sitios de
combinacion de la molécula del anticuerpo, que se combina con el antigeno esta
formado por solo un pequefio nitmero de aminoacidos en las regiones V de las
cadenas H y L vy radica en el extremo amino terminal. Las inmunoglobulinas
interaccionan v activan al sistema complemento, ¢n el dominio Cu2 de la 126G
y en el dominio Cu3 de la IgM, asimismo, las inmunoglobulinas que se fijan a
las células cebadas y baséfiios lo hacen a traves de sus dominios Cy,3 (TeGy o
Cud (12E) (39)

Una region importante en fa moléeula de inmunoglobulina es la region de la

bisagra, s una zona flexible y esta expuesta a las enzimas y a sustancias como

LG



la papaina, la pepsina y al 2-mercaptoetanol.

Los eniaces disulfuro entre los residuos de cisteina son esenciales para la
estructura normal tridimensional, estos enlaces pueden ser de cadena H a
cadena H, de cadena H a cadena L. de Cadena I. a cadena L, la estructura de la

inmunoglobulina se muestra en la figura 4.

cadena
ligera
— puentes

region de la disulfuro
visagra

Fc

Figura 4. La moiécula de inmunoglobulina tiene dos cadenas polipeptidicas
diferentes la cadena pesada (obscura) y la cadena ligera (clara) Cada
inmunoglobulina esti formada por dos cadenas ligeras idénticas y dos pesadas
también idénticas, las cuales se unen por medio de los puentes disulfuro, las
cadenas pesadas quedan divididas en dominios Cut, Cu2, Cyi3, Cud y Vi las
ligeras en dominios llamados Vi.y C La digestién con papaina rompe las
inmunoglobulinas en dos fragmentos un Fc receptor de complemento y dos Fab
receptores de antigeno. En la region variable hay regiones CDR que son fas
receptoras de antigeno (38)

Las inmunoglobulinas humanas estan clasificadas en cinco clases o 15011pos,
basadas en la estructura primaria de sus respectivas cadenas pesadas, 1gG (y),
IgA (), IgM (u), 1gE (8), gD {8) v pucden contener cualquiera de los dos
tipos de cadenas ligeras k y A Las caractetisticas de cada una de¢ las

mmunoglobulinas estan conienidas en la tabla 3



TABLA 3
CARACTERISTICAS GENERALES Y PROPIEDADES BIOLOGICAS
DE LAS INMUNOGLOBULINAS (39)
Clase IsM ieG IzA 1D IgE
Cadenas pesadas mu (p)  gammad{y) alfa(o) delta(8) epsilon (g)

Polimerizacién pentaméro mondimero  dimero  mondmero monomeroc
Cosficiente de Sed 198 75 78/135 7-88 35
Peso molecular kD 900 140-150 160/320 150-160 200
Cont. de carbohud. (%) 10 25 10 ¢ 12
Cadena | si no si ne no
Componente secretor no no si no no
Valencia 3 2 2/4 2 2
Termoestabilidad a 56°C  estable estable estable estable labil
Conc. ensuero (mg/dly  50-200  800-1600 30-500 3-5 15-450
Abundancia en secrec + + -t - -
Paso a través de placenta no 51 no no no
Activacién de Complemento s1 si no no no
Vida media en diag 9-11 25.33 6-8 23 2
Afinidad por cel cebadas no si(IgG1) no no s1
Afimdad por macréfagos no sl no no ne

7. COMPLEMENTO

El sistema complemento (23,39) es el mecanismo efector humoral mas
imporiante de la respuesta inmune y junio a los fagocitos es responsable de la
inmunidad innata, la funcién principal es la eliminacion de patégenos y el inicio
de fa nflamacion, [os componentes  interaccionan entre si Las proteinas del
complemento se activan en cascada, permitiendo amplhificar una rtespuesta
micialmente débil, una sola molécula de C3b activa a millones ¢n pocos
minutes La activaciédn se realiza por diferentes vias, la via alterna, clasica v dce
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las lectinas (38) las cuales convergen un una fase terminal o litica. La via
alterna, se activa a partir de C3b formado en la via clasica o de forma
esponténéa, las superficies activadoras, como las paredes bacterianas, permiten
fa unién covalente de C3b y Io protegen de la accién inactivadora del factor I
que hidroliza a C3b para generar iC3b (C3b inactivo) y C3f, y después a iC3b
en C3c y C3dg . El factor B se une a C3b en ef complejo C3bB, que es
hidrolizado por D para dar la proteasa C3bBb Esta es estabilizada por el factor
P o properdina y a su vez hidroliza a C3, formandose asi, mas moléculas de
C3b, que actiian como puntos de formacién de mas complejos C3bBb y se unen
a ellos. El complejo resultante C3bBb3b actila como convertasa de C5, dando
lugar a los fragmentos C5a y C5b. La activacién de la via alternativa supone un
mecanismo de amplificacion del sistema complemento, va que utiliza como
sustrato a su producto (C3b).

La via clisica sélo se activa en respuesta a complejos antigeno-anticuerpo, es
muy selectiva y esta acoplada a la inmunidad especifica a través de los
anticuerpos Se activa por la unién del complejo antigeno-anticuerpo a Clg, la
region Fc de una molécula de IgM, IgGl, IgG2, IgG3 unida al antigeno
interacciona con el complejo Cl (C1g-Clr-Cls) y provoca un cambio
conformacional, que hace que ¢l Clr hidrolice a Cls para que pueda hidrolizar
a C4 y generar Cdb y Cda. Clq no se une a IgG4, 1gE, 1gA o IgD Un enlace
tioéster de C4 queda expuesto en C4b, lo que permite unirse covalentemente al
patégenc C4b es atractivo para C2, que al unirse se hace sustrato de Cls
generando la convertasa de C3 de la via clasica (C4b2a) Posteriormente, ésta
hidroliza a C3 dando los fragmentos C3b y C3a C3a fomenta la migracion y
activacion de los fagocitos, y C3b se asocia con C4b2a para formar el complejo
C4b2a3b, que es [a convertasa de C3. El fragmento C5b se une covalentemente
a la superficic activadora, convirtiéndose cn un punto de formacion del
complejo de ataque a la membrana Por su parte CSa y C3a son anafilotoxmas.
que st unen a reoeptores cspecificos en mastocitos y basofilos, mduaendo

desgranulacion y liberacién de histamina aumentando la permeabilidad vasculas
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y el flujo sanguineo local por contraccion del musculo liso.

Se dice que una tercera via de activacion del complemento es a través de un
mecanismo independiente de anticuerpo, se inicia por una lectina, es decir, una
proteina especifica de carbohidratos como la presente en la superficie de
muchos microorganismos denominada MBL (manosa binding lectin ¢ lectina
que une manosa). MBL se pega a los patdgenos, activa a una serin proteasa y es
capaz de inducir la actividad litica del complejo de aiaque a la membrana y la
promocion de fa fagocitosis por la via clasica, en la figura 5. se observan las

tres vias de activacion del complemento

Via clisica

Complejo antigeno-anticuerpo

(IgG 0 TgM)

¥ _
Cl— Cl
| C4
\i, _/‘a Convertasa de C3  convertasa de C3
C4 + 2 —————————= (4b2a ——2> (C4b2a3b

A )
Via de Ias lectinas !
MBLMSAP==>MASP 3 > C367 qcs/f%\b Csb
3a C3a
CSWCBbC“——>C3bBbP —=3==> C3bBb3bP Co
. convertasa convertasa C7
superficies factor de C3 de C5 C8
bacterianas, B.P
polisacaridos .
Factor D
Via aiterna amplificacién complejo de ataque

Figura 5. Activacidn del complemento por las tres vias, clasica, alterna y de las
lectinas (38)
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El fragmento C3b s el punto de confluencia de las vias de activacidn, una vez
formado C3b, se une covalentemente a las superficies activadoras, y por la
simple accién de la via alterna conduce a la activacion del procese terminal a
través del fragmento C5b generado por la convertasa C3bBb De todas las
proteinas del complemento, el componente C3 es el de mayor concentracién en
sangre y tiene proteinas reguladoras que impiden su activacién espontanea, C3
esta formado por dos cadenas o v § unidas por puentes disulfuro. La cadena o
contiene todos los lugares de unida con las membranas y receptores, cuando C3
es activado por la convertasa se producen dos fragmentos procedentes de la
cadena o (C3a, C3b). Un enlace tioéster del fragmento C3b queda expuesto al
medio, la mayoria de las moléculas de C3b (que esta en estado activo se
denomina metaestable), reacciona con agua y no participan en la activacién de
la cascada. Un porcentaje de moléculas de C3b forman uniones covalentes con
los patogenos iniciando la via alternativa, o con las convertasas de C3
(C4b2a,C3bBbP), dando lugar a las CS convertasas generadas por la via clasica
0 alternativa, inician la activacién de los factores terminales del complemento,
para formar el complejo C5b678, la actividad litica se adquiere cuando el C9 se
adhiere para formar el canal cilindrico transmembranal Los poros formados en
la superficie celular producen lisis por ésmosis y estallamiento.

Cada componente del comptemento realiza una funcion especial, por gjemplo el
Clq es capaz de reconocer los compiejos antigeno-anticuerpo, la MBL ticne
una funcion equivalente al Clq reconoce azicares de los patégenos, otros son
amplificadores como el Clr, Cls, MASP, C2a. Bb y D Otros fragmentos de
proteinas (CZa y Bb) son capaces de fijar covalentemenie a las dos proteasas
centrales (C3b y C4b) sobre el patégeno o antigeno cerca del cual se estd
activando complemento Los fagocitos y otras células como los eritrocitos
tienen estos receptores y por cso su deposicion sobre los patdgenos o antigenos
(opsonizacion) mejora la fagocitosis y la eliminacion de CIC Ademas el CSa es
un factor quimiotactico, que atrac monocios, neutréfilos y macrotagos al lugar

de activacidn de! complemento



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde 1862 (16) se han desarrollade diversas metodologias para demostrar la
presencia de los complejos inmunes circulantes (CIC) (6,42,43) Sin embargo,
cada una de ellas se basa en la deteccién de sélo algunas de las propiedades
fisicoguimicas de la gran heterogeneidad de CIC, lo que provoca que algunas
técnicas no detecten [a presencia de CIC en tanto que otras si. Debido a que no
se tiene un método capaz de cuantificar la gran variedad de propiedades
fisicoquimicas de los diferentes tipos de complejos inmunes
Se realizé un andlisis de los métodos més accesibles de realizar en el
laboratorio clinico, y que en forma conjunta detecten la presencia de la gran
gama de CIC existentes. Estos métodos fiteron  valorados por su sensibifidad y
especificidad, sobre las diversas propiedades fisicoquimicas de los Complejos
Inmunes (CI) contenidos en los sueros de fos pacientes, entre otras, si  son
fijadores de complemento via clasica o via alterna o si no lo son Con este
critesio los métodos evaluados fueron:

* Nefelométrico cen PEG (Creighton 1973)

» Anafilaxia Cutinea Pasiva (PCA) (Watanabe 1977}

e ELISA por Clq (Lin 1983)

* Consumo de Complemento (Harkiss 1979)

» Cuanuficacion del inductor de la wvia alterna del complemento

(VAC) (Fine 1972)

Todes estos métodos fucron analizados experimentalmente en un grupo de
pacientes con cnfermedad reumdtica autoinmune (ERAID v s¢ evaluo la
importancia de su complementariedad metodologica en la deteccién de los

diversos tipos de CI
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VL OBJETIVOS

Objetivo General

Detectar la mayor cantidad de CIC de la gran heterogeneidad de CIC existentes
en los sueros de pacientes con diversas enfermedades reumaticas autoinmunes
y otras enfermedades sugestivas de presencia de CIC, por medio del empleo de

diversas metodologias complementarias, para hacer evidente dichos complejos.
Objetivos particulares

1. Seleccionar los posibles métodos complementarios que sirvan para detectar
el 100% de los complejos inmunes.

2. Colectar muestras de pacientes con CIC en enfermedades reumdticas
autoinmunes y en otras enfermedades con sospecha de presencia de CIC v
sujetos sanos de banco de sangre

3. Determinar la sensibilidad vy especificidad de las diversas metodologias
seleccionadas
a) Cuantificacion de CIC por Nefelometria LASER
b) Determinacion de C1C por Anafiiaxia Cutinea Pasiva
¢) Cuantificacion de CIC por ELISA con Clq
dy Determinacién de CIC por Consumo de Complemento
¢) Determinacion de CIC por activacion de la Via Alterna  det

Complemento

4 Analizar los 1esultados obtemdos por los cinca métodos y determinar su
complementaricdad ¢ 1importancia de su integracion para la adecuada y
correcta interpretaciin en la deteccion de la presencia de la gran gama de

los diversos tipos de CIC




VIL HIPOTESIS DE TRABAJO

Con base, en el fundamento de cada método y potencialmente el tipo de
complejos que pueden detectar se espera, poder cuantificar con el método
nefelométrico, todo tipo de complejos excepto los de naturaleza lipoproteica v
los de tamafio grande, que seran eliminados por delipidacién v centrifugacion,
¢on el métedo de Anafilaxia Cutdnea Pasiva se demostrarda la presencia de
complejos fijadores de complemento por las dos vias, con los métodos ELISA
con Clq y Consumo de Complemento se cuantificaran aquellos complejos
fijadores de complemento por la via clasica y el método de la via alterna
detectara aguellos complejos activadores por esta via.

En consecuencia se encontrara la mayor sensibilidad y especificidad para
detectar [a amplia gama de CIC presentes en pacientes con ERAI y/o en otras
enfermedades sugestivas de CI. Al complementarse los métodos seleccionados
para la deteccidn de las diferentes propiedades fisicoquimicas de la gran
heterogeneidad de CIC posibles en cada paciente Los sueros que resulien con
CIC por un método no necesariamenie tendran que serlo por los demds Por fo
tanto se requiere de diversos métodos complementarios para lograr detectar el
100% de los casos de CIC. Un solo método puede no ser demostrativo de la

presencia de CIC

VILL. METODOLOGIA

1. TIPO DE ESTUDIO

Se lleva a cabo un estudio de tipo observacional, prespectivo, transversal v

comparativo scgun la clasificacion de Méndez




2. UNIVERSO DE TRABAJO

A. GRUPO EXPERIMENTAL
Criterigs de inclusion

a. Cincuenta pacientes, de ambos sexos, 32 de ellos con diagndstico de LES, 8
con AR, 10 con diagnostico probable de ERAI (P ERAI)

b. Pacientes que acudiana Ja consulta de Reumatoiogia.

¢. Pacientes clasificados de acuerdo a los criterios de la Sociedad Mexicana de
Reumatologia
Criterios de exclusién

a. Pacientes que no acudian a la consulta de Reumatologia

b. Pacientes con otros padecimientos no reumatoldgicos

B. GRUPO CONTROL
Criterios de inclusion
a. Sueros de 50 sujetos sanos del grupo de donadores del Banco de Sangre de!
Centro Médico la Raza, IMSS
b Edad entre 18 y 50 afios
¢ De ambos sexos clinicamente sanos
Criterios de exclusién
a  Todos los sujctos aparentemente sanos, pero rechazados por algtin motivg,

al ser enirevistados por el médico del Banco de Sangre

C. VARIABLE DEPENDIENTE

Concentraciones de los CIC. positividad a eflos

D. VARIABLES INDEPENDIENTES
Sexo y edad de los pacientes, tiempo de evolucién

El diagnéstico con alguna enfermedad reumatica autoinmune o sugestiva de
Cic
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3. MATERIAL Y METODOS

A. MATERIAL Y EQUIPO
a. Equipo

Refnigerador 4°C
Congelador —70 °C
Centrifuga refrigerada
Centrifuga clinica
Nefelémetro
Espectrofatometro

Lector de ELISA automatico
Incubadora

Bafio Maria

Potencidmetro

Agitador vortex genie
Cronémetro

Agitador magnético

b. Material

Tubos de ensayo 13 x 100
Tubos de centrifuga graduados
Tubos Eppendorf

Vasos de precipitado
Matraces aforados

Pipetas graduadas

Pipetas volumétricas

Pipetas automaticas 5, 10, 20, 50y 75
Termdmetio —10 a 200° €
Barra magnética

Membranas de dialisis

Celdas OVEL 055N Universal Cuvettes

Especificaciones

Toledo 08-211

American

DAMON /IEC DIVISION. PR 6000
Sol-Bat, Mod J 12

Behring Laser Nephelometer
Zeiss, Mod. PM 2 DL
Biodist, LP 400, Sanofi P
MAPSA Mod. EC-445
Prescision Scientific, W
Coming, Mod. 7

Lab-Line instruments
Tinemark

Sybron / Thermoline
Especificaciones

Pyrex

Pyrex

Pyrex 250, 300, 1000 mL
Pyrex 250, 500. 1000 y 2000 mL
Pyrex 1.5, 10mL

Pyrex 1,5 10 mL

Clinicon Mannheim GMBH

Brannan

Behring



Filtros Millipore HA tamafio de poro 0.45 Millipore

Rastrillos Gillette

Placas in;nunolén Diamedix Microassay
Tijeras

Gradillas

Papel indicador

Jeringas de 1 mL con aguja de 25x16 mm Plastipack

¢. Material biolbgico

20 cobayos albinos de 300 gr Aproximadamente

50 sueros de pacientes (32 LES, 8 AR y 10 P. ERAI (Probable Enfermedad
Reumdtica Autoinmune)

5G sueros de personas clinicamente sanas

Sangre tipo O, Rh positivo

Gamma Globuline Humana (Lab. Hyland S.A. de C V)

Mezcla de sueros humanos normales {como fuente de complemento)

d. Soluciones y reactivos

Sulfato de sodio 0.62 M

Sulfato de sodio 2 18 M

Hidréxido de sodio 5 N

Hidréxido de sodio 3 N

Amortiguador de fosfatos 0 2 M pH 8, con cloruro de sodio 0.15 M (PBS)
Amortiguador saling veronal pH § 3

Amortiguador de boratos 0 1 M pH 8 3

Amortiguador carbonato de sodio 10X, pH9 8

Amortiguador veronal gelatina con EGTA 0 01 M. cloruro de magnesic 4 G0Z M
EDTA disdédica, 02 M pH 7 5 (EDTA)

PEG al 3 6 % p/v en soi de boratos 0 1M, pH 83

PLEG al 12 5% p/v en sol de boratos ¢ 1 M, pH 8.3
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PEG al 25 % p/v en sol de boratos 0 1 M, pH 8 3

Colorante azul de Evans al 0 5 % p/v en sol salina esténl

Solucion de p-nitrofenilfosfato (p-NPP)

Clorure de sedio 0 85 % piv

Salina 0.9 % p/v, pH 7 5

Eritrocitos de carnero sensibilizados al 0 5§ %

Solucion de eritrocitos glutationados

Gamma Globulina Humana, Laboratorios Hyfand, S.A. de C V.

Gamma Globulina Humana Agregada por calentamiento (GGHA)

Control negativo plasma recalcificado, con azida de sodio 0 1% p/v

Control débil positivo: 6% de albimina sérica bovina vy bajo nivel de GGHA,
con azida de sodio al 0 1% p/v

Control fuerte positivo 6% de albiimina sérica bovina y nivel alio de GGHA,
con zzida de sodio al 0 1% p/v

Conjugado de anti-IgG mas IgM marcado con fosfatasa alcalina con 0 001 M y
azida de sodio al 0 02 % pfv

Diluyente sérico contiene albiimina sérica bovina al 0.6 %, tween 20 al 0.05 %

en PBS 0 01M vy azida de sodio 0 002 % p/v

Heptanol Merck
Butanol Merck
Cloroforme Merck
Inulina Merck

Glutatién reducido Merck

B. TOMA DE MUESTRA

A los pacientes cn ayuno de 12 horas se les toma una muestra de sangre venosa,
entre las 700 y 800 horas AM en tubo seroldgico de 13 x 100 mm sin
anticoagulante, dejar reposar la sangre 1 hora para contraccion del coagulo v
pasteriormente sepatar o suero por centrifugacion a 1250 g por 10 nun
alicuotar y guardar en tubos Eppendorf y conservara 20 ° C
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C. PREPARACION DE GAMMA GLOBULINA HUMANA AGREGADA
POR CALENTAMIENTO (GGHA)(44,45)

Disolverila Gamma globulina humana (GGH) en 2 mL de amortiguador de
fosfatos 0 2 M, pH 8, con cloruro de sodio 0.15 M, calentar a 63 °C por 25 min
con agitacion constante, dejar reposar la GGHA a 4°C en bafio de hielo, por
una hora y precipitar adicionando sulfato de sodio 2.18 M hasta obtener una
concentracion final de 0.62 M, resuspender el precipitado en amortiguador de
fosfatos 0.2 M, pH 8 con cloruro de sodio 0.15 M, dializar la GGHA con el
mismo amortiguador y cuantificar la concentracién de proteinas por el

métode de Lowry (46) alicuotar la GGHA y guardar a -70°C
D. METODOS CLINICOS

L.CUANTIFICACION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
POR NEFELOMETRIA LASER

1.1 FUNDAMENTO TEORICO

El método Nefelométrico se basa en la precipitacién de los CIC, por la adicidn
de concentracion baja de PEG (3 6% del polimero PEG-6000) (47.48) a
temperatura ambiente a la cual ocurre la precipitacidén rapidamente y sin
desnaturalizacion del CI, produciendo una solucién turbia. que se cuantifica
por Nefelometria (5,49,50) la cual utiliza como fuente de luz una lampara de
Helio-Nedn con una longitud de onda de 632.8 nm (fig 6) El rayo del Laser
pasa a través de dos rejillas dpticas hacia la cubeta on donde se encuentra la
reaccion que va ha ser medida, posteriormente ¢l rayc que no sc desvia en su
trayectoria es atrapado en una trampa optica La luz esparcida, por los Cl de la
cubeta ¢s dirigida por un sistema de lentes convexos hacia un fotodiodo ¢ cual
transforma la encrgia luminosa cn energia eléctrica, solamente la luz desviada
enun angulo de 5° y 11 ° ¢s tomada en consideracidn, la nrensidad de la lus

desviada cs proporcional a la concentractén del complejo en la mucsta

)
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Tohdiodo wolbrmetro

Figura 6. Cuantificacién de CIC por nefelometria Laser con PEG

1.2 PROCEDIMIENTO

1.2.1 DELIPIDACION DE LOS SUEROS

En un tubo de ensayo se afladen 1 5 partes de suero y una parte de la mezcla
extractiva Heptano-Butanol (20.1 v/v) v se agita medio minuto, centrifugar por
10 minutos a 1600 g y de la fase superior, hacer una dilucién de suero 1:10 en

amortiguador de borates 0 L M, pH 8 3

1.2.1 MEZCLA DE REACCION

Nota Todos los reactivos de fa mezcla de reaccién excepto, las muestra se
filtran en filtros Millipore HA tamafio de poro 0.45 pm para eliminar las
impurezas

En una celda, poner 10 pL de Ja muestra diluida 1 10 en amortiguador de
boratos 0.1 M, pH 8 3, 20 uL de EDTA. 20 uL de amortiguador veronal salina
pH 8.3, 10 pL de amortiguador de boratos 0.1 M, pH § 3 y 200 uL de PEG-
6000 (3 6% p/v en amortiguador de boratos), agitar e incubar una hora a
temperatura ambiente, finalmente agitar suavemente y leer en ¢l Nefelémetro
Preparar el blance de reactivos con 20 ul de EDTA, 20 puL de amortiguador
veronal salina, 20 pL de amortiguador de boratos y 200 puL de PEG —6000
Preparar la curva patron con GGHA  hacer § driuciones seriadas dobles v
colecar 10 pul. de suero humane normal delipidado v diluido ¥ 10, 20 pl. de
EDTA |, 20 ul. de amortiguador veronal saling y 200 ul de PEG-6000 a cada
una de las celdas v cantinuar con el procedumiente artiba descrito (Fig 7)

A



SUERO NORMAL

0
CURVA PATRON PROBLEMA BLANCO
Iie parte de GGHA } Delipidacién 20uL de EDTA
y h 4 y
Preparar 8 diluciones ! Dilueién de muestras 1:10 20 ul de AVS
Y
10 WL de cada dil , 10 (L de muestra diluida, I LzouLdeAB ]
r y
10 pL de SHN L 20 de EDTA j
delipidado, diluido 1:10
— ¥ ( 20 pb de AVS 7
I 20uL de EDTA —| ¢
v J 10pL de AB —I
( 20 uL de AVS I
' Y
'r‘l 200 L dePEGai36% | |

y
’ Tncubar 1Hr a T A j

Agstar

A

Leer en ¢l Nelelometro

Figura 7. Diagrama de la deternunacién de CIC por Nefelometria Liser con PEG
AVS amortiguador veronal salina, AR amortiguador de beratos
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2.DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
POR ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA

2.1 FUNDAMENTO TEORICO

Se basa en la reaccion especifica entre ¢l CIC del paciente y el complemento
del cobayo (42,43). La aplicacién “in stu” de suerc de paciente, deposita al
CICen la piel del cobayo, la activacion del complemento (44) trac como
consecuencia ¢l incremento de la permeabilidad vascular y esto facilita ia
salida de liquido y de células hacia ¢ sitio de la lesidn, la liberacién de factores
quimiotécticos, C5a y C5b,6,7 atraen polimorfonucleares quienes durante la
fagocitosis generan y liberan al medio los metabolitos de oxigeno, y de
anafilotoxinas C3a y C5a, provocando la desgranulacién de céluias cebadas y
liberacion de histamina endogena que ejerce efectos sobre los endotelios de los
vasos sanguineos, aumentando su permeabitidad vascular, y sobre los musculos
lisos promoviendo su contraccidn (45,46) esta vasodilatacion se evidencia por
la aplicacion intravenosa del colorante azul de Evan's, el cua! se extravasa, en
la region de la epidermis donde se fijo el complejo inmune del paciente,
reaccion que se observa macroscopicamente por la presencia de una mancha
azul

El paciente que no contigne CIC dard una reaceion negativa, por [0 que no s

observa ninguna mancha de colorante en la picl dei cobayo
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Figura 8 Representa ¢l fundamento de La reaceidn de Anafiloas Cutdnca Pasiva
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2.2 PROCEDIMIENTO

Se emplean cobayos albinos de 300 g aproximadamente, rasurar el abdomen e
inocular con una jeringa de 1 mL, via intradérmica, 0.1 mL de suero normal o
problema, se aplican de 8 a 10 muestras, incluyendo un control positivo
(GGHA en solucién amortiguadora de fosfatos 02 M, pH 8.0, con cloruro de
sodio 0.15 M) y control negativo (amortiguador de fosfatos 0.2 M, con cloruro
de sodio 0.15 M, pH 8.0} dejar reaccionar por 30 minutos e inocular por via
intravenosa 1 ml de colorante azul de Evan's (sol Inyectable 0 5% en
solucion salina estéril), dejar y después de 10 minutos, observar la reaccién en
la piel, en caso necesario sacrificar al animal y levantar la piel para observar
mejor la reaccion de Anafilaxiz Cutdnea Pasiva que se manifiesta por una

mancha azul (Fig.9).



Rasurar ¢l abdomen
del cobayo

Control positi )
Inocular intradérmica
0.1 mL
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Medir ¢l dismetre de
la mancha

Figura 9. Dugrama de la determmacion de CIC por Anafilania Cutdnea Pasiva




3.CUANTIFICACION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
POR ELISA CON Clq

3.1 FUNDAMENTO TEQORICO

El Clq dei complemento, adherido a las placas de inmunotén, se incuba con la
muestra y si ésta, contiene CIC cuya parte inmunoglobulinica sea del tipo IgG
(IgGl1, 1gG2, 1gG3) o IgM. EI Clg se une a la porcidn Fo¢ de las
inmunoglobulinas (54). El CIC adherido a Clq se pone de manifiesto con un
conjugado anti-IgG e IgM marcado con fosfatasa alcalina, este conjugado se
une a las inmunoglobulinas del CI y se revela con un sustrato p-nitrofencl
fosfato (incoloro), el sustrato es hidrolizado por la enzima presente formando ¢l
p-nitrofenol de color amarillo (55), la intensidad del color es leida en un fector
de ELISA a 405 nm y es proporcional a la cantidad del CIC presente en la
muestra (fig 10)




Placa con Clg Muestra con CIC Placa -Cl1q-CIC
L e
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O g g 45 munutos
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Placa- Cig- CIC Marcadas con fosfatasa marcadas

%/‘VJ\O
8 @/O X@ o
/ \ H 37°C ‘(b
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I
S @ 70 )—Q/O
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Fagura 10. Muestra ¢f principio de la determmacion de CI1C por ELISA con C1



3.2 PROCEDIMIENTO

3.2.1 DILUCION DE LA MUESTRA
Diluir las muestras empieando 5 pi. del suero problema, el suero control y la

curva patrdn con 200 pL del diluyente sérico, difucién final 1 41

3.2.2 REACCION

Colocar 100 pL de los diversas muestras, suero control y en estudio Reservar
un pozo para cada muestra, control o patron y agregar 100 pL del diluyente
sérico para el blanco. Incubar a temperaiura ambiente por 20 minutos, lavar tres
veces con solucién salina isotdnica (0 9% p/v, pH 7 4) con intervalos de 5
minutos en agitacidn constante, eliminar v adsorber el exceso sobre papel
secante.

Adicionar 100 uL del conjugado Anti-mmunoglobulinas 1gG e IgM marcado
con fosfatasa alcalina en amortiguador Tris (0.0025M, albumina sérica bovina
0 2% p/v, cloruro de magnesio 0001 M, cloruro de sodio 0 02%p/v) en cada
pozo Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos. nuevamente lavar 3
veces con solucién salina isoténica, con ntervalos de 5 minutos con agitacién
constante, eliminar y adsorber scbre papel secante

Colocar 100 uL de sustrato de p-NPP (Solucién de para nitrofenol fosfato
Img/mL} Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, parar la reaccion
por la adicion de 100 pL de hidréxado de sodio 3M a cada pozo. Se lee la
absorbancia a 405 nm contra el blanco de reactivos en un lector de ELISA
(fig11)
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4. DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
POR CONSUMO DE COMPLEMENTO

4.1 FUNDAMENTO TEORICO

Los complejes inmunes son precipitados del suero con PEG  (56), éstos se
ponen en contacto con el complemente humano de titulo conocido, ef cual por
medio de su unidad de reconocimiento ¢l Clq, se une a la porcidén Fc de las
inmunoglobulinas del complejo y después de un periode de 30 munutos de
incubacion, al complemento residual se le adiciona globulos rojos de carnero
sensibilizados, los cuales se unen al complemento, después de otro periodo de
incubacion se presenta la lisis de los eritrocitos y la intensidad del color se lee a

530 nm y se hace el calculo correspondiente (fig.11)

Suero con CI 90 min4°C Complejo SHN fuente de
Ag-Ab + PEG o » precipitado | T complemento
centnfugacion *Ag-Ab o (Clq)
Ag-ab-Clg
.\___
‘\ ) + C!
7
Consumo de residual
complemento

Entrocito de mnunogiobulinas Sistema Complemento [asis proporcional al
wirnero heméhtico 1esidual C7 residual

Figura 11. Fundamento de la deternunacion de C1C por consumo complemento




4.2 REACCION DE CONSUMO DE COMPLEMENTO

A02 ml‘ de suero normal o problema se adiciona 50 uL de amortiguador de
boratos 0 1 M, pH 83, SCuL de EDTA disédica G 2 M, pH 7.5y 0.1 mL de
PEG al 12.5 % en amortiguador de boratos, agitar y dejar 90 min 2 4 °C,
centrifugar a 1700 g , 10 minutos a 4 °C, descartar el sobrenadante, el
precipitado se resuspende y se lava adicionando 1 ml. de PEG al 2 5% Py,
Buevamente centrifugar a 1700 g por 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante se
descarta y el precipitado se resuspende en 50 uk de amortiguador veronal
gelatina pH 7.4, adicionar 20 uL de complemento humano (mezcla de SHN) e
incubar 30 min. a 37°C, colocar los tubos a 4 °C en bafio de hieio y a cada
muestra agregar 0.68 mL de amortiguador veronal gelatina v 025 mL de
eritrocitos de camero sensibilizados al 0.5%, incubar 30 minutos a 37 °C,
centrifugar a2 170Cg por 10 min a 4° C, finalmente el sobrenadante se lee a
530 nm En forma adecuada y bajo las mismas condiciones, se prepara el

blanco de 0% de hemélisis v el control 100% de hemélisis

CURVA CONTROL
Se utiliza la GGHA diluida en amortiguador de veronal gelatina pH 7 4, v se

hacen 8 diluciones seriadas dobles

CONTROL NEGATIVO

Preparar un blanco con 70 uL de amortiguador veronal gelating pll 7 4

CONTROL 100 % DE HEMOLISIS

Preparar con 20 pl. de suero humano normal {complemento), 50 pl de
amortiguador veronal gelating pH 7 4 (fig 12)
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MUESTRA
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Figura 12. Determinacién de CiC por consumo de complemente AB amortisuador de
boratos, AVG  Amortguader  veronal

selatima, O complemento
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S.DETERMINACION DE COMPLEJOS INMUNES CIRCULANTES
POR LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

5.1 FUNDAMENTO TEORICO

Hay complejos que activan la via zlterna del complemento, para su activacién
requiere de iones Mg"” pero no de iones Ca'", por esto se le agrega EGTA(57),
como agente quelante preferentemente del Ca™"y se agrega un exceso de Mg
parz asegurar que la activacion del complemento sea por la via alterna ¥ No por
fa via clasica, que requiere necesariamente del calcio para formar el complejo
trimolecular (C1q,Clr,Cls) Se emplean eritrocitos glutationados que tienen
una mayor estabilidad, v son mas resistentes a fa lisis inespecifica, sirven como
indicadores de la fijacion del complemente por via alterna, la cual si se activa
por los CI, entonces los estos eritrocitos glutationados se lisaran y la intensidad
del color se lee a 541 nm

Como fuente de complemento se emplea suero humano normal Como control
positivo se emplea la inulina, como inductor de la via alterna del complemento,
marcando la eficacia de la activacién del complemento del suero humano

normal (fig.13).

Mg“ C\Lﬂgj
SHN + SHP + EGTA  + @ — v

fuente de  suero humano eritrocito lisis
complemento  problema glutationado

Figura 13. Activacion de la via alterna del complemento por CIC

S.2 PROCEDIMIENTO
Preparacion de eritrocitos glutationados (ER-GL.)

IR



Se extraen 5 mL de sangre O, Rh positivo, con 02 mL de citrato de sodio 0 5
M, se favan los eritrocitos tres veces con cloruro de sodio 0 85 % p/v, se deja en
el tubo el paquete de células, se pone en un tubo de centrifuga graduado de 15
mL 0 061g de Glutatiéon reducido (GSH), 0.4 mL de agua y gotas de hidréxido
de sodic SN hasta disolucién total, se agita, se ajusta el pH a 9 con hidroxido de
sodio 1 N, aforar a un volumen de § mL con agua Afadir 0 3 mL de eritrocitos
del paquete celular previamente lavado al Glutatién vy mezclar, incubar 30 min
A 37°C, lavar con solucidn salina fria dos veces, lavar con amortiguador
veronal gelatina hasta que el sobremadants este claro y resuspender en 2
mL de amortiguador veronal gelatina Ajustar los eritrocitos a 5 x10% células

pormL o a una absorbanciade 0 1 a 541 nm (58)

Volumen micial X D.O

- =volumen requerido
D.O obtenida e
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Tubo 1 2 3 4 5 G 7 8
contrel  control control control  comtrol pacienic control  coatrol
Negativo  positivo Degativo  posinve  negativo neganvo
Inulina  Ioulina ER-GL dchsis  SHN  SHP viaclasica s C’

Inddina  50pl  50uL

AdeC 73uL S5uL I25uL 100uL. 160pul  100pL  100uL
ER-GL 10GuL  100pL  100pl 100 ph  100pL 100 LOOpL  100pL
SHN 20uL 25uL, 20pL 20ul

Agua 125pl

SHP SpL

GGHA Sul. 3pL

v

Incubar a 37°C por 60 munutos

Adicionar 2 mL de solucién salina fria

v

Centnifugar 700 g por 5 minutos

v

Leer a 540 nm

I.Blanco de control negative de Inulma, 2.Controi positivo de Inulina. 3. Blanco de
amortiguador dc complemento con EGTA. 4. contral 100 % de hemolisis, 5. Control
de SHN. 6. Suero problema, 7. Control de GGHA. 8. Blanco de GGHA s sucio

A.de C": amoruguador de complemento, ER-GL: cntrocitos ghntationados. SHN:
suero humano normal, SHP: sucro humano problema, GGHA: samma globulma
humana agregada

Figura 14, Determinacion de CIC por 1z activacién de b via alterna de complemento




E.METODOS ESTADISTICOS (66)

Los métodos estadisticos que se utilizardn para el anélisis son a) métodos
descriptivos como media, desviacién estandar, coeficiente de variacion y
porcentajes de sumas positivos, b) analisis de regresion lineal, ¢} t de student
para la comparacién entre los grupos enfermo y control, d) analsis de
correlacion entre métodos y e) valoracién clinica por medio de la sensibilidad
diagnostica, especificidad diagnéstica, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, eficiencia r

Se utilizard un paquete estadistico para realizar los analisis como el SPSS o

statgraphics.

Media aritmética de un conjunto de n observaciones X1,Xz ,... .. X, es igual a
la suma de las observaciones dividida entre n. Es una medida de tendencia

central y se expresa en forma simbélica, Ia media muestral es-

n
X
1=1

"i =
Desviacion estandar, es una medida de la variacion entre los miembros de una

muestra estadistica, esta representada por la formula

5 /=X, Xy
n-1

La desviacion estandar se da en las unidades fisicas de las observaciones y esto

Tepresenta una gran ventaja

Coeficiente de variacién, cs una medida de dispersion relativa, pues esta
exenta de umdades y s expresa en porcentaje, se usa para comparar
distribuciones con diferentes unidades o para comparar las dispersiones de dos

distribuciones diferentes su formula es:

S

v~ (100
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Andlisis de regresién lineal, es util para determinar la forma probable de [a
ecuacion entre las variables (la ecuacién que relaciona a ambas variables}
cuando hay un fenémeno de causa efecto, su objetivo principal es el de predecir
o estimar el valor de una variable dependiente (Y) correspondiente al valor dado
de la otra variable independiente (X)
Y=a+bX

El anilisis de correlacion, consiste en lz medicién del grado o ntensidad de
asociacién entre dos variables sin importar cual es causa y cual es efecto
Cuando se puede demostrar que la variacién de una variable esta de algiin modo
asociada con la variacion de otra, entonces se puede decir que las dos variables
estan corretacionadas. Una correlacion puede ser positiva cuando al aumentar
una variabie fa otra también aumenta, o negativa cuando al aumentar una
variable la otra disminuye. El coeficiente de correlacion de Pearson estd dadc
por

__EXY, -nXY

VEX (Y 0T

Es importante determinar el modelo matematico a utilizar ¥ $1 88 CONOCE que es
lineal, se procede a ajustar a una recta llamada recta de regresion lineal o recta
de ajuste El método mas empleado es por minimos cuadrados, que consiste en
ajustar la recta que cumpla con (a condicién de que la suma de los cuadrados de
las desviaciones de cada valor observado Y de su correspondiente valor de
prediccion, sea minima
2(Yi- ¥1)*  sea minima

Distribucién t-student, ¢s la distribucion de la variable alcatora bajo la
hipdtesis de que v ¢s un cntero pasitivo llamade grados de libertad de la
distribucién t, X y Y son variables aleatorias independientes de las cuales X cs
normal con mediz y vananza |, v Y tiene una distribucion Ji-cuadiada con v

grados de libertad
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Valoracién clinica de los cinco métodos para detectar CIC. (59)
Las caracteristicas diagnosticas de los cinco métedos de laboratorio son
definidas por su sensibilidad y especificidad diagnésticas y por su valor
predictivo.
La sensibilidad diagnéstica (Sp) sefiala la probabilidad de obtener un
resultado positivo cuande el individuo padece una enfermedad en este caso
ERAL
PV
— X
S v 10
Mientras que 1z especificidad diagnéstica de una prueba (Ep) da cuenta de la

probabilidad de obtener un resultado negativo cuando el individuo esta sano.

Ep X 100

NV
T PF+ NV

PV Positivo verdadero = enfermos con prueba positiva
PF Positive falso = sanos con prueba positiva
NV Negattvo verdadero = sanos con prueba negativa

NEF: Negativo falso = enfermos con prueba negativa

Una prueba perfecta tendria un 100% de sensibilidad y un 100 % de

especificidad

El valor predictivo de los métodos utilizados para determinar CIC sefiala la
probabilidad de que la prucba reflcje con exactitud la presencia o ausencia de
enfermedad El valor predictive positivo (VPP) es la probabilidad de que la
enfermedad este presente cuando la prucba cs positiva

VP il Moo
AU ST
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Elvalor predictiva negativo (VPN) es fa probabilidad de que este presente la

enfermedad cuando el resultado es negativo

vPN=—Y %100
NF +NV

La eficiencia (EF) de una prueba indica el porcentaje de pacientes que se
clasifican correctamente y tienen ta enfermedad de acuerdo con los resultados

PV +NV

EF" ———— X100
PV+PF+NV +NF
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IX. RESULTADOS

1. NEFELOMETRIA LASER CON PEG

En la tabla 1 se muestra la curva de calibracion y la relacion existente entre las
diferentes concentraciones de GGHA, asi como la GGH sin agregar y su lectura
en volts, el coeficiente de correlacion (r) en ambos casos fue excelente Las
rectas en la grafica 1 muestran pendientes distintas lo que indica que “per se”
la GGH scluble no interfiere en las lecturas producidas por ei compleio de
GGHA

TABLA 1

Curva de calibracion con GGHA y GGH no agregada

Concentracién Lectura en volts (Y)

En pg/mL de proteina GGHA GGH sin agregar
(X) (A) (B)
1084 4,96 014

542 248 0.09
271 1.23 008
135 061 007
68 030 0.06
34 014 005
17 006 004
8 002 004

r=0991 r=0931

~ ~

Y- 00147+ 0450X Y =00454 0 0186X
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Los valores de referencia se obtuvieren del arupo de 50 donadores del banco de
sangre (tabla 2), todos en condiciones muy parecidas de salud y clasificados
como sancs, los sueros se delipidaron El inteivale de corte fue X +28 = 643
ug/mL, par encima de este dato se consideran resultados positivos Estos sueres
sin dehipidar mostraron lecturas mas clevadas, y cn general un ¢oeficiente de
variabilidad mucho mayor que en los delipidados, esto es debido a la
concentracion de lipidos encontrada cn los sucros de los pacientes y quc

interfiere dando turbidez, por Jo que se hace necesatia la delipidacion

Sy



TABLA 2

Sueros humanos normales delipidados y sin delipidar, Ia concentracién del
complejo esta dada en pg/mL

I:Suero Delipidado  no delipidado Suero Delipidado No delipidado—l

1 476 432 26 454 844
P 476 542 27 693 367
3 388 246 28 563 476
4 258 478 28 216 241
5 324 389 30 324 497
& 754 1126 31 606 319
7 324 411 3z 389 476
8 259 606 33 281 801
9 216 495 34 411 1278
10 218 866 35 367 456
i 150 671 36 583 757
12 757 888 37 237 476
13 411 823 38 367 671
14 367 2405 39 346 454
15 324 649 40 346 476
16 519 649 41 259 432
17 389 497 42 216 454
18 389 649 43 216 324
19 302 778 44 367 563
20 259 432 45 324 367
21 251 208 46 528 737
22 367 628 47 346 432
23 281 757 43 541 584
24 345 606 49 411 584
25 432 389 50 432 757

Nu delipidade X -631 2pg/ml §=323 pg/mh. CV =5117% X +28=277 ug/ml
Delipidado X =379pg/ml. S= 133 pg/mL CV=35% X +25=645 pg/mlL

Para ver el efecta det PEG-6000, la prucha se realizd con v sin PEG En la tabla
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3y gréfica 2, se observa que el efecto del PEG es de amplificar {a reaccién de
precipitacion del complejo presente {GGHA), ya que en ausencia del mismo, el
complejd por si solo, provoca lecturas menores pero diferentes, las pendientes
de las dos rectas son distintas

TABLA 3

Efecto del polietilenglicol sobre el complejo inmune

Concentracion Lectura en velts (Y)
en pg/ml. de GGHA Sistema con PEG Sistema sin PEG
(xX) {A) (B)
1084 514 145
542 2.56 073
271 1.27 045
135 0.63 0.29
68 031 0.20
34 015 016
17 0.06 0.14
8 0.03 013
. I=0991 j r=0.931
Y =-0.01436 +0 47X Y =0.12+0 122

Ademas se comprobé que en la curva de calibracién con el sobrenadante

[e2]
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obtenido después de centrifigar la GGHA delipidada, no contiene a estos
complejos proteicos (tabla 4 y grafica 3) Esto demuestra que lz delipidacion y
la centrifugacion no afectan al complejo inmune

TABLA 4
Efecto de la delipidacion y centrifugacién sobre el CI (GGHA)

Concentracion Lectura en velts (Y)

En pg/ml de GGHA Precipitado sobrenadante
(X} ) (8)
1084 424 023

542 218 011
27 115 006
135 0.64 0.03
68 038 002
34 0.25 001
17 018 0.00
8 015 000

r=0.987 r=90059

~

Y=0123+038% Y =0004+0.02X
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vl sobrenadante (8) no

54



La tabla 6 muestra el resumen de sueros de pacientes que resultaron positivos

por Nefelometria Laser

TABLA 5

Sueros de pacientes analizados por Nefelometria Liser con PEG

Padecimiento sueros sueros % de pesitives % de positivos

analizados  positivos  por enfermedad  del total de 50 SHP

LES 32 22 68.7 44
AR 8 2 250 4
P ERAJ 10 3 300 6
Total 50 27 54

LES: Lupus Eritematoso Sistémico
AR Artritis Reumatoide
P. ERAL Probable Enfermedad Reumatica Autoinmune



2. ANAFILAXIA CUTANEA PASIVA

La GGHA se utilizo como control positivo, la cual manifestd una mancha
circular promedio de 0.8 cm de diametro, considerada como una reaccion PCA
positiva y se inoculd una soiucién amortiguadora de fosfatos pH 8 0 con cloruro
de sodio 0.15 M como control negativo y no se presentd reaccién Tambisn se
analizaron 50 sueros normales, los resultados estan en la tabla 8, el intervalo de
corte fue de 0-5.76 mm. Por encima de este dato se consideran valores

positivos

TABLA 6

Resultados de los sueros humanos normales analizados por PCA

No de suero PCA (mm) No. de suero PCA(mm)

1 2 26 2z
2 27 2

3 o 28 3
4 0 29 4
5 2 30 10
6 2 37 3
7 2 32 2
8 2 33 3
9 3 34 4
10 1 35 1
11 2 36 2
12 3 37 2
13 2 38 1
14 5 39 3
15 4 40 2
16 2 4] 2
17 2 42 2
18 ] 43 2
19 2 44 2
20 ] 45 i
21 2 40 2
22 2 47 2
23 3 48 3
24 2 490 O
25 1 50 2

A 202 mm § 1 d47mm CV 9, V28 576 mm



Valor promedio del control positivo, 08 em. n=10

Valor promedio del control negativo, 0.1 ecm  n=10

Los resultados de los sueros de pacientes estan contenidos en la tabla 7

TABLA 7

Sueros de pacientes analizados por PCA

Padecimiento sueres sueros Ye positivos % de pusitivos
analizados  positivos  por enfermedad  del total de S0 SHP
LES 3z 26 82 52
AR & 6 75.0 12
P-ERAI 10 6 60.0 12
Total 30 38 76

LES Lupus Eritematoso Sistémico
AR Artritis Reumatoide

P ERAI Probable Enfermedad Reumatica Autoinmune

hi)



3. ELISA CON Clg
La curva de calibracién se muestra en la tabla 8 y grafica 4, en elia se aprecia
una relacién directa entre la concentracion de GGHA vy la absorbancta a 405

nm, con una correlacidon excelente (r=099)

TABLA 8
Curva de calibracién con GGHA para el método de ELISA con Clg

Concentracion de GGHA. En pg/mL (X)  absorbancia per 1000 (Y)

1084 6159.42
542 3200 10
271 1720.40
135 977 86
68 612.06
34 426 42
17 333.60
8 284.4
¥=b+mX ¥=24078+546 X r=099
GRAFICA 4
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Grifiea 4. Relacion entre las diferentes concentraciones de GGHA § las
absorbancias
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Se emplearon 10 sueros control negativos, 10 sueros débil positivos y 50 sueros
de personas sanas, de este grupo tenemos los siguientes resultados' X = 2 54
ne/ml, 8= 4.56 pg/mi, X 28, ¥ +28=11 66 ug/mi, los datos se encuentran en

la tabla 9, ademas se presenta el resumen de la positividad de los 50 sueros de

pacientes en la tabla 10

TABLA 9

Sueros normales analizados por ELISA con Clq

No. de suero concentracion No. de suero concenfracion
1 1.50 26 2.60
2 14.69 27 3.06
3 242 28 242
4 0.95 209 462
5 1157 30 038
6 462 31 242
7 443 32 0.00
8 242 33 0.00
9 000 34 000
10 000 35 638
11 058 36 .50
i2 0.00 37 14.70
13 000 38 2,41
14 6.08 39 0.93
15 260 40 11 59
16 095 41 462
17 242 42 4 40
i8 4 69 43 2.45
19 150 44 050
20 1157 45 000
21 443 46 0.00
22 000 47 000
23 000 48 608
24 ¢ 08 49 258
25 000 50 0.50

X -2 54 ug/mlL S 450 pg/ml,

cCv

A4q

179 5%

X +28 = 1166 ug/mL



TABLA 10

Sueros de pacientes analizados por ELISA con Clg

Padecimiento  sueros Sueros % positivos % de positivos
analizados  positives  por enfermedad  del total de 50 SHP
LES 3z 16 50 32
AR 8 3 37.5 6
P ERAI 10 3 30 6
Total 50 22 44

LES Lupus Eritematoso Sistémico
AR Artritis Reumatoide

P. ERAI Probable Enfermedad Reumatica Autoinmune
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4. CONSUMO DE COMPLEMENTO

Se utilizo la GGHA como un complejo fijador de complemento via clasica, se
trabajaron 10 concentraciones diferentes, y una mezcla (pool) de sueros de
personas sanas (normales) con titulo de complemento conocido, los resultados
obtenidos se encuentran en la tabla 11 Asi como la curva de consumo de

complemento en la grafica 5

TABLA 11

Consumo de complemento de l2 GGHA utilizada como complejo inmune

Dilucién concentracion de GGHA % de complemento
en [1g/0.2 mL
1'30 216 80 96.34
1.60 108 40 9634
1120 5420 96.34
1:240 2710 9470
1.480 13.55 8958
1:960 6.77 79.15
1:1920 3.38 68.45
1 3840 1.69 5500
[.7680 0.%4 41 33
1 15360 042 3530
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Los valores obtenidos en el grupo de sujetos sanos son, X =82 %, $=4.85 %,
el limite superior considerado la percentil 95 45%, fue ¥ +28=179 %, los

valores estdn en la tabla 12 y Jos resultados de los 50 pacientes analizados en fa
tabla 13

TABLA 12

Sueros de personas sanas analizadas por consumo de complemento

No. desuero % de complemento  No. desuero % de complemento

consumido consumido
1 91 26 153
2 2.0 27 8.4
3 20 23 40
4 12.0 29 10.3
5 12.5 30 14 0
6 9.7 31 79
7 9.8 32 G0
8 6.5 33 95
9 26 34 101
10 21 35 83
H 78 36 I3
iz 12.7 37 2.0
13 15 38 97
[4 95 39 142
15 65 40 100
16 152 41 [ 8
17 7.0 42 1.0
18 130 43 102
1% 4.0 44 161
20 2.1 45 10
21 94 46 90
22 105 47 141
23 00 43 118
24 141 49 160
25 81 50 65

X-82 % S5-485% CV=591% XN A428=179%




TABLA 13

Sueros de pacientes analizados por consumo de complemento

Padecimiento SUEros

sueros % positivos % de positivos
analizados  positivos  por enfermedad  del total de 50 SHP
LES 32 22 68.7 44
AR g 3 500 6
P.ERAI 16 4 40 0 8
Total 50 29 58

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

AR Artritis Reumatoide

P ERAI: Probable Enfermedad Reumética Autommune
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5. VIA ALTERNA DE COMPLEMENTO

Se utilizé la Inulina como activador de la via alterna del complemento y mostré
un promedio de activacion de 53 46%. Se probo la GGHA vy el resultado fue
negativoe, los resultados se observan en fa tabia 14 v se ve como la GGHA en
presencia de suero humano normal da un ligero aumento en las absorbancias,

perono activa la via alterna del complemento

TABLA 14
Datos gue demuestran que Ia GGHA no activan Ia via alterna del
complemento
Concentracion de  absorbancia abserbancia % de activacidn
en pg/mlL Con SHN sin SHN via alterna
1084 0.135 0.032 0
542 0129 0.025 0
271 0120 0.017 0
135 0118 0.019 0
68 0098 0021 0
34 0100 0015 0
17 0120 0018 0
8.5 0116 0030 0
05 1
0.4 GRAFICA 6
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Grafica 6. Muestra la falta de activacién de [a via alterna del

complemento por la GGHA
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TABLA 15

Sueros humanos normales analizados por activacién de Ia via alterna del
complemento

No. de suero

% de activacion

No. de suero

% de activacion

1 0.20 26 Q00
2 0.71 27 1.40
3 310 28 010
4 050 29 150
5 070 30 0.00
6 0.1¢ 31 170
7 0.60 32 010
8 0.50 33 1.80
S 020 34 020
10 290 35 2.00
11 280 36 0.00
12 290 37 030
I3 0.0 38 245
14 0.40 39 630
15 0.00 40 230
i6 0006 41 000
17 050 42 258
18 090 43 0.10
19 0.00 44 000
20 098 45 2 86
21 G oo 46 240
22 G20 47 270
23 (98 48 010
24 0.10 49 000
25 120 50 040
X =086% S=0905% CvV=105% X +28=2.671%
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TABLA 16
Sueros de pacientes analizados por activacién de la via alterna de

complemento

Padecimiento  sueros sueros % positivos % de positivos

analizados  positives  por enfermedad  del total de 50 SHP

LES 12 14 437 28
AR 8 5 657 10
P.ERAI 10 3 30.0 6
Total 50 22 44

LES: Lupus Eritematoso Sistémico
AR: Artritis Reumatoide
P. ERAT: Probable Enfermedad Reumatica Autoinmune
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6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS
La tabla 17 muestra los resultados obtenidos por los cinco métodos en los SHN y sus valores

de corte nermal, que serviran de parametro para evaluar fa anormalidad de los SHP, tabla 18

TABLA 17

Resultados de los SHN obtenidos por los cinco métodos

No. Nefelo PCA ELISA Consumo Via No. Mefelo PCA ELISA Consumo Via
metria de alterna metria de aiterna
Suero ug/ml mm  ugimi Comple- % Suero ug/mL Mm ug/mi Comple- % |
menic % mento %

1 478.0 2 1,50 9.10 0.20 26 454.0 2 260 1530 0.00
2 478.0 2 14.69 2.00 0.71 27 693.0 1 3.0 8.40 140
3 389.0 o] 242 2.00 .10 28 563.0 3 2.42 14.00 010
4 2590 0 0.95 12.00 0.50 29 218.0 4 4.62 10.30 1.50
5 3240 2 11.57 12.50 .70 30 324.0 10 0.58 14.00 0.00
6 754 0 2 462 9.70 0.10 31 606.0 5 242 7.90 1.70
7 3240 2 443 980 0.60 32 389.0 2 0.00 6.0C 0.10
8 259.0 2 2.42 6.50 050 33 281.¢ 5 0.00 9.50 1.80
9 216.0 3 0.00 260 0.20 34 411.0 4 0.00 1010 020
10 2180 1 0.00 21¢ 290 35 367.0 1 6.38 8 30 200
11 150.0 2 0.58 7.80 280 36 563.0 6 1.50 130 0.00
12 757.0 3 0.00 12.70 2.90 37 237.0 2 1470 240 0.30
13 411.0 8 000 150 0.00 38 367.0 1 2.41 970 2.45
14 387.0 5 608 9 50 0.40 39 346.0 3 0.93 14.20 0.30
15 3240 4 2860 8 50 000 40 346.C 4] 11.58 10 GO 2.30
16 519.0 2 095 1520 0.00 41 2590 4 462 180 goo
17 389.0 2 2.42 700 050 42 2160 3 4 40 100 258
18 389.0 1 4.89 1360 090 43 216.0 7 2.45 10.20 014
1¢ 3020 8 1.50 400 000 44 367.0 2 0.50 16 10 0.00
20 259.0 1 11.57 210 093 45 324.0 1 c 00 100 286
21 251.0 9 4.43 940 000 45 6280 10 000 900 2.40
22 367.0 2 0.00 10 50 0.20 47 346.0 2 0.00 14.10 270
23 281.0 3 Q.00 000 0.98 48 5410 g 6.08 11.80 010
24 3460 10 6.08 14 10 0.10 49 4110 2 2.58 16 G0 ©.00
L__.J_E“S_ 4320 1 0 00 810 1.20 50 432 0 4 050 850 0 49

R[:bl IMENES ESTADISTICOS: VALORES NORMA LES, ESTUDIO DE CORTE

( Estadisticos Nefefometrig PCA ELISA Consumo de Via |
alterna

‘ Muestrales Ug/mL mm ug/mL Complemento % %

l b's 379 ug/mL 2mm 2 54ug/mL 8.20% 0 86%

i S 133 ug/mL 1 87mm 4 BBug/mL 4 85% 091%

kAb"ajores Normales (.Y 428) ) 113- 645 ug!mL O 5 76 mm 0»:] 1_ _66ug/mL p-«17 90% B 0-2757%

!':7




TABLA 8

Resultados de los SHP obtenidos por los cinco métodos

No . Padeci Nefelo PCA ELISA Cons. Via | No. Padeci Nefelo PCA ELISA Cons Via
mientc metria de alterna miento metria de alierma

ug/mL mm ugimlL C % % ug/mb. Mm ug/mt C % %
1 LES 1038+ 20+ 4051+ 9130+ 5.16+) 129 LES 1126+ 10+  1.13- 45.92+ 16.63+
4 LES 736+ 21+ 2.15- 28,30+ 8.50+| 130 LES 487+ 5- 18.52+ 3250+ 775+
6 LES 736+ 12+ 1432+ 6520+ 3,02+ 133 LES 563- 13+ 000- 1930+ 000-
7 LES 757+ 13+ 15058+ 29.74+ 0.00-] 137 LES 324- 10+ 0.00- 1 90- 1637+
9 1LES 930+ 16+ 1358+ 23,03+ 17.39+ 138 |ES 866+ 6+ 4.24- 63.48+ 000-
bl LES 1169+ 15+ 6.26- 79.71+ 3.01+ 156 LES 649+ 2- 26,59+ 28.40+ 0.00-
14 LES 1321+ 15+ 5589+ 232- D00 157 LES 476- 10+ 11.94+ 69.43+ 0.00-
15 LES 974+ 15+ 76,40+ 10.50- 0.00- 2 AR 476- 8+ 26 60+ 50.30+ 0.00-
18 LES 757+ 10+ 000- 5664+ 0.00- 25 AR 450- 3- 8.57- 13.10- 1.80-
19 LES 1082+ 3- 15.05+ 0.00- 0.004 31 AR 658+ 8+ 8.64- B8.40- 1280+
20 LES 932+ 12+ 1570+ 22.01+ 1.80-4 80 AR 470- 4+ 582- 560- 11.20+
24 LES 1184+ 7+ 6.81- 298 1904128 AR 563- 6+ 186.0+ 4088+ 000-
26 Lks 957+ 1-  4.80- 11.20- 0.00- 143 AR 367- 10+ 0.00- 20.30+ 13.98+
28 LES 671+ 10+ 2.05- 4895+ 1.94- 144 AR 649+ 10+ 0.00- 9.40- 16.832+
29 LES 432- 7+ 7B.80+ 2950+ 490+ 154 AR 324- 7+ 17.61+ 188 453+
72 LES 497- 25+ 11 75+ 46.85+ 1227+ 131 PERAl  216- 10+ 0.59- {12.39- 2040+
73 LES 606- 15+ 000 82.93+ 10.964 132 P ERAI 324. 10+ 0.00- 13.33- 0.60-
74 LES 4074+ 23+ 1850+ 4.53- 0.00} 134 PERAl 866+ 2- 0.00- 11.33- 0.23-
77 LES 476- 2- 4.24- 210- 15.20+} 136 PERAI 871+ 8+ 15056+ 285 1502+
78 LES 870+ 15+ 50.40+ 22,18+ 0.00-] 139 P ERA! 432- 3- 6.08- 1224+ 000-
83 LES 714+ 2. 5389- 4405+ 0.72-] 140 P.ERA 516- 2- 260- 2218+ 0.00-
84 LES 2058+ 2- 000- 1084~ 0.00-f 141 P ERAI 693+ 8+ 18.46+ 22.01+ 0.00-
85 LES 324- B8+ 0.00- 980- 15.304f 142 P.ERAI 213- 1- 14,13+ 15.39+ 0.00-
87 LEs 714+ 15+ 8 64- 26,54+ 8.50+ 153 P.ERAI 367- 15+ 0.00- 2.09- 1909+
127 LES 184- 10+ 17.02+ 1930+ 0.00] 155 PERAI  281- 8+ 0.00- 3280+ 171-
P.ERAI= probablc cnfermedad rcumatica autoinmune.  + = Resultado positivo, - = Resultado

ncgativo

Otros estudios realizados a los sucros de los pacientes. relacionados con la positividad o neganvidad se

obscrva en la tablz 19
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TABLA 19
Caracteristicas de los sueros problema

No Suerc Latex WR CH50 ©3 C4 AAN a-DNA nef PCA ELISA ConC viaalt
1 LES 63 52 11 N N P B P P P
4  LES 10 89 4 162 2180 p p N P P
5 LES 60 87 18 38 250 p P P P P
7 LES Y0 40 70 670 1657 P P P p N
9 LES M 82 4 182 2180 P P P P P
11 LES 38 28 4 256 N PP N P P
14  LES 79 154 60 31 %2 P P P N N
15 LES 70 53 ¢ 256 16 PP P N N
18 LES N 10 8 11 5 P P N P N
19 LES N 20 72 30 14 P N P N N
20 LES 79 68 58 N P P P A N
24 LES 66 59 23 N P P N N N
25 LES 50 65 © 256 256 P N N N N
28 LES 73 98 ¢ p P N P N
28 LES 95 83 8 B4 B4 N p P P P
72 LES 95 83 & 64 64 N P P P P
73 LES 98 95 18 1258 N P N P P
74 LES 86 47 18 P P P N N
77 LES 158 87 8 256 N N N N N P
79 LEs 62 3 4 18 16 P P P P N
83 LES 100 60 69 256 16 P N N P N
84 LES 60 23 6 64 N P N N N N
85 LES 50 4 5 1190 243 N P N N P
87 LES 86 57 B 16 16 P p N P P
127 LES N N N P P P N
129 LES 72 9 80 N N P P N P P
130 LES 100 133 30 N N N N =4 P P
133 LES 201 27 N N P N P N
137 LES 78 18D 46 N N N P N N F
138 LES 79 103 64 N N P P N P N
156 LES 84 134 88 N P N P P N
157 LES N 10 62 47 g9 N < P P N
2 AR P 160 N N N P P P N
25 AR N N 80 89 28 N N N N N N N
31 AR P 10240 P P N N P
80 AR P 10240 72 67 23 N 256 N N N N P
128 AR P 10240 7 167 60 16 N N P P P N
143 AR N 20 70 100 60 N =4 N P P
144 AR 125 116 68 N P P N N P
154 AR N 10 85 148 42 N N N P P N P
131 P ERAI 98 BG 40 N P N N P
132 P ERA} 89 73 35 N =] N N N
134 P ERAI 110 122 35 e N N N N
136 P ERAI N b P P N P
139 P ERAI 95 100 40 N N P P N
140 P ERAI 85 89 27 N N N P N
141 P ERA| 100 70 25 PP P e N
142 PERAI P 20 15 77 40 NN P P N
153 P.ERAI 79 20 12 N N P N N P
155 P ERAJ 70 98 &2 N N P N P N

WR = Waller Rose, P = positvo, N

C3 = componente C3 de| complemento, C4

anrtinucleares, a-DNA = anticuerpas anti-

Valores Nomales Latex = neg, WR = <80, CH50 = 95-150 U/mL, C3 = 47-
Mg/dL, AAN= <164, a-DNA = neg

[y

=negativo, CH50 = Complemento hemdifice a1 50%.

= componente C4 del complemento, AAN = anticuerpos
DNA,
131 mg/dL, C4=20-50
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TABLA 20
Resumen de resultados de los pacientes reportados en porciento de positivos
por padecimiento y relacionado con el el porciento global de positivos
obtenido por cada método

PADEC | SUERGS { NEFELOM PCA ELISA CONS DE |ViA ALTERNA
ANAL COMP DECOM |

LES | 32 22 26 16 22 14
100% | ©69% 81.25 50% | 68.75% | 4370% |

AR 8 2 6 3 3 5
100% | 25% 75% 37.5% | 37.5% 67.5%

P.ERAI| 10 3 5 3 4 3
100% |  30% 80% 30% 40% 30% |

ToTAL | 50 27 38 22 29 22

GLOBAL| 100% |  54% 76% 44% 58% 6% |
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Grifica 7. En la grafica sc observa como le mejor prucba para detectar CIC en fas
cniermedades estudiadas es el PCA
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X. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realizé con el paquete SPSS V 80 y los resultados se

presentan en el siguiente cuadro

CUADRO 1
Método Grupo [ N Media Desviacién T P
Estandar | calculada
Nefelometria | E 50 [71926 ug/ml. | 596.15 4032 0.000
S |50 [36740 pg/mL| 15921 |
PCA E [50[ 948mm 5.832 8.221 0 000
S |30 2.44mm 1.631 ,
ELISA E | 50! 1660pgml | 30317 3.13 0.003
S 50| 3157ug/mi | 3.81s
Consumode | E 50 | 26.555 % 23.473 537 0.000 ]
complemento. ™5 g 3zias 4685 |
Viaaltenade| E | 50 5.362% 6743 467 0 000
Complemento — IS0 8% 598

Al comparar los resuttados estadisticos para cada uno de los métodos se observa
un comportamiento similar para todos, una mayor variabilidad del grupo enfermo
que el sano y los promedios de ambos grupos son significativamente diferentes ya

que las significancias de ias comparaciones son todas inferiores a 0 05
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CUADRO 2

Grupo contrel, individuos sanos

Nefelometria PCA BLISA Consumo de Via
conplemento alterna
Nefelometria | Correlacian 1000 099 - 095 192 -013
de Pearson
s1g (2 colas) 495 512 182 926
N 50 30 50 50 30
PCA Correlacion 099 1 Q00 -121 292 - 171
de Pearson
s1g.(2 colas) 495 402 039 233
N 50 50 50 50 50
ELISA Correlacion -093 -.121 1000 - 126 - 063
de Pearson
s18.(2 colas) 512 402 384 663
N 50 50 30 50 50
Consumo de | Correlacion 192 292 -.126 1 000 -.131
complemente { de Pearson
s1g (2 colas) 182 39 384 366
N 50 50 50 50 kit
Viaalterna | Corrclacién -013 -171 -063 - 131 1000
de Pearson
s1g (2 colas) 926 235 663 360
N 50 50 50 30 30

Interpretacion: Para los controles (individuos sanos} s¢lo existe correlacion p=
0039, < 005) entre las pruebas PCA y Consumo de complemento y existe
relacion mversa entre Nefelometria y ELISA, entre Nefelometria vy Via alterna,
entre PCA y ELISA, entre PCA v Via alterna, entre Consumo de Complemento y
LLISA. Via Alierna y CLISA, entre Consumo de complemento y Via zlterna Con
lo cual se ve que Via alterna tiene una telacion inversa con todas las demés,

ELISA tene iclacién mversa con  todas las prucbas




CUADRO 3

Pacientes con LES

Nefelometria PCA ELISA Consumo de | Via alterna
complemento
Nefelometria | Comrelacién 1.000 304 031 -130 -221
De Pearson
s1g (2 colas) 091 867 479 224
N 32 32 32 32 32
PCA Correlacion 031 1.000 176 251 167
Dc Pearson
s1g (2 colas) 091 334 166 .360
32 32 32 32 32
ELisA Correlacidn 031 176 1.000 -.126 -.269
BDe Pearson
sig (2 colas) 867 334 494 137
N 32 32 a2 32 32
Consume de | Cormrelacidn - 130 251 -126 1.000 -018
complemento | De Pearson
s1g (2 colas) 479 166 494 924
N 32 32 32 32 32
Viaaltema | Corrclacion -221 167 -26% -018 1000
De Pearson
sig.(2 colas) 224 360 137 924
N 32 32 32 32 32

Interpretacion: Se observa que para individuos con LES la prueba de Via alterna

tiene relacién inversa con todas las demas pruebas, excepto con PCA, al igual que

Consumo de Complemento que tiene una relacion inversa con todas exceplo con

PCA
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CUADRO 4

Pacientes con AR

Nefelometria PCA ELISA Consume de Via
complemento | alterna
Nefelometna | Correlacion 1.000 187 188 069 306
de Pearson
s18.{2 colas) 657 655 871 46l
N 8 g 8 3 g
PCA Correlacion 187 1.060 -179 I 527
de Pearson
s1£ (2 colas) 657 671 778 179
N 8 8 ] 8 8
ELISA Correlacion (188 -179 1.000 573 -.354
de Pearson
51g.{2 colas) 633 671 138 154
N g 8 8 8 8
Consumo de b Correlacion 069 119 373 1 000 -.598
complemento | de Pearson
512.(2 colas) 871 778 138 118
N ) 8 8 8 H
Via alterna | Correlacion .306 527 - 554 -.598 1600
de Pearson
sig (2 colas) 461 179 154 118
N & 8 8 8 S

Interpretacion: Se puede observar que no existe correlacion entre ninguna de las
pruebas. Sin embargo, se observa una relacidn inversa entre PCA y ELISA entre
Consume de Complemento y Via alterna y entre ELISA y Via alterna es decir. al

aumentar [os niveles de una los de fa otra disminuye,
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CUADRO 5

Pacientes con Probable enfermedad reumatica autoinmune (P. ERAI)

Nefelometria PCA ELISA Consumo de Via
cormplemento | alterna
Nefelometria | Correlacién 1.60¢ - 258 266 -.169 =210
De Pearson
Sig.(2 colas) 472 458 641 360
N 10 10 10 10 16
PCa Correlacién -.258 100¢ -232 =303 687
De Pearson
Sig.(2 colas) 472 520 3%4 028
N 10 10 10 10 10
ELISA Correlacion 266 -232 1.600 -045 -.143
De Pearson
Sig (2 colas) 458 520 902 693
N 10 10 10 10 10
Consumo de [ Correlacion ~ 169 -.303 -045 1.000 - 399
complemento | De Pearson
Sig.(2 colas) 641 394 902 067
N 10 10 10 10 1o
Viaalterna | Correlacion -210 687 - 143 -599 1000
De Pearson
Sig.(2 colas) 560 0238 693 D067
N 10 10 10 10 10

Interpretacion: Se observa que Nefelometria tiene relacion inversa con todas las

pruebas excepto ELISA, PCA tiene relacion inversa con todas excepto con Via

altema ELISA tiene relacién inversa con todas las pruebas excepto con

Nefelometria y Consumo de complemento tiene relacién inversa con todas y Via

alterna tiene relacién inversa excepto con PCA

En el cuadre 6 se observa la Unica correlacion entre ¢l PCA y ¢l Consumo de

Complemento, esto ocurre en la poblacion sana, pero no en la poblacién enferma,

como cra de csperarse debido a la

También

negativos). esto significa que cada

¥y que no son del mismo tipo, peo

s¢

observan

relaciones

gran heterogencidad de los CIC existentes
mversas  entre los métodos  {valores
metodo esla cuantificando CIC diferentes

cuantificables por los diferentes métodos



XL VALORACION CLINICA DE LOS CINCO METODOS EMPLEADOS
PARA DETECTAR CIC

En ia tabla 21 se resume los valores obtenidos de la valoracién clinica de los
métodos, enconirando que el PCA es la prueba mas sensible, es iz que detecta
menos falsos negativos, el Consumo de Complemento es la prueba con mayor
especificidad diagnostica, porque identifica al sano al 100%, pero su sensibilidad
diagnostica es del 56% lo cual significa, que no esta detectando z todos los
enfermos en esta poblacion, debido a que es una poblacion heterogénez y no tiene
por lo tanto la suficiente sensibitidad, en esta prueba el valor predictivo positivo
también es del 100 % vy significa que no hay falsos positivos o sanos con prueba
positiva.

La mejor prueba para detectar a {os sanos es el consumo de complemento v a los
enfermos es el PCA,

EI PCA tiene un 79% de valor predictivo negativo, que significa que detecta a los
enfermos, porque cuantifica menos falsos negativos, y por lo tanto identifica a un
mayor nlimero de pacientes

La Eficiencia de [a prueba marca al PCA, como ala mejor, porque cuantifica a los

pacientes con la enfermedad

TABLA 21
Valores en porcentaje de la valoracién clinica de cada método
Nefelometna PCA ELISA Cons de C' | Vialtema
T S 56 % 76% | 44 % | 36% 44 %
Ex 94 % 30 % 9% % | 100 % 92 %
VPP 90% | 88% 91 % 100 % 84 %
CTVRN T @ T o9 63 % 69 % 62 %
. EF ”| 75 % : 83 % 70 % 78 % 63 %
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X1, DISCUSION DE RESULTADOS

Con el bropésito de detectar la mayor cantidad de Complejos Inmunes
Circulantes en pacientes con enfermedades reumaticas autoinmunes, se
cligieron métodos con fundamentos diferentes que fueran complementarios,
sencillos y de bajo costo, ya que no existe ningin método que sea capaz de
cuantificar en su totalidad los diferentes tipos de CIC en los diversos
padecimientos

El estudio realizado respondi6 al objetivo general, cuantificando el 98% de los
CIC empleando los cinco métodos seleccionados.

Los métodos distinguen los controles sanos y los pacientes, ya que en todos
existe una diferencia significativa entre las medias de los dos grupos porque fa
probabilidad es menor que 0.05,

El PCA fue el mejor método para detectar CIC, 76% en forma global, y por
padecimiento, LES 81.25%, AR 75%, P.ERAI 60% (tabla 20 y fig 7). La
positividad encontrada es mas alta que la reportada en la literatura (13,61),
excepto una variante de precipitacion con PEG, que reporta el 86% de
positividad en pacientes con AR (17).

Una revision general de la positividad a los CIC en otros padecimientos y la
aplicacion de otros métodos diferentes a los aqui estudiados, indica que no es
alta, sino semejante a la encontrada en este estudio, algunos ejemplos son los
resuftados obtenidos en el sindrome de Sjégren, la pancreatitis cronica
idiopatica, cancer (13, 41%, 67%) y hepatitis (63%), la variabilidad también
esia en funcion del método aplicado per ejemplo, ef Radioinmunoensayo con
celulas Raji que tiene una positividad del 57%. inhibicién de la aglutinacion
(59%), precipitacion con PEG (47%) asi como la combinacién de los tltimoes
dos métodos dio 73% de positivos (13) [n la mayoria de los estudios la
pasitividad ¢s baja sin importar padecimiento o método emplcado, no hay una
cuantificacion aproximada ai 100% Estas diferencias en positividad se deben
probablemente a que no se vstd empleando ¢l mélodo apropiade, para la ctapa
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en que ¢l Cl este circulante v al tipo de padecimiente en estudic

En estudios realizados donde se comparan diferentes métodos (6,31) los analisis
de correlacion estadistica, muestran coeficientes de correlacién bajos e incluso
valores negativos, indicando que los métodos dan resultados opuestos con el
mismo suero. Esto también sucede en el presente estudio. aunque ef objetivo no
es comparar los métodos, sino ver si se complementan para cuantificar el 100%
de los CIC, corroboramos que los coeficientes de correlacion sor bajos o hay
ausencia de la misma, lo que nos confirma que, cada método esta detectando
complejos inmunes diferentes, lc que apoya la propuesta de que para cuantificar
los CI es preciso [a aplicacion de diferentes métodos debido a la heterogeneidad
fisicoquimica y funcional de los complejos, diferencia de tamafio, isotipo,
carga, naturaleza del antigeno, la proporcion Ag-Ab, y la capacidad para
enlazar complemento

Solamente se encontrd una cormrelacién en el grupo control (cuadro 2) entre el
PCA y el Consumo de complemento, pero no, er los diferentes grupos de
pacientes, esto quizds explique la existencia de cierta homogeneidad en los
complejos inmunes de personas sanas v una mayor heterogeneidad en los
pacientes Los cinco métodos empleados detectan CIC de diferentes clase esto
es corroborado por las relaciones inversas encontradas

En los cuadros 3.4,5 se resume ¢l estudio de correlacion de Pearson por cada
grupo de estudio LES, AR, P ERAIL nuevamente no se encuentra ninguna
correlacion, los datos negativos indican que cuando una variable crece la otra
disminuye, la significancia o s grande Estas relaciones nversas y la falta de
correlacion confirman la busqueda de la complementariedad entre los métodos
El bajo grade de correlacién entre los métodos, la baja (recuencia de positividad
en pacientes con CIC (13,61) y también el comportamiento erratico por la
diferencia en el estade o fase de la entermedad, la clase de padecimiento, y de
los mveles de CLC, es donde radica la dificuliad para clegir y aplicar un méiodo
0 un conjunto de métodos

Para ¢l medica es mdispensable conocet que importancia debe dar al resultado




de cada examen de laboratorio, misma que varia en funcion de la calidad, con
esta finalidad se realizd la valoracion clinica de los cinco métodos (tabla 21), de
la cual sé desprende que el método con mayor sensibilidad y especificidad
diagnostica es el PCA con 76% y 90% respectivamente, el PCA clasifica
comrectamente los pacientes que tienen la enfermedad v los clasifica mejor que
los cuatro métodos restantes, es Ia prueba que detecta menos falsos negativos.
Sin embargo, el Consumo de Complemento tiene sensibilidad y especificidad
diagndstica de 56% y 100% respectivamente esto indica que el método clasifica
perfectamente al sano pero no asi al enfermo.

Para que una prueba sea perfecta debe tener 100% de sensibilidad y 100% de
especificidad diagnostica (59) desafortunadamente esta prueba esta muy lejos
de existir y en este caso los cinco métodos que se valoraron, no tienen la
sensibilidad del 100%, la prueba que mas se acercé, fue el PCA con un 76%
seguida de nefelometria Liser con PEG con 56%, Consumo de Complemento
conun 56%, ELISA v Via Alterna de Complemento con un 44% (tabia 21).

En especificidad, el Consumo de Complemento es la prueba que mejor da
cuenta de la probabilidad de obtener un resultado negativo, cuando el individuo
esta sano, con un 100%, seguida de la ELISA con 96%, Nefelometria-Laser con
PEG 94% y via aiternz 92 % y PCA con un 90 % esto significa que todas las
pruebas son especificas

El Consumo de Complemento tuva el mayor valor predictivo positivo
{enfermos con prueba positiva), con 100% Por otra parte la prueba con mayor
valor predictivo negativo (enfermos con prueba negativa) fue el PCA con un
79% Por lo tanto la mejor prueba para clasificar al enfermo fue el PCA y para
clasificar mejor al sano fuc ¢l Consumo de Compiemento

En la tabla 20 se observa que el PCA, detecta mayor cantidad de positivos en la
poblacién de enfermos con un 76%, seguido de Consumo de Complemento
(58%} y Nefclometria (54%) y por padecimiento ¢l PCA dio mayor positividad,
LES (81 25%), AR (75%), P ERAI (60 %)

l.os resultados obtenidos conducen a la observacidon de que cn un misme
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padecimiento se estin detectando diversos tipas de complejos pero, ;Qué iipo
de complejo estan detectando los métodos de acuerdo a los padecimientos
estudiados?. Para tratar de entender esto, tenemos que en el LES hay
anticuerpos antinucteares (AAN), anti-DNA  simple o de doble cadena, anti-
histonas, anti-proteinas nucleares (42), autoanticuerpos  para la regién
semejante a colageno del Clq (62) etc. y los antigenos dentificados en los
complejos inmunes depositados son DNA, histonas, componentes de los
nucleosomas y crioglobulinas (4). Los CI en LES contienen 3 clases de
inmunoglobulinas IgG, 1gM e IgA, tienen C3 vy el tipe de complejo suele ser
muy pequefio y es poco frecuente encontrar Ciq (48) y no son precipiiados por
PEG al 2%, esto explica porque el complemento y el C3 estan bajos

En la AR el tipo de complejo inmune contiene mas N-acetilglucosamina 10y
este mayor contenido puede ser el responsable de inducir la produccidn del
factor reumatoide v formacién del CI, es conocido que la IgG del suerc de
pacientes con AR estd deficiente en galactosa revelando unz N-
acetilgalactosamina como el aziicar terminal La AR es caracterizada por la
presencia en el suero de altos niveles de CI detectables por un nimero de
pruebas, aunque la naturaleza de esos complejos permanece sin aclarar es
posible que el proceso de la formacién de CI puede estar asociada con la
glicosilacion alterada de la 1gG

En la literatura se menciona dos tipos de factor reumatoide (FR) en los
pacientes con AR, el cual es un auteanticuerpo predommante de la clase lgM
dirigrdos contra el 1sotipo 12G (9,39) estos complejos activan via clasica del
complemento EI otro FR es del tipo 1aG y Ja subclase 12G4, es el mayor
componente en el liquido sinowial y suero, Tos C1 en el liquido sinowial
muestran CI tipo 1gG-1gG conteniendo FR 1gG subclase 18G4 (29)

Ln los pacientes con AR fambién se encuentran ant-tnstonas y los complejos
mmunes en AR son mas grandes y frecucniemente contienen Clq, los
complejos mmunes en AR son precipitados por PEG al 2% (48) La IgM acthiva
via clasica y la ¢G4 no, pero s activan fa via la alterna (38) Estos son algunos
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de los posibles complejos que los métodos detectaron.

En las enfermedades reumatoldgicas autoinmunes como el LES y la AR se
observan como una caracteristica propia de estos padecimientos el nivel de
complemento y C3 bajos, ast como el C4, el cual es variable. El complemento
bajo y el C3 bajo se puede explicar porque el C3b se intercala en el enrejado de
los complejos inmunes causando solubilidad de los precipitados inmunes (22) o
bien a que el complejo se adhiera al tejido consumiéndolo y provocando dafio.
Con respecto a las metodologias empleadas el LES mostro mayor positividad
por todos [os métodos, excepto la via alterna, mientras que en AR la mayor
positividad esta en el PCA y via alterna de complemento

Los Complejos inmunes en AR tienen Clq presente, esto evita probablemente
que no se active la via clasica del complemento pero que guie la activacién de
la via alterna, 2 través de la 1gG4 Este Clq del CI en AR ro esta unido a la
1gG4 que también suele estar presente Si el complejo inmune tiene IgA, IgD,
IgE no se activa el complemento via clésica, pero complejos inmunes con IgA
activan frecuentemente fa via alterna (63), Clq puede enlazar a C3b e interferic
con la activacion de fa via aiterna (54) si los CIC precipitan y se depositan en
tejidos entonces no pueden ser cuantificados como CIC.

En cada método, hay algunas consideraciones que se deben tomar en cuenta,
como posibles interferencias y la habilidad en el manejo de los métodos
Algunos nesgos de alteracion en la deteccion de los CIC, como la turbidez, se
resolvio en la nefelometria con la delipidacién, la cual no afecta al complejo
artificial de GGHA segun se demuestra en la tabla 4 y grafica 3, sin embargo la
delipidacion puede afectar a los CIC que contengan antigenos de origen
hipoprotcico ademis la centrifugacion puede arrastrar algunos CI que se hayan
adherido por su gran tamafio o bien que el complejo sea tan pequefio que no
precipite con PEG

La anafilaxia cutanea pasiva cs de facil realizacion cuando se ha llevado un
ligero entrenamiento para e mangio de los cobayos Las posibles interferencias

secliminan al 100% cuande ¢l manejo es correcto Esta prucba fue la que
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arroio mas resultados positivos, quiza por ser una prueba “ 1z vive”, con todas
las caracteristicas naturaies de la reaccién, propicia para activar las diferentes
vias de activacién del complemento.

El método ELISA con Clg queda restringido Gnicamente a los CIC capaces de
fijarse al Clq, los CIC en LES no contiene Clq, por lo tanto tienen ia
posibilidad de unirse al Clq de la placa de reaccion, v la posiividad fue del
50%, comparada con la de AR gue fue de 30%, la posible explicacion es que
los CIC de AR tienen Clq en su estructura y posiblemente exista un
impedimento estérico que impida llevarse a cabo la reaccion, reflejandose en la
baja positividad. Ademas, ELISA solo detecta CIC en cuya estructura este
alguna inmunoglobulina fijadora de Clg, los complejos que en su estructura
contengan IgA no seran detectados.

En el Consumo de Complemento, los puntos criticos son el manejo del
complemento y del sistema hemdlitico, los CIC detectados son principalmente
activadores del complemento via clasica, pero sin descartar la activacion de la
via alterna, esto posiblemente explica el ligero aumento en la positividad con
respecto a los demids métodos. Este aumento no es considerable pues sigue
siendo bajo, si el método fuera capaz de cuantificar todos los complejos tanto
los activadores de via clasica como los de la via alterna Iz positividad hubiera
sido mayor, por esto me incline por la propuesia, de que solo cuantificara 1os
CIC activadores de Via Clasica como lo expresa el fundamento en la figura 11

Un factor importante para la activacién “in vitre” de la via alterna es el pH de
6 4 (64), condicidn que no tiene esta técnica

Con respecto a la Via alterna de complemento, es una técnica muy delicada con
la cual se deben incluir varios blancos y controles para asegurar que no hay
mterferencias y eliminar la posibilidad de falsos positivos La positividad en
AR es mayor comparada con los otros dos padecimienios Isto se explica
rorque uno de los componentes principales ¢s la presencia de complejos con
Ig4 en los CIC en AR, también la presencia de otras inmunoglobulinas como la
lgA activadora de esta via
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Los estudios reportados en la literatura muestran comparaciones de métodos,
para saber cuales correlacionan, pero en minguno hay una respuesta clara al
problema de la cuantificacion de la gran heterogeneidad de los CIC

No existe referencia bibliografica que hable acerca de la complementariedad de
los métodos, por lo tanto no se puede confrongar ningan resultade con este tipo
de estudio. Sin embargo la complementaniedad de los métodos se consiguio
porque hube cuantificacion de CIC del 98%

La propuestz de la complementariedad de ios métodos es buena, pero también
se deben realizar estudios de otro tipo, como son fisicoquimicos, bioquimicos,
inmunoldgicos y genéticos para caracterizar a los CIC en las diferentes etapas
de los padecimientos.

El estudio arroja un resultado importante, el mejor método para detectar CIC
fue un método “in vivo” el PCA, para los tres tipos de padecimientos
estudiados, si se hubiera tipificado el CIC que habia en estos sueros

probablemente tendriamos mayores respuestas a las incognitas existentes




XIIL CONCLUSIONES

No se puede utilizar un sélo método, para detectar CIC, porque sdlo se
detectartan algunos CI de la atpla gama de CI existentes

Los CIC pueden variar su concentracién en circulacion, por depésito en los
tejidos, razdn para tomar muestra en diferentes tiempos o fases de la
enfermedad.

Los métodos detectaron diferentes tipos de CIC como se demuestra con fos
resultados y el suero que resultd positivo por un método, no lo fue
necesariamente por los demas.

Las determinaciones de CIC son importantes para e! diagnéstico, prondstico
¥y moniforeo terapéutico

Las CIC se deben caracterizar antes de que se fijen al tejido y produzea
dafio, ya fijados los complejos serd dificil detectarlos en suero, pero cabe la
posibilidad de darles seguimiento por métodos histoquimicos.

Hace falta, mayor conocimiento de! complejo inmune cuantificado. La
caracterizacion de los complejos inmunes, ayudaria a aclarar los
mecanismos de formacién y dafio, esto permitiria  ayudar al paciente,
dandole el tratamiento adecuado, dependiendo de que es lo que origina la
enfermedad, ya sea bloqueando el mecanismo de dafio, o receptor o el
SUpresor causante

Todos los métodos, excepto la Nefelometria, cuantificaron los CIC que
fueron activadores de! sistema complemento, por la via clasica o por la via
alterna y por lo tanto la positividad se vio restringida a estas propiedades,
quedando sin detectar los complejos no fijadores de complemento. Con Iz
Nefelometria se tratd de cuantificar todos los complejos, sin embarge la
positiidad fue baja y los factores que contnbuyeron, fueron la
centrifugacion y la delipidacién probablemente. debido a perdida de
CIC de tipo lipoproteico, de tamafio muy pequefio o miy grande, esto

justificaria la baja positividad alcanzada por este método
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Las metodologias seleccionadas fueron sencitlas de realizar, y la
complementariedad entre los métodos quedd demostrada por fa positividad
encontrada. La complementariedad de los métodos es necesaria debido, a la
incapacidad de un sélo método para cuantificar todos los tipos de CIC

existentes en los diversos padecimientos y en las diversas etapas de ia

enfermedad
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XIV. SUGERENCIAS

Delimitar la fase de la enfermedad para realizar un estudio semejante, pero
controlando estrictamente parAmetros como, edad, sexo, medicamentos, etc
¥ hacer diversos grupos de pacientes, para comparar fa variacion en las
diversas etapas

Continuar con la biisqueda de métodos complementarios dado que la gama
de CI es cada dia mayor v la heterogeneidad es muy ampiia

En los pacientes que hubo positividad a los Complejos Inmunes Circulantes,
wentificar las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del complejo,
por medio de diferentes técnicas como son cromatograficas, de resonancia
magnética nuclear, microscopicas, fluorescencia, gradiente de densidad etc
Debido a que los CI, pueden estar depositados se recomienda tomarles
muestra a los pacientes en diferentes fases de la enfermedad y de esta
forma aumentar la posibilidad de encontrar un resuitado positivo y de
identificar al CIC

El estudio se debe realizar con un grupo interdisciplinario para hacer una
integracion de los resultados y asi enfocar la bisqueda vy la respuesta del
origen del dafio causado por los complejos inmunes v a su vez estos puedan
ser de utilidad para ¢f tratamiento de los pacientes

Con los resultados que sc obtengan, el tratamiento para los pacientes podria
ser en varios sentidos remocion de los CIC de la circulacién, por
plamaferesis, intercambio plasmatico Por manipulacion de la respuesta
inmunolégica del huésped provocando tolerancia, Inmunosupresion
especifica, inmunopotenciacién y autohemoterapia, as1 como el bloqueo o

la estimulacidn de la parte bioquimica afectada
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