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GLOSARIO

Anafilotoxina: Sustancia producida en el suero sanguineo durante la fijacion
del complemento, que actia como mediador de la inflamacion al inducir la
degranulacion de los mastocitos y la liberacion de histamina; su inyeccion en
animales causa un shock anafilactico.

Aponeurosis: Expansion tendinosa aplanada que sirve fundamentalmente
para conectar un musculo a la parte que desplaza.

Apoptosis: Patron de muerte celular que afecta a células individuales,
caracterizado por un encogimiento, condensaciéon de la cromatina y
fragmentacién de la célula. (muerte celular programada)

Avidez: Capacidad de unirse a una molécula por afinidad.

Citoquinas: Grupo importante de proteinas que actian como mediadores de
la comunicacién entre células vivas. Pueden ejercer una comunicacion
paracrina (células proximales de un mismo tejido, cuando la accion se
restringe al entorno inmediato del lugar de secrecion), una comunicacion
endocrina (ocurre cuando las citocinas llega a regiones distintas del
organismo mediante sangre o plasma para actuar sobre diferentes tejidos
como higado o cerebro) y autocrina (cuando la citocina actia sobre la célula
que la secreta).

Citotoxicidad: Lisis de una célula diana por linfocitos efectores, células NK o
activacion del sistema del complemento con o sin induccion de anticuerpos.
Eosinofilia: Aumento anormal de eosinofilos en sangre.

Fagocitosis: Englobamiento de microorganismos u otras células o particulas
extrafias por parte de los fagocitos.

Histona: Proteina simple, soluble en agua e insoluble en amoniaco diluido,
gue se encuentra combinada en forma de sales con sustancias acidas como
el acido nucléico o la globina

Inmunocomplejos: Complejo antigeno-anticuerpo

Leucopenia: Reduccion del nimero de leucocitos de la sangre con un
recuento de 5000 mm? o inferior.

Locus: Localizacion especifica de un gen en un cromosoma



Metaloproteinasas: Proteina con un ion metélico unido a hemoglobina
Proteinas nucleosémicas: Complejo especifico de histona y ADN de las
células eucariotas, que se observan como cuentas de collar en una cadena
de ADN.

Ribonucleoproteinas: Molécula compuesta por proteina y acido ribonucleico.
Sinoviocitos: Células sinoviales.

Tioéster: Unidn de un acido carboxilo y un grupo tiol con enlace ester.
Traslocacién: Union de un fragmento de un cromosoma a otro cromosoma
no homologo.

Ultrafiltrado: Filtracion a través de un filtro capaz de separar particulas

diminutas.



l. RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y la Artritis Reumatoide (AR) son
enfermedades autoinmunes que se caracterizan por ser entidades de tipo
inflamatorio, sistémico y cronico, debido a la presencia de inmunocomplejos, que
son los responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, con la
consiguiente produccion de anticuerpos iniciada por una respuesta inmunitaria. Si la
cantidad de inmunocomplejos es grande y el proceso de su depuracion no es lo
suficientemente rapido estos no alcanzan a ser fagocitados por el sistema reticulo
endotelial con la rapidez necesaria, por lo tanto entran en circulacion, precipitandose
en los vasos sanguineos, a nivel de los glomérulos renales, la sinovial de las
articulaciones y en la piel. Estas enfermedades pueden presentarse en cualquier

etapa de la vida y en mayor frecuencia en el género femenino.

El objetivo del estudio es determinar la presencia de anticuerpos anti Clq
mediante la técnica ELISA y cuantificar la fraccion C1q por Inmunodifusion Radial
(IDR) para el apoyo al diagnostico y seguimiento de lupus eritematoso sistémico y la
artritis reumatoide. Por lo tanto la técnica planteada permitira que los pacientes con

estas enfermedades accedan a un diagnostico precoz y posteriores controles.

Para tal efecto se realizdé un estudio piloto experimental, descriptivo y de tipo test
diagnostico, que se llevo a cabo en el Instituto SELADIS, donde se proceso un total
de 49 muestras de pacientes con diagnostico presuntivo de LES y AR, con muestras
de LES tanto positivas como negativas se procedié a la titulacion de los
componentes de la técnica ELISA-C1q, donde las concentraciones optimas para el
Antigeno (Ag) es 5 ug/mL y Anticuerpo (Ac) tiene una dilucion de 1/100. Se utilizaron
como controles reactivos y no reactivos, muestras (suero) de pacientes reactivos y
no reactivos para el Anticuerpo anti-DNA nativo o de doble tira (ds-DNA), antipéptido
ciclico citrulinado (anti-CCP). Obteniendo un valor de Densidad Optica (D.O.) de
0.327 como punto de corte de la técnica ELISA, luego nuestros resultados fueron
enfrentados con las técnicas de referencia para determinar la sensibilidad (S) y
especificidad (E) de la técnica en estudio (S=100%, E=87%).



Con relacion a la cuantificacion de C1qg se tomaron en cuenta solo 36 muestras de
las 49 en estudio (por limitaciones que se presentaron durante el desarrollo), las
mismas se procesaron por la técnica de IDR. Donde se determin6 que los rangos de
referencia considerados como normales para nuestra poblacion son mayores a 104
ug/mL hasta una concentracién de 168.1 ug/mL y aquellos menores a 104 ug/mL los
consideramos fuera de rango. En cuanto a la relacion que existe entre las dos
variables en estudio (niveles de Ac anti-C1lg y concentracion de C1q) tenemos una
relacién intermedia e inversamente proporcional y segun el test de correlacién (r* de
Spearman) los valores son de r’=-0.77122208 para pacientes con diagnostico de
LES y un valor de r?=-0.6708352 para pacientes con diagndstico de AR. Llegando a
la conclusiéon que la técnica planteada, por su alta sensibilidad y especificidad nos da
resultados que pueden ser utilizados como apoyo al diagnostico de estas

enfermedades.

Palabras clave: Anticuerpo anti-C1q; Fraccion C1q(Ag); ELISA; IDR.



Il INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico y la Artritis Reumatoide son enfermedades
autoinmunes de causa desconocida que no tienen cura ) estas enfermedades se
caracterizan por la presencia de inmunocomplejos, con un curso episédico variable,
historia natural impredecible y en ocasiones mortal. *® Dentro de la patogénesis de
las enfermedades autoinmunes se encuentran involucradas las proteinas del
complemento, bien sea por depdsitos de complejos inmunes o por la deficiencia
genética de algunos de los factores. ¥ Las respuestas autoinmunes originan lesiones

tisulares y sintomas clinicos por varios mecanismos, tres son los mas frecuentes:

a) Auto anticuerpos dirigidos contra Ag de la membrana celular.
b) Citotoxicidad celular directa, mediada por linfocitos CD8+ y CD4+.

c) Acumulacién en el suero y en algunos tejidos de inmunocomplejos. **

El sistema del complemento juega un rol importante en la respuesta inmune, de este
sistema se conocen tres vias diferentes de activacion, estas son: la via clasica, la via
alterna y la via de las lectinas. ) En este sistema se involucra mas de 30 proteinas y
Clg es el primer subcomponente de la via clasica de activacion del®®

complemento.

El rol de C1q esta asociado con la activacion del complemento, colaborando con la
remocioén de complejos inmunes y células necroticas, estimulando la produccion de
algunas citoquinas y modulando la funcidén de los linfocitos. Su deficiencia es un
raro desorden genético que se deberia a mutaciones por infecciones bacterianas

recurrentes. “® O a la presencia de inmunocomplejos. ®

Estudios recientes establecen la significancia de éste anticuerpo en el diagnéstico y
la determinacion de la actividad de nefritis lUpica, pudiendo estar presente en varias

78  por ello realizaremos la

enfermedades autoinmunes como LES o AR.
determinacion de los niveles del anticuerpos anti-C1q mediante la técnica ELISA en
pacientes con diagnostico presuntivo de estas enfermedades y con ello demostrar su
significancia y paralelamente se realizar4 la cuantificacion de la fraccion C1q por

Inmunodifusion radial.



[I. MARCO TEORICO

A. TOLERANCIA INMUNITARIA

La tolerancia inmunitaria se define como la falta de respuesta frente a un antigeno
inducida por la exposicion previa a ese antigeno. Cuando los linfocitos especificos
entran en contacto con el antigeno, los linfocitos se pueden activar, produciendo
respuestas inmunitarias, de lo contrario puede inactivarse o eliminarse, dando lugar

a la tolerancia. *®

La autotolerancia, es una propiedad fundamental del sistema inmunitario normal, el
fallo de éste mecanismo da lugar a reacciones inmunitarias contra antigenos
propios, estas reacciones se denominan autoinmunidad y las enfermedades que

producen se llaman enfermedades autoinmunitarias. ©

Los trastornos causados por respuestas inmunitarias anormales reciben el nombre
de enfermedades por hipersensibilidad. Las respuestas inmunitarias patologicas
pueden ser respuestas autoinmunitarias dirigidas contra antigenos propios o

respuestas no controladas y excesivas frente a antigenos extrafios. ©

Las enfermedades por hipersensibilidad pueden deberse a anticuerpos que se unen
a células o tejidos, a inmunocomplejos circulantes depositados en los tejidos o a

Linfocitos T (LT) que reaccionan con antigenos presentes en los tejidos.

El mecanismo responsable para la ruptura de la tolerancia en el LES aun permanece
desconocido sin embargo en los ultimos afios ha existido un progreso significativo en
el conocimiento de las interacciones moleculares regulando la expansion de las

células B y T autorreactivos. ¥

Este estudio se enfocard en enfermedades producidas por inmunocomplejos
también denominado enfermedades por hipersensibilidad tipo Ill, que se refiere a
anticuerpos que pueden formar inmunocomplejos en la circulacion que después se
depositan en los tejidos, sobre todo en membranas fenestradas, provocando

lesiones. ©



B. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR INMUNOCOMPLEJOS

Los inmunocomplejos que causan enfermedad pueden estar formados por antigenos

tanto propios como extrafios, unidos a los correspondientes anticuerpos. *”

Las caracteristicas anatomopatolégicas de las enfermedades provocadas por
inmunocomplejos reflejan la localizacién de los depdsitos, pero no dependen de la
procedencia celular del antigeno, por tanto estas enfermedades tienden a ser

sistémicas, con una especificidad escasa o nula por tejidos u 6rganos concretos.®

Estos anticuerpos forman complejos con antigenos circulantes y estimulan
inicialmente la fagocitosis y la eliminacién de los antigenos por los macrofagos en el
higado y el bazo. Cuando el numero de complejos antigeno-anticuerpo aumenta,
algunos se depositan en los lechos vasculares. En estos tejidos, los anticuerpos de
los complejos pueden activar el complemento, con la consiguiente disminucion de su

concentracion en el suero. @

Los complejos que contienen antigenos cationicos se unen con avidez a los
componentes con carga negativa de las membranas basales de los vasos
sanguineos y los glomérulos renales. Los capilares de los glomérulos renales y las
membranas sinoviales son vasos a través de los cuales se produce un ultrafiltrado
del plasma (para formar orina y liquido sinovial) mediante el paso de liquido a través
de la pared capilar a una presion hidrostatica elevada, lo que explica que sean las

localizaciones més frecuentes del depésito de inmunocomplejos. ®©)

El depdsito de los inmunocomplejos en las paredes de los vasos provoca una
inflamacion, lesién de los vasos como de los tejidos adyacentes, mediada por el
complemento y los receptores de los anticuerpos (Fc). En los vasos puede
detectarse el depodsito de anticuerpos juntamente con complemento, pero si se

conoce el antigeno, es posible identificar también sus moléculas en los depésitos. &

Muchas enfermedades sistémicas de origen inmunitario se deben al depdsito de
inmunocomplejos en los vasos sanguineos. Un prototipo de estas enfermedades es
el lupus eritematosos sistémico (LES), una enfermedad autoinmunitaria en la que se

producen numerosos anticuerpos. &2



C. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es un ejemplo de enfermedad producida por
una alteracion de los mecanismos de tolerancia inmunoldgica. La lesion inicial
consiste en la aparicion de Linfocitos B (LB) periféricos autorreactivos que escapan a
los habituales procesos de regulacién. Estos LB dan lugar a la aparicion de una
enfermedad autoinmune mediante la producciéon de autoanticuerpos y también a

través de la activacion de Linfocitos T (LT) igualmente autorreactivos. @ (Fig.1)

Figura N°1. Formaciéon de complejos inmunitarios

Fig.1 Componentes esenciales en la formacion de inmunocomplejos, interaccion de
proteinas, como las inmunoglobulinas, antigeno y células como linfocitos y globulos
rojos, los cuales tienen receptores para eliminar inmunocomplejos.

FUENTE: ANTHONY J. Shaia. Les-arthri

Esta es una enfermedad de causa desconocida, caracterizada por la aparicion de
manifestaciones clinicas multisistémicas, y casi invariablemente por la presencia en
la sangre de anticuerpos dirigidos contra uno 0 mas componentes del nacleo y otros
antigenos intracelulares. Puede presentarse en cualquier edad, pero por lo general,



afecta a mujeres entre los 15 y los 65 afios. La relacion mujer / hombre presenta

variaciones asociadas con la edad y la raza. @9

Puede afectar cualquier parte del organismo, aunque los sitios mas frecuentes son el
corazon, articulaciones, piel, pulmones, vasos sanguineos, higado, rifiones y

sistema nervioso. %9 (Fig.2)

Figura N° 2 Zonas afectadas por Lupus Eritematoso Sistémico

Derrame oleural

Problemas de
corazon

Nefritis Lipica

FUENTE: SCHWEINEBERG Lépez Johana, Les.

El curso de la enfermedad es impredecible, que consiste en una serie de
enfermedades activas (periodos de Exacerbacion) e inactivas (periodos de
remision). ‘¥ La causa de la enfermedad es desconocida sin embargo, es posible

que exista una interaccion entre: ¢>9)

v Factores genéticos @'V Presencia de antigeno del locus HLA-DR2, tienen
mayores posibilidades de producir anticuerpos anti DNA de doble tira,
aquellos con HLA-DR3 producen anticuerpos anti SS-A y anti SS-B y quienes
poseen HLD-DR4 y DR3 generan anticuerpos anti Sm y anti-RNP. Otro caso
puede ser la carencia de los factores C1r, Cls, C4, C2 6 c3 12



v" Factores ambientales: No se ha identificado pero se sospecha que sea de tipo
viral, entre los causantes podria ser algunos retrovirus C o virus de la

estomatitis vesicular. (por infecciones recurrentes) 112

v" Factores fisicos: Luz UV, induce produccion de anticuerpos e in vivo induce

lesiones cutaneas. ‘%1

v' Factores quimicos: Inducido por medicamentos, pero que una Vvez

suspendidas esta desaparece.

porque tienen la caracteristica de no fijar
complemento como por ejemplo la Hidralacina, cloranfenicol, isoniazida y

procainamida.

v' Factores hormonales: En concreto los estrégenos femeninos, se han
propuesto como causantes de la enfermedad, ya que incrementan la
formacion de anticuerpos anti-DNA y aumentan la gravedad de la
enfermedad. *® También se ha observado que las pildoras anticonceptivas

pueden acelerar su aparicion en mujeres genéticamente predispuestas. ©

1. Patogénesis del lupus eritematoso sistémico

Los anticuerpos patdégenos en la enfermedad son anticuerpos de afinidad elevada
dependiente de los LT y especificos de los componentes nucleares. Se supone que
los LB especificos del ADN propio se unen a complejos formados por proteinas
nucleosémicas y ADN, procesan las proteinas y presentan los epitopos peptidicos a
los LT cooperadores, con la consiguiente produccion de autoanticuerpos anti-ADN.
No se sabe si el defecto patogénico primario (pérdida de la tolerancia central o
periférica) afecta a los LB, LT cooperadores o a ambos. %

Parece que los antigenos que provocan la sintesis de autoanticuerpos proceden de
las células en apoptosis y esto explicaria las exacerbaciones de la enfermedad,

cuando el paciente se expone a la Luz Ultravioleta (que estimula la apoptosis). %)

Los componentes del suero como los factores de complemento, Proteina C reactiva,

y algunas glicoproteinas, son importantes para una fagocitosis operativa eficiente.



Con LES, estos componentes a menudo estan perdidos, reducidos ** ¥ o son

ineficaces.

Si la capacidad de aclaracién es dafiada, conduce a un proceso de apoptosis y
finalmente a la necrosis secundaria de las células, estas liberan fragmentos
nucleares como potenciales autoantigenos, asi como sefales de peligro internas,
induciendo la maduracion de las células dendriticas, puesto que han perdido la

integridad de sus membranas. @

La autoinmunidad posiblemente resulta por la prolongada exposicion a los
autoantigenos nucleares e intracelulares obtenidos de las difuntas células
apoptoticas y necroticas secundarias. La tolerancia de LB y LT para las células
apoptoticas es abrogada, y los linfocitos son activados por estos autoantigenos; la

inflamacion y la produccién de autoanticuerpos por las células plasméticas se inicia.
(13, 15)

2. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas mas importantes consisten en erupciones cutaneas,
artritis y glomerulonefritis. La gravedad varia entre leve e intermitente o persistente y

fulminante. ©

a) Los sintomas y signos generales son: ©?
v/ Cansancio, malestar general
v Fiebre, artralgias y mialgia
v' Anorexia y adelgazamiento

b) Las manifestaciones en todo el cuerpo son las siguientes ©
v' Manifestaciones cutaneas (Fig.3 a-f)
¥v" Manifestaciones musculoesqueléticas

v' Manifestaciones gastrointestinales



v

Manifestaciones hematoldgicas
Manifestaciones cardiacas
Manifestaciones renales
Manifestaciones pulmonares
Manifestaciones oculares
Manifestaciones neuroldgicas

Anomalias de los LT

En los pacientes con LES se encuentran muchos autoanticuerpos distintos, y los

mas frecuentes son los antinucleares, principalmente anti-DNA, otros se dirigen

frente a ribonucleoproteinas, histonas y antigenos nucleolares.

(13)

Los inmunocomplejos formados por estos autoanticuerpos y sus correspondientes

antigenos son los responsables de la glomerulonefritis, la artritis y la vasculitis.

Figura N°3 Erupciones cutaneas leves y graves.

Fig.3a Entema en forma de
alas de manposa en la cara

Fig.3b Erupciones cutaneas en las manos

FUENTE: MEDSTUDENTS. Lupus.



Fig.3c Exantema maculopapuloso Fig.3d Exantema maculopapulosa en pecho con
difuso en cara, debido a exposicion lesiones ampollosas.
al sol,

Fig.3e Ulceras superficiales y
ligeramente dolorosas en la boca
y la nariz, presenta la forma de las
de mariposa.

Fig.3f Eritema multiforme en la espalda

FUENTE: MEDSTUDENTS. Lupus



3. Diagnéstico 7
Se lo realiza mediante la:
v Historia clinica
v' Examen fisico
v' Laboratorio:
% Recuento completo de la sangre

% Velocidad de Sedimentaciéon Globular (VSG) y Proteina
C Reactiva (PCR), estas pruebas miden los niveles de

inflamacion.

% Pruebas de funcion renal: Proteinuria, depuracion de

creatinina, Examen General de Orina (E.G.O.).

v" Pruebas inmunolégicas como

*,

% Anticuerpo antinuclear (ANA) por la técnica de Inmunofluorescencia

Indirecta (IFI1)’
< Anticuerpo anti-DNA doble cadena (anti-DNAds)"
% Anticuerpo anti-DNA simple cadena (anti-DNAdS)
% Anticuerpos antifosfolipidicos
% Anti-Ena (Ro, La, Sm, RNP)

% Anticuerpos anti C1q (se presenta en mas de 40% de los pacientes
con LES por la técnica ELISA). 9

«» Componentes del sistema del complemento C3, C4, CH50 (se define
como la cantidad de suero necesario para realizar el 50% de de

hemolisis de una suspension de eritrocitos de carnero, sensibilizados

" El analisis por IFI para ANA proporciona un 100% de sensibilidad y un 69% de especificidad, segin
el laboratorio de Histocompatibilidad e Imunogenética. (15)
" Los anticuerpos contra la doble hélice (dsDNA) son los méas caracteristicos del LES.®



con anticuerpo de conejo “hemolisina”), CH100 (por lo tanto éste
representa el 100% de actividad hemolitica), C1q, *” (niveles bajos
sugieren consumo por parte del sistema inmunitario). Los tres primeros
son para monitorizar el tratamiento, y la disminucion de C1g se asocia

a mal prondstico de Nefropatia. ¥

4. Tratamiento:

Aunque hasta el momento no hay cura, los sintomas se tratan principalmente con
corticoesteroides e inmunodepresores. ® para controlar la enfermedad y prevenir
brotes. Es dificil valorar la eficacia de los farmacos utilizados en la terapéutica de

LES, ya que existen remisiones espontaneas. ¢

v' Corticoesteroides como la prednisona disminuye los valores de

inmunoglobulina y titulos de anticuerpo, suprimiendo la respuesta inmunitaria

v" Inmunosupresores como el micofenolato que controla y previenen brotes,

utilizado también para prevenir el rechazo a los alotrasplantes renales.

v Antirreumaticos como la azatioprima que reduce la inflamacion en la nefritis

lGpica y mejora la funcioén renal.

v' Ciclofosfamida utilizado en nefritis severa u otras complicaciones de érganos

dafiados, cuando no responde a la azatioprima.

Los pacientes que requieren esteroides frecuentemente pueden desarrollar
obesidad, diabetes y osteoporosis. De ahi que los esteroides sean evitados siempre
gue sea posible. Se debe evitar los rayos solares, para prevenir problemas
derivados de la fotosensibilidad que pueden tener algin efecto. ©1®

Los pacientes con LES leve y sin nefritis no requieren corticosteroides y pueden ser
tratados de manera adecuada con antiinflamatorios no esteroideos, para aliviar los
sintomas de artritis y otras molestias, o antipaltdicos cloroquina e hidroxicloroquina
(contribuyen a reducir la inflamacién en la artritis reumatoide, que resultan eficaces

en el tratamiento de las manifestaciones cutaneas del lupus. ©



D.- NEFRITIS LUPICA

El compromiso renal en LES es variado, por un lado hay pacientes que no muestran
ninguna evidencia de nefritis a lo largo de su enfermedad, mientras que otros
desarrollan un cuadro fulminante con perdida rapida de la funcién renal, ®® la

mayoria de estos pacientes se encuentra entre estos dos extremos. ¥

En los pacientes con LES activo, si existiese dafio a nivel renal es comun un
incremento de los titulos de Inmunoglobulina G (IgG) contra DNAds, Sm y Clq #%%%
permaneciendo incierto que el papel del Ac anti DNAds tengan una relacion directa

en la patogénesis de la enfermedad, Y

por otro lado los niveles elevados de
anticuerpos dirigidos contra C1q correlacionan muy bien con actividad renal. ¢%22%
Sin embargo también esta presente la disminucién de los niveles del sistema del
complemento, como C3, C4, CH50 y Clg. ®®% La reduccién del complemento
(C1g,C2,C4) por activacion de la via clasica caracteriza a la Glomerulonefritis

Mesangial membranosa (GMN) y a la bacteriemia crénica. ®

Esto hace pensar que los depésitos de complejos inmunes pueden estar
acumulados en el mesangio como parte de los residuos de filtracion, lo cual puede
ser manejado por el sistema de aclaracion mesangial, llevando a una lesion
glomerular leve. Pero con grandes numeros de complejos y de tamafios intermedios
o grandes, este satura la capacidad del mesangio para aclarar macromoléculas,
dando como resultado la acumulacion de estos complejos con una localizacion
subendotelial. Esto puede activar los mediadores inflamatorios circulantes tales

como la cascada del complemento. ©

E.- ARTRITIS REUMATOIDE

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica cronica, de causa
desconocida, que afecta de modo principal las membranas sinoviales de multiples
articulaciones (Fig. N°a), tiene una gran cantidad de manifestaciones tanto
articulares como extra articulares. +*” Esta enfermedad suele iniciarse entre los 20 y
40 afios, aunque puede comenzar a cualquier edad, la susceptibilidad a la artritis

reumatoide estd determinada de manera genética. ?"?4%) E| signo clave de la



enfermedad es el potencial nivel de la inflamacion sinovial para producir una
destruccion del cartilago con erosiones Gseas y deformidades articulares en fases
posteriores. ¢” (Fig.4b)

El proceso inflamatorio pone en peligro tendones, ligamentos, aponeurosis,
musculos y huesos (Fig.4c) Los mediadores de la inflamacion pueden trasladar el
trastorno a diferentes estructuras organicas. @® | os criterios actuales del ACR
(escala desarrollada por el American College of Rheumatology para la clasificacion
de la AR) reducidos a siete en la forma clasica, aporta una sensibilidad del 91 % y
una especificidad del 89%. ®® (Tabla N°1) %

Figura N° 4 Articulaciones afectadas por Artritis Reumatoide

ARTRITIS REUMATOIDE

Deformidaden  Deformidad

% l'~ | el ojal del pulgar  de los dedos

Fig.4b Deformacion de
la mano (etapa tardia)

\
N

F
o

Swollen inflamed
Svnovial membrane

Fig.4a Afectacion de las Fig.4c Inflamacion de la
principales articulaciones sinovial, el cartilago se
en el cuerpo. hace tieso y agujereado

FUENTE: HOY Editorial — Artritis reumatoide



Entre estos, Unicamente el signo de rigidez matutina puede basarse en el informe

del paciente. Los primeros 5 criterios deben estar presentes de manera constante

durante por lo menos seis semanas. ©V

La forma clasica requiere de la presencia de siete de los once criterios y la forma

definida requiere cinco de los once.

TABLA N°1 Criterios para el Diagnéstico de la Artritis Reumatoide ©°

P w DN PRE

Rigidez matutina.

Dolor al moverse o sensibilidad dolorosa a la presion por lo menos en una articulacion.
Hinchazdn por lo menos en una articulacion.

Hinchazdén en una segunda articulacion (cualquier intervalo libre de sintomas
articulares entre dos ataques articulares que no suele ser superior a tres meses),
Afeccion simultdnea de la misma articulacion en ambos lados del cuerpo.

No6dulos subcutdneos sobre prominencias éseas, 0 superficies extensoras, 0 en
regiones yuxtaarticulares.

Signos radiogréficos tipicos de artritis.

La prueba de aglutinacion resulta positiva para el factor reumatoide.

Se obtiene un precipitado deficiente de mucina (coagulo deshilachado en solucion

turbia) al afadir liquido sinovial a acido acético diluido.

10. Cambios histoldgicos caracteristicos en la sinovial.

11. Cambios histolégicos caracteristicos en nddulos subcutaneos.

FUENTE: BENNET C, textbook of Medicine. AR.

Se desconoce la causa de las respuestas inmunitarias y la inflamacion subsecuente

en la AR pero puede ser que influyan los siguientes factores: ¥

v Factores genéticos: La susceptibilidad a la AR esta ligada al haplotipo HLA-

DR4 y en menor medida a DR1y DRW1D En estos alelos, las secuencias de
aminoacidos son casi idénticas a partir de la posicion 65 a 75 de la cadena 3.

Estos aminoacidos se localizan dentro o cerca de la hendidura de unién a los




péptidos de las moléculas de HLA, lo que indica que intervienen en la

presentacion de antigenos o en el reconocimiento de los LT. @

v' Factores ambientales: Se piensa que el microorganismo debe ser ubicuo.
Entre estos se encuentra el Mycoplasma, virus de Epstein-Barr,
citomegalovirus, parvovirus y virus de la rubéola, aunque no existe ninguna
prueba concluyente de que estos u otros agentes infecciosos produzcan la
AR.GY

v' Algunos autores sugieren que también podrian involucrarse factores
hormonales ya que esta enfermedad se presenta con mayor frecuencia en el

genero femenino, pero adn no hay nada concreto.®V

v' Depésito de inmunocomplejos en las membranas sinoviales, los cuales

activan los mecanismos de inflamacién. €%

1. Patogénesis de la artritis reumatoide

Las manifestaciones clinicas de la artritis reumatoide se inician con la localizacion de
los leucocitos en el liquido sinovial, que cuando son activados producen el dolory la
inflamacion. Estos linfocitos producen mediadores proteicos, citoquinas como la
interleucina-13 (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral (TNF) que inician la
inflamacion, atraen otras células inmunoldgicas al sitio, activan células residentes y

causan un exceso en la produccion del liquido sinovial. ©%3? (Fig.5)

Los LT llegan a la articulaciéon por un proceso complejo que media el paso de las
células a través del endotelio vascular hasta el tejido sinovial. En este proceso las
células se adhieren al lumen del vaso capilar por medio de moléculas de adhesién

expresadas en las células endoteliales. 3%

Esto resulta en la traslocaciéon de LT hacia el liquido sinovial. Después estas células
interactian con los macrofagos tipo A de los sinoviocitos; la consecuencia de esta
interaccion, es la activacion de otras células que producen varias citoquinas, éstas
también contribuyen a la extravasion de los linfocitos, al alterar la expresion de las

moléculas de adhesion; numerosas citoquinas regulan la adhesion celular,



incluyendo la IL-1B y el TNF. @439 Estas alteraciones inmunolégicas pueden llevar a
la produccién del Factor Reumatoide (FR) el cual funciona como autoanticuerpos

(IgM) contra la IgG, formando complejos inmunitarios. ¢4

FIGURA N° 5 Cadenas de sefales que se dan en la Artritis Reumatoide

Production of metalloprotenases and
other affector molecules

Migmation of poly morphonuckear cells

La mayor parte de las células y citoquinas que participan en la destruccion de la
articulacion, estdn mediadas por el FNT — a y la IL-1. Th2: Célula T cooperadora tipo
[I. ThO: precursor tipo | y tipo Il de la célula T cooperadora. OPGL: ligando de la

osteoprotegerina.
FUENTE: CIMED GARCIA M. fisiopatologia-tratamiento. AR

FIGURA N° 6 Patogénesis de la Artritis Reumatoide
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Al inicio la membrana sinovial se vuelve delgada debido a hiperplasia e hipertrofia
de las células de la misma. Una extensa red de sangre nueva comienza a formarse
en el espacio sinovial. Los LT (CD4") y LB se infiltran en la membrana sinovial.
Estas se encuentran inclusive en el liquido sinovial, junto con neutrofilos,
comenzando a invadir el cartilago. En la AR declarada, la membrana sinovial se
comienza a transformar en un tejido inflamatorio que invade y destruye el cartilago y

el hueso adyacente.

Fuente: CIMED GARCIA M, fisiopatologia - tratamiento. AR



Altos niveles de FR se correlacionan con la severidad de la enfermedad, lo que
puede resultar en un aumento de la inflamacion, al depositarse estos complejos en

la articulacién y activarse el complemento. 43032

La membrana sinovial de pacientes con AR, esta caracterizada por una hiperplasia,
aumento de la vascularidad y un infiltrado de células inflamatorias, principalmente
células T CD4", principales responsables de la respuesta inmune mediada por

células (median las reacciones de hipersensibilidad retardada). %

La principal funcién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase Il (HLA-
I) es la presentacion de péptidos antigénicos a las células CD4", con lo cual se
propone fuertemente que la AR es causada por un antigeno (endégeno o exégeno)

artritogénico no identificado. 43

1. a) Células y moléculas involucradas en la patogénesis de la AR

% Células T: Son predominantemente CD4", se acumulan en el tejido sinovial y
expresan un fenotipo de células de memoria, éstas expresan moléculas de
adhesion permitiendo su union al endotelio vascular y su movimiento hacia el

sinovio, contribuyen a la produccion de Ac (FR) y la diferenciacién de células
B, (14.30)

% CD4":

v’ TH1 produce citoquinas proinflamatorias (IL-2, INT®, FNTa) que
median reacciones de hipersensibilidad.

v' TH2 produce citoquinas (IL-4, IL-6, IL-10) que se encargan de la

diferenciacion y activacién de los LB. 112932)

« IL-6: Se relaciona con los niveles de elevados del FR y PCR; aumenta la

resorcién 6sea, pudiendo ser importante en la osteoporosis 43033

periarticular.



% Sinoviocitos tipo A: Producen citoquinas IL- 13, FNT-qa, IL-8 (responsable de
atraer neutréfilos) que median la destruccion del cartilago y tejidos
relacionados con las articulaciones. “43°33 (Fig. 5)

% IL- 1B, FNT-a: Son potentes estimuladores de las células mesenquimales, asi
como de fibroblastos sinoviales, osteoclastos y condrocitos; estas liberan
metaloproteinasas de la matriz las cuales son destructores tisulares. Otra
funcién es la de inhibir la produccién de inhibidores de metaloproteinasas por
los fibroblastos sinoviales, esta accidén dual es la que genera el dafio en la

articulacion y la degeneracion del hueso. 333 (Fig. 6)

En la articulacion de la rodilla normal, la sinovia consiste en una membrana sinovial
(usualmente una o dos células de ancho) con la correspondiente pérdida del tejido

conectivo. Las células del recubrimiento sinovial son designadas tipo A (sinoviositos

tipo macréfagos) o tipo B (sinoviositos tipo fibroblastos). 1439

La apoptosis aumenta en el tejido sinovial de los pacientes con artritis reumatoide.
Durante la respuesta inmune, la apoptosis elimina predominantemente a las células
programadas para llevar a cabo una funcion especifica como enzimas o sintesis de

citoquinas. @Y

2. Manifestaciones clinicas ¥
Comienza de forma insidiosa con:
v' Fatiga y anorexia.
v' Debilidad generalizada, malestar.
v Sintomatologia musculo esquelética vaga (sinovitis).
v Pérdida de peso.
v’ Alteraciones vasomotoras.

v' Dolor periarticular vago o rigidez que persiste durante semanas o meses.



v" Tumefaccion articular simétrica con rigidez por la mafiana y el dia.
v’ Calor, hipersensibilidad y dolor. ® (Fig.7a)

Figura N°7 Manifestaciones clinicas en las articulaciones por AR

Fig. Ta Enrojecimiento, calor y dolorenla  Fig.7b Deformacion de los dedos de la mano con
articulacion del tabillo. perdida total de su funcionalidad

Fuente: HOY Editorial Artritis Reumatoide
3. Diagndstico

No existe ninguna prueba especifica para el diagnostico de AR no obstante se
puede diagnosticar mediante proteinas de fase aguda como ©*29:

v’ Historia clinica

v' Examen fisico

v’ Laboratorio:
+ Proteina C reactiva (PCR), Factor reumatoide (FR)
+» Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG).
% Leucopenia y Eosinofilia

+ Anticuerpos anticitoplasmaéticos del neutrofilo:
citoplasmatico (CANCA) y perinuclear (pANCA),



No son especificos pero estan presentes a concentraciones elevadas en los sueros

de estos pacientes con artritis reumatoide. ©°

v Ultimamente se ha descrito un nuevo anticuerpo especifico para la AR
llamado antipéptido ciclico citrulinado (anti-CCP) de alta especificidad. Los
anti-CCP son mas especificos (96%) que el FR aunque ligeramente menos
sensible (48%) y la combinacién de las pruebas proporciona un alto valor
predictivo para positivos (91%) y para negativos (78%). Este patron se asocia
con mayor riesgo de signos radiolégicos de dafio articular y permite una
buena prediccion de la agresividad de la AR. Asi, se podria afirmar que la
determinacion de anti-CCP en las artritis reciente podria contribuir a facilitar el

diagnéstico de las AR en fase precoz. @9

4. Tratamiento

El tratamiento de la AR debe dirigirse a disminuir la actividad inflamatoria, evitar la
progresion articular y sus consecuencias, el objetivo ideal es conseguir la remision

de la enfermedad u obtener el mejor control posible de la actividad.
Tratamiento de Primera linea; ©¢%3439
v Antiinflamatorios no esteroideos,
v Glucocorticoides.

Tratamiento de Segunda linea son:

v' Metotrexato (MTX) propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras. Sus

efectos secundarios son la toxicidad hematologica, hepatica y pulmonar.
v Cloroquina e hidroxicloroquina (implicadas en la quimiotaxis y fagocitosis)

v Sales de oro, Leflunomida, Ciclosporina, Azatioprina, Ciclofosfamida. ®



F. SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El sistema del complemento es uno de los principales mecanismos efectores de la
inmunidad humoral como también de la inmunidad innata, consta de proteinas
séricas y de superficie celular que interactian entre ellas y con otras moléculas del

sistema inmunitario de una forma sumamente regulada. ¢

La activacion del complemento supone la protedlisis secuencial de proteinas para

generar enzimas con actividad proteolitica.®?

Este sistema complejo, del que en la actualidad se conocen mas de 30 proteinas,
participan 13 en el circuito de activacion, 7 del sistema de control y 10 que sirven de

receptores a las moléculas originadas durante el proceso de activacion; constituyen

mas de 120 de las proteinas presentes en el plasma, por ello su importancia. 239

Las principales funciones del sistema del complemento son: ©
¢ Lisis celular.

% Respuesta inflamatoria.

% Opsonizacion.

“ Neutralizacion de virus.

% Eliminacién de complejos inmunes.

Una de estas funciones se lleva a cargo del ligando C1q, éste es el aclaramiento de
inmunocomplejos (complejos antigeno-anticuerpo circulantes) donde pueden ser

eliminados de la circulacion, si el complejo se une a C3b.

Los eritrocitos tienen receptores del complemento que interactiian con los complejos

inmunes cubiertos por C3b y los lleva al higado y al bazo para su destruccién. 43239

Pero si estos no son eliminados de manera correcta las consecuencias son las

enfermedades que con anterioridad se explicaron.



Tabla N° 2 Funciones basicas del complemento ©94%

Ligando Células que lo expresan Funeciones
Cib

Erttrocitos, linfocitos T v B, células del

I{...‘I'r sistema fagocitico mononuclear (SFM), AcKIRIICIE o mm""“'""_mmm""\' Fagocitosis,
C4b . Cuimioiaxix
C3b67 neutrofilos
Cib
1C3b . ; . . :
C1d hinfocitos B, cel.denmtnnicas foliculares, Citohisis, Atrapamiento de complejos en centros
C3dg cel.epuchales germinales
C5b-9
iC3b SEM. neutrofilos, NK Fagocitosis, Anclaje al endotelio, diapedesis
iC3b SFM, neutrofilos, plaqueias, cel. dendriticas Como CRJ
C3a Mastocitos, basofilos, cél. Endoteliales. Degranulacion, Aumento de la permeabilidad
- cel.misculo liso vascular, Contraccion musculo liso
CSa Mastocitos, Ija:uiﬂlu.:c.‘l'él Endotelinles, Quimiotixis, Opsonizacién
neutrofilos
Clyg Leucocitos, plaguctas Aclaramiento de nimunocomplejos

FUENTE: YANELSKYS P. Complemento

1. Mecanismos de activacion del complemento

En la activacion se ponen en marcha reacciones en cascada, de forma que en cada
reaccion se genera un producto de dos fragmentos y tienen actividad bioldgica. Son

tres formas por las que se puede activar el complemento; 43239

v' La via alternativa.- Se activa sobre las superficies de las células

microbianas sin los anticuerpos. ¥

v' La via clasica.- Se activa por ciertos isotipos de anticuerpos unidos a
antigenos. Como el tipo IgG1, IgG2 o IgG3 (dos anticuerpos cercanos) 0
del tipo IgM. (un anticuerpo) ¥

v' La via de las lectinas.- Se activa por una lectina plasmatica que se une a

manosa sobre los microorganismos. ?

Las tres vias convergen en la escision de la fraccion de C3 y C5, donde C5 se

escinde en C5a y C5b, este es el primer factor de la via terminal o litica.

Una vez iniciado se produce una amplificacion progresiva de las reacciones hasta

alcanzar su objetivo. El inicio por error de esta cadena de reacciones acarrearia en



serias consecuencias para la salud, entre estas las enfermedades autoinmunes ya

mencionadas con anterioridad como LES y AR. ¢)

2. Via alternativa

Esta via se inicia en presencia de gérmenes y no necesita la actuacion de
anticuerpos para activarse, por lo que representa un mecanismo de defensa
importante en los estadios iniciales de la infeccion, cuando aun no se ha hecho

efectiva la respuesta inmune humoral. 9

El primer factor de esta via, es el C3, tiene una activacibn permanente pero
moderada y junto con otros factores de control hace que la via no se dispare y se
amplifigue indebidamente. La activacion y amplificacion ocurren solamente en

presencia de ciertos agentes, principalmente bacterias. ¢
Se distinguen dos situaciones en esta via:
a) Estado de reposo

Existe la escision lenta de C3, a consecuencia de ello quedan 2 fragmentos C3a y
C3b de mayor tamafio, en el cual queda un enlace tioéster expuesto. En ausencia de
infeccion el C3b permanece en la fase fluida y se une a una molécula de agua,

quedando el enlace hidrolizado e inactivado. ¢
b) En estado de amplificacion

C3b, se encuentra en todos los tejidos del organismo y sangre, con la activacion de
éste forma un enlace covalente con la superficie del germen que amplifica la via

alternativa. ¢

El factor B, se une a C3b, formando el complejo C3bB (Fig.8), dando inicio a la
cascada de reacciones de la via alternativa siempre y cuando este anclada a la
superficie de una célula microbiana o del huésped. ¢

Sobre el factor C3bB actla el factor D, con actividad serinesterasa, escindiéndolo en

un pequefio fragmento Ba y otro de mayor tamafio que se queda unido a C3b,



formando el complejo C3bBb que es la C3 — convertasa de la via alternativa y su

funcion de escindir mas moléculas de C3 amplificandose secuencialmente. ¢239

La properdina, se une a C3bBb para dar el complejo C3bBb y estabilizarlo, es el

anico regulador positivo. 239

FIGURA N°8. Activacion de la Via alternativa

Fig.8 La via alternativa se activa por la union de C3b a distintas superficies
activadoras, como las paredes de las células microbianas. Formacion de la C3-

convertasa y escision de C3.
Fuente: GARCIA Olivare E., A. Alonso et. Complemento
3. Viaclasica

La via clasica se inicia mediante la union de la proteina del complemento C1 al
dominio CH2 de IgG o al CH3 de las moléculas de Ig M que se han unido a un

antigeno. 41

La molécula C1 es un complejo proteinico multimérico grande que estd compuesto
de las subunidades Clqg, Clr y Cls: La subunidad Clg esta constituida por seis
cadenas con una disposicion radial en forma de paraguas, cada una de las cuales
consta de una cabeza globular conectada a un tallo central por un brazo similar al

colageno. (Fig.8) @41



FIGURA N° 9 Molécula de Clq
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Fig.9 Las cabezas globulares en los extremos se denominan H, son las regiones de
contacto con las inmunoglobulinas. C1r y C1s forman un tetramero compuesto de
dos moléculas de Clr y dos de C1s, los extremos de éstos contienen las regiones

cataliticas de estas proteinas.

Fuente: Journal of investigative dermatology. C1q

El complejo Clg es una proteina de 460 Kd, compuesta de 18 cadenas
polipeptidicas (6A, 6B, 6C) cada una de 225 aminoacidos (AA) organizados en
tripletes e interconectados por puentes disulfuro cada una de las cuales posee un
extremo fibrosoy otro globular denominado H por donde reconoce a la region

constante de los anticuerpos. 413239

Un tetrdmero C1r y Cls envuelve los brazos radiales de los complejos Clqg de

forma que se yuxtaponen a las regiones cataliticas de C1ry Cls. 14153239

Los anticuerpos participantes pueden ser de tipo IgM (1 sola molécula ) o IgG de las
clases 1gG1, 1gG2 o IgG3 (en seres humanos) estos son los activadores mas
eficientes del complemento que las otras subclases, se necesitan al menos dos

complejos Ag-Ac cercanos, 14153239



FIGURA N° 10 Uni6n de Cl1q al Fc de IgG y la membrana celular
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Fig.8c Union de la unidad de C1q al Fc de las
inmunoglobulinas (por lo menos 2 anticuerpos
cercanos) unidos a suvez a la membrana celular

Fig-9b C1q se asocia a una molécula
de IgM unida a una superficie bacteriana

Fuente: GARCIA Olivares E., A. Alonso, Complemento

Dado que cada molécula de IgG solo tiene una region Fc, deben acercarse
multiples moléculas de IgG para que se pueda unir a Clq, y multiples anticuerpos

IgG quedan agrupados Unicamente cuando se unen a un antigeno multivalente.

Aungue la IgM libre (circulante) es pentamérica, no se une a Clg, aparentemente
porque las regiones Fc de la IgM libre son inaccesibles para el C1q. La unién de la
IgM a un antigeno induce un cambio de conformacion que expone los sitios de union
a Clq de las regiones Fc y permite a C1q unirse a la IgM. 14153239

Por su estructura pentamérica, una sola molécula de IgM puede unirse a dos
moléculas de C1q y esta es una de las razones por las que IgM es un anticuerpo de

unién al complemento. 4153239 (Fig 9)



TABLA N° 3 Proteinas de la via clasica del complemento

PROTEINA ESTRUCTURA CONCENTRACION FUNCION
SERICA (ug/mL)
Clq 750 kD
(Ciqgr2s2) Inicia la via clasica
460 kD;
Clq hexamero de 3 75-150 Se une a la porcion Fc del Ac que se ha unido al Ag, a
pares de cadenas las células apoptdsicas y a superficies catidnicas.
(22,23,24 kD)
Proteasa de serina, escinde Cls para convertirlo en
Cir Dimero 85 kD 50 una proteasa activa
Cls Dimero 85 kD 50 Proteasa de serina, escinde C4 y C2
C4b se une covalentemente a la superficie de un
microorganismo o de una célula, donde se une el Ac
210 kD, trimero y se activa el complemento. C4b se une a C2 para
ca de cadenas de 300 - 600 conseguir su escision por Cls. C4a estimula la
97,75y 33 kD inflamacién (anafilotoxina)
Mondmero de C2a es una proteina de serina y actia como la
c2 1202 kD 20 enzima activa de las C3 y C5-convertasas, para
escindir C3 y C5.
185 kD C3b se une a la superficie del microorganismo, donde
(subunidad-A actia como opsonina y como componente de las C3
c3 110 kD; 1000 -2000 y C5-convertasas. C3a estimula la inflamacién
subunidad-B,75 (anafilotoxina)
kD)

FUENTE: ABBAS L. Abul K. Sistema del complemento

Este hexdmero realiza la funcion de reconocimiento de la molécula y se une

especificamente a las regiones Fc de las cadenas pesadas de Ig para activarse. La

unidon de la Inmunoglobulina al antigeno induce un cambio conformacional en los

dominios de la regién Fc que permite la union del factor C1. ©

Este requisito explica por qué pueden iniciar la via clasica de activacion de los

anticuerpos unidos a los antigenos y no los que circulan libres. %3239 (Tapa.3)




a) Activacion del factor C1

Clqg se une a los anticuerpos y C1r y C1s son proteasas, que forman un tetrdmero
gue contiene dos moléculas de cada una de ellas, la unién de dos o mas cabezas
globulares de C1q a las regiones Fc de una IgG o IgM provoca que una molécula de
Clr del complejo Clqr2s2 pierda por autocatalisis un fragmento de bajo peso

(39 Esta molécula activa a la otra molécula de C1r.

molecular, quedando activada.
Las dos moléculas de Clr atacan a las dos moléculas de Cls liberando sendos
fragmentos de bajo peso molecular, dejando expuestos sus dominios cataliticos. La

activacion de C1 es Ca** dependiente. ®¥ (Fig.11)

Figura N° 11 Activaciéon de la Via Clasica del complemento
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Fig.11 Los complejos Ag-Ac que activan la via clasica del complemento pueden
estar solubles, unidos a las superficies celulares o depositadas en matrices
extracelulares. Esta via se inicia con la unién de C1gq a moléculas de complejos Ag-
AC, lo que conduce a la produccion de C3 convertasa y su respectiva escision.

Fuente: GARCIA Olivares E., A. Alonso, Complemento

De esta forma C1s se convierte en un enzima del tipo serin-proteasa cuyo substrato
son los factores C4 y C2, produciendo su escision en dos fragmentos, uno pequefio

C4a que es una anafilotoxina de baja actividad y otro mayor C4b, que se une por



enlace covalente de tipo éster o amida a la superficie celular con vida media de
milisegundos y esto representa un mecanismo de seguridad para que la reaccion
solamente progrese si se realiza sobre la superficie de un germen y otra célula. ¢

Cls también actia sobre C2, provocando la escision de esta molécula en dos
fragmentos, uno pequefio C2b, sin actividad de anafilotoxina, y otro mayor C2a.Este
altimo se une al C4b para formar sobre la superficie del germen el complejo C4b2a.
Este complejo tiene actividad esterasica y su substrato es el C3 por lo que a C4b2a

se le llama convertasa C3 de la via clasica. ©%
4. Via de las lectinas

Se activa en ausencia de Ac y puede poner en marcha incluso en individuos que no
han sido previamente inmunizados. El extremo lectina reconoce la manosa en la
superficie de los gérmenes y el extremo coldgeno activa la cascada del

(32,39)

complemento. Su actividad biologica requiere al menos el grado de

complejidad del tetramero, que se parece a la molécula de C1q. ©¥ (Fig.12)

FIGURA N° 12 Proteina fijadora de manosa
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Fig.12 Cl1qg es remplazada por una proteina sérica de origen hepéatico de la familia
de las colectinas llamada proteina fijjadora de manosa (MBP, mannose-binding
protein) que puede reconocer restos de manosa en los polisacaridos de membrana
de una gran variedad de gérmenes (bacterias, hongos, protozoos y virus).

Fuente: DEFRANCO, Locksley and Robertson



La Proteina fijadora de manosa (MBP) se encuentra en suero asociada a una
proteina con actividad enzimatica parecida a Cls denominada MASP (MBP-
associated binding protein, proteina asociada a MBP), que adquiere actividad
enzimética cuando el extremo lectina de la MBP reconoce a la manosa sobre la
superficie de gérmenes, activada escinde a C2 y C4 de forma similar a como lo
hace Cls, progresando entonces la cascada del complemento de forma idéntica a

c6mo lo hace en la via clasica. #1532 (Fig.13)

Figura N° 13 Activacion de la via de las Lectinas
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Fuente: GARCIA Olivares E., A. Alonso. Complemento.

5. Complejo de Ataque a la membrana (MAC)

El objetivo de las tres vias de activacion del Complemento es formar la C5
convertasa. Esta enzima hidroliza C5 en C5a, que difunde, y C5b que se une a la
superficie de la célula blanco y sirve como sitio de unién obligatorio para miembros
del complejo de ataque a membrana. ®¥ C6 se une a C5b para formar C5b6, que a
su vez se une a C7. El complejo C5b67 se incrusta en la bicapa fosfolipidica de la

célula blanco. Entonces viene C8 que se une al complejo para formar C5b678 que



crea un pequefio poro en la membrana. ®¥ El paso final en la formacién del MAC es
la union de C9 al complejo C5b678 para formar poros grandes en la membrana de la
célula blanco. EI MAC tiene una forma tubular donde iones y pequefias moléculas
pueden difundir, llevando a la muerte de la célula por pérdida de agua ©9 vy

electrolito.

El microorganismo opsonizado, e interiorizado es destruido por los fagocitos,

siendo este el mecanismo de muerte mas importante del complemento. %

La fagocitosis de células mediada por C3b ilustra mejor que ningun otro fenomeno el
paralelismo de las vias alternativa y clasica del complemento. 539 (Fig.14)

FIGURA N° 14 Complejo de ataque a la membrana, Lisis celular
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Fuente: GARCIA Olivares E., A. Alonso. Complemento
6. Codificacion genética de las fracciones del complemento

Las moléculas C2, C4 y el factor B (Bf) son codificadas por genes ubicados en el
cromosoma 6, entre los loci HLA-B y HLA-DR. Los factores B y C2 son codificados

por un solo locus y existen dos loci para C4, C4a y C4b. ¥

En el brazo corto del cromosoma 1 del hombre se localizan los genes que codifican
las cadenas alfa y beta de C8 y de C1q. Los genes C6 y C7 (originados por

duplicacion) se encuentran en el cromosoma 5. ¢



IV.  ANTECEDENTES

El afio 2001 el Dr. A. Lopez del Departamento de Pediatria y Patologia indicé que
todos los auto-anticuerpos presentes en el LES son importantes para su diagnostico
(especialmente el anti DNAds). ®® Pero que en la actualidad se ha detectado una
elevacion en el titulo del anticuerpo anti-C1qg de éstos pacientes, y es de importancia
ya que se correlaciona muy bien con actividad renal. ®® Victoria Werth MD de la
Universidad de Pensilvania en el mismo afo indica que se han descrito deficiencias
del complemento en pacientes con lupus como el C1, Clq, C2, C4 y por este motivo
se pueda dar el desarrollo y la gravedad de la enfermedad al no poder eliminar la
presencia de inmunocomplejos y que la disminucion de Clq puede estar asociado a

un mal pronostico de nefropatia. *®

El Dr. Miguel Reyes del servicio de Nefrologia del Instituto Mexicano del Seguro
Social corrobora esta informacion con un estudio realizado el afio 2004 en el cual los
resultados demuestran la presencia de valores elevados del anticuerpo anti C1q los
cuales se encuentra con mayor frecuencia en pacientes con nefritis ltipica, “? Por
otro lado el Dr. Abdias Hurtado encuentra la correlacion que existe entre la
presencia de valores elevados del anticuerpo anti-C1q con la actividad renal en
pacientes con LES “?y lo publica en el 2do Congreso Internacional de Nefrologia el
2005. E indica que no todos los pacientes con los patrones seroldgicos tienen
enfermedad activa, y que esto no necesariamente predice la exacerbacion de la

enfermedad.

Segun Cameron JS, 1999, Flierman y Daha 2007, Mortensen et. al. 2008 indican
gue los autoanticuerpos anti C1q son considerados incluso factores patogénicos en

la generacion de las lesiones renales. ©

El director Dr. Raul Plata Cornejo del Instituto Boliviano de Nefrologia de la ciudad
de La Paz el afio 2005, explico que el diagnéstico y las curaciones de enfermos
renales terminales, son inalcanzables para la gran mayoria de la poblacién y por ello
muchas personas enferman de dafio renal cronico y muy pocos reciben tratamiento
de didlisis. Segun datos estadisticos de dicha institucibn encontraron un alto
porcentaje de afeccidn en el género femenino las cuales estaban comprendidas

entre las edades de 30 a 50 afios. “®



Segun el Dr. Rolando Troche presidente de la Sociedad Boliviana de Reumatologia
(SBR) el afio 2009 indica que la AR es una enfermedad que afecta mas a mujeres
con una relacion de 3 veces mas respecto a varones, sin embargo la que mas afecta
a en Bolivia y el mundo es la artritis de tipo inflamatorio que esta ligado a defectos
inmunologicos, como: artritis reumatoide, osteoartrosis y el lupus eritematoso
sistémico (9/1 mujer, vardn respectivamente) el cual ocasiona grandes
deformidades, pero que con un diagnostico temprano dentro de los 2 primeros afos
esto se podria evitar. ElI Dr. Raul Plata correlaciona esta informacién con respecto a
pacientes con artritis e indica que en pacientes con LES la nefritis [Upica se da en un

40 — 75% de los pacientes dentro de los primeros 5 afios de iniciada la enfermedad.
(27,29)



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Lupus eritematoso sistémico es una enfermedad bastante frecuente y su
prevalencia en la poblacion general se encuentra entre 4 y 250 casos por cada
100.000 habitantes, sin embargo esta relacion puede variar, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y puede alcanzar de 1 por cada 2000 personas, segun
estadisticas oficiales. ¢*?

La prevalencia de la artritis reumatoide es aproximadamente del 1% de la poblacion
y oscila entre el 0.3 y el 2.1%, las mujeres se afectan aproximadamente con una

frecuencia tres veces mayor a la de los varones. ¢

Cada afio, un promedio de 800 personas, entre nifios, jovenes, adultos y ancianos,
enferman de dafio renal cronico y solo 50 de ellos reciben un tratamiento de dialisis.
La mayoria de esos enfermos muere sin recibir tratamiento médico, revela un
informe del Instituto Boliviano de Nefrologia de la ciudad de La Paz. “* Este instituto
realizo su 8va campafia el afio 2004 de “Educacion, Prevencién y Tratamiento de
las Enfermedades del Rifion” en el periodo de febrero a julio del 2004, en una
poblacién de 1000 pacientes donde el 29.5% (295 pacientes) presenta enfermedad
renal y de vias urinarias, de las cuales las enfermedades mas comunes
diagnosticadas fueron la infeccién del tracto urinario, poliglobulia (eritrocitosis) y
proteinuria, hipertension arterial sistémica, litiasis renal, nefropatia diabética,

nefropatia lUpica, tuberculosis renal e insuficiencia renal crénica “V

El problema de estos pacientes es que no se llega a detectar oportunamente la
enfermedad debido a que las manifestaciones clinicas leves en un comienzo e
inespecifico, pasa de una enfermedad relativamente benigna a una progresiva falla

fulminante de 6rganos y posterior muerte. 2

Actualmente no se dispone de marcadores laboratoriales accesibles que
coadyuven a un diagnostico temprano de la enfermedad y su posterior

seguimiento.



VI.  JUSTIFICACION

En Bolivia la frecuencia de LES es 9/1 y AR es 3/1 (relacion mujer —vardn) con una
edad promedio entre los 15 a 65 afios, considerando que la Nefritis Lupica llega a
ocurrir en un 40 — 75 % de los pacientes especialmente con LES, dentro de los
primeros 5 afos de iniciada la enfermedad, es de gran interés el poder evitar el dafo
con un diagndstico temprano y un seguimiento efectivo. ¢”?%4Y Estudios realizados
en el instituto SELADIS en el afio 2006 demostraron que el 85% de los pacientes
que acuden a dicha institucion con diagndstico de LES son mujeres y que en un 80%

estuvieron comprendidos entre las edades de 15-56 afios. *?

Tenemos entendido que los pacientes con diagndstico de LES cursan periodos de
remisiones y periodos de exacerbacion y en cualquier momento de su vida pueden
presentar dafio renal crénico, produciéndose como consecuencia la perdida
funcional total del rifién, la cual es la principal causa de muerte. Esto afeccion puede
ser provocado por la acumulacion de niveles excesivos de inmunocomplejos
circulantes que no son eliminados adecuadamente por lo tanto se depositan en la
membrana basal de los glomérulos. ©? Por otro lado en los pacientes con AR,
debemos considerar, que los capilares de las membranas sinoviales son vasos a
través de los cuales se producen un ultrafiltrado del plasma donde existe una
presion hidrostéatica elevada, lo que explicaria que esas sean las localizaciones mas
frecuentes de depdsito de inmunocomplejos, ocasionando activacion del

complemento e inflamacion. #°9)

La determinacion de anticuerpos anti C1g, ha sido propuesto como un marcador en
el LES ya que su aparicién fue correlacionada con lesion renal y con posible
actividad de nefritis. Mas aun, si esta presencia esta acompafiada con disminucion
de la fraccién Clq (antigeno) ya que se asociaria a un mal pronéstico ¢"2°*1  de
Nefropatia. Por ello proponemos, un método que nos ayude a determinar este
marcador (Ac anti-C1q), mediante la técnica del Inmunoensayo absorbente unido a
enzima (ELISA) ya que ésta presenta muchas ventajas, entre ellas; es una técnica
no invasiva, sencilla de realizar y de mayor reproducibilidad. De forma paralela
cuantificaremos las concentraciones de C1q utilizando la técnica de Inmunodifusion

Radial (IDR), por ser sencilla de realizar y necesita poca cantidad de muestra.



VIl. DISENO METODOLOGICO
A.- TIPO DE DISENO: Test diagndstico
B.- TIPO DE ESTUDIO: Piloto experimental — descriptivo

C.- POBLACION EN ESTUDIO: Se estudiaron 49 muestras provenientes de
pacientes con diagnostico presuntivo de LES, AR y pacientes aparentemente sanos.
Las muestras (remanentes de suero), se obtuvieron revisando los registros de los
pacientes que acudieron a las unidades de INMUNOLOGIA,
HISTOCOMPATIBILIDAD E INMUNOGENETICA (HLA) del Instituto SELADIS el afio
20009.

1. Criterios de inclusion:
a) Pacientes con diagnostico presuntivo de Lupus Eritematoso Sistémico.

% Si son positivos para LES: Mayores a 45.3 Ul/mL para anti-
DNAds y un titulo mayor o igual a 1/160 para ANA (IF1).

% Si son negativos para LES: Menores a 38.7 Ul/mL para anti-
DNAdSs y un titulo menor a 1/160 para ANA (IFI).

b) Pacientes con diagnostico presuntivo de Artritis Reumatoide.

% Si son positivos para AR: Mayor a 25 U/mL para anti-CCP, valor
mayor a 12Ul/mL para FR y un valor mayor 0.65 mg/dL para
PCR.

% Si son negativos para AR: Valores hasta 25U/mL, valor hasta 12
Ul/mL para FR y valor hasta 0.65 mg/dL para PCR.?

c) Pacientes de ambos sexos comprendidos entre los 15 a 65 afios.

d) Pacientes aparentemente sanos sin descartar alguna enfermedad.

! Valores de referencia de la unidad de Histocompatibilidad e Inmunogenética (HLA-Instituto SELADIS). Se debe
aclarar que para nuestro estudio un titulo menor a 1/160 fue considerado como no reactivo, sin embargo para
el laboratorio (HLA) un titulo de 1/40 es considerado reactivo.

> Valores de referencia de la Unidad de Inmunologia (Instituto SELADIS)



2. Criterios de exclusion:

a) Pacientes con otro tipo de enfermedad inflamatoria.

b) Pacientes con otro tipo de enfermedad autoinmune.

c) Pacientes en estado de gestacion.

Los medios estadisticos usados para obtener los resultados son las medidas de

tendencia central: promedio, desviacion estandar, rango y Coeficiente de correlacion

r de Spearman.

D. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

TIPO DE
VARIABLE DEFINICION DIMENSION VARIABLE CLASE INDICADOR
Categoria que se le asigna a
GENERO | un individuo segun al sexo al | Morfoldgica Nominal Masculino Porcentaje
que pertenece Femenino
[15-25>
[25-35>
EDAD Medida del tiempo de Cronoldgica Intervalo ARos [35-45>
existencia de una persona [45-55>
[55-65]
Subcomponente del sistema
Ag -Clq del complemento de lavia | Inmunoldgica | Cuantitativa | Concentracion mg/L
cldsica. continua
Ac-Clq Anticuerpo presente enel | Inmunoldgica | Cuantitativa Densidad Absorvancia

suero o plasma del paciente

continua

Optica




E. MODELO TEORICO

Las muestras fueron procesadas por
técnicas de referncia (anti-DNA ds,
ANA, anti-CCP, FR, PCR).

~

Recoleccion de datos de acuerdo a su resultado
(reactivo o no reactivo) y obtencién de remanentes
de suero (muestras) y se quardaron durante un

ercesarnientu de las muestras
recolectadas mediante la técnica
en estudio (ELISA) v la técnica de
Inmunodifusion radial (IDR).

~

;8 7
ELISA-C1q IDR-C1q
Muestras reactivas para LES Muestras reactivas para LES
vy AR, muestras no reactivas y AR, muestras no reactivas
para LES y AR. para LES y AR

1L N

Cuantificacidon de la fraccion
C1q de forma cuantitativa
mediante su concentracidn

en mg/L

Elaboracidn de resultados con medios eﬂadiﬂ@<‘;

VIll. HIPOTESIS

Determinacién de anticuerpos
anti-C1q de forma cuantitatva
mediante su densidad dplica.

Los datos hallados sobre los niveles elevados del anticuerpo anti Clq
correlacionaran con la gravedad de la enfermedad por lo que la prueba planteada
sera util en el diagndstico y seguimiento de las enfermedades en estudio.



IX.

OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Anticuerpos anti — C1q Yy cuantificar la fraccion
Clqg para el apoyo al diagnostico y seguimiento de Lupus Eritematoso
Sistémico y Artritis Reumatoide.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar la estandarizacién de la técnica ELISA-C1g mediante la titulacion de
sus componentes (anticuerpo y antigeno).

Determinar el punto de corte o cut-off de la técnica ELISA-C1q.

Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la técnica
ELISA-C1q.

Cuantificar la concentraciéon de la fraccion Clg mediante la técnica de
Inmunodifusion radial (IDR) para establecer los rangos de referencia en

nuestra poblacion.

Identificar la correlacion existente entre los niveles de anticuerpos anti— C1q

con la concentracion de la Fraccion C1q.



X.

Esta técnica se basa, en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una

enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL
1. Insumos:
Antigeno: C1q purificado (kit comercial HUMAN)
Anticuerpo: Muestras biolégicas de pacientes (suero)
Conjugado: Antiinmunoglobulinas marcadas con peroxidasa (Sigma)
Neutralizante: Leche descremada al 5 % (Morinaga)
Sustrato: orto - fenil diamina (Aldrich)
Solucién de parada: Acido sulfarico 2N
Solucion de lavado: PBS tween 0,1 M, pH=7.4
Placas de inmudifusion radial (HUMAN)

Estandares de referencia para IDR (HUMAN)

. METODOS

1.- Técnica Inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) “Y

a) Determinacion de anticuerpo anti C1q mediante la técnica ELISA

inmunoldgica como enzimatica.

Al estar uno de los componentes marcado con una enzima e insolubilizado sobre un
soporte, la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera
facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la

enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso

de un espectrofotdmetro o un colorimetro. “® (TABLA 4).



4 Para la Titulacion de la técnica ELISA - C1q se utilizaron:

% Como controles positivos:

Muestras de suero provenientes de pacientes con diagnostico de LES (+) los cuales
se encontraban entre 104.5 a 190.2 Ul/mL confirmado con las técnica ELISA para

anticuerpo anti-DNAds, que acudieron al Instituto SELADIS en la gestion 2009.

«» Como controles negativos:

Muestras de suero provenientes de pacientes aparentemente sanos que acudieron
al Instituto SELADIS en la gestion 2009, sin descartar enfermedad alguna y
muestras de pacientes con diagnostico de LES (-) que se encontraba entre 26.6 a

33.3 Ul/mL y confirmado con la técnica anteriormente descrita para el mismo caso.
% Para tapizar la placa de ELISA 3

Se utilizo el antigeno de un Kit comercial (HUMAN) el cual fue alicuotado en
fracciones a partir de la concentracién madre (10 mg/mL)* dilucién 1/10 en tubos
eppendorf y guardado a refrigeracion con una temperatura de - 4 °C listo para su

respectivo uso.

% El conjugado a titulo 1/10000.°

% Se realizé un control de calidad interno para ambas técnicas (ELISA e IDR)
mediante la corrida de una misma muestra en cada ensayo, obteniendo de

esta manera valores proximos entre si.

* Para Tapizar las placas se utilizé leche descremada al 5% diluida con PBS 0.1M, pH=7.4
4 ’ e
El antigeno ya estaba diluido con su buffer.
> La titulacién del conjugado se realizo en otro trabajo con anterioridad y fue realizado por la Universitaria
Sandra Rodriguez en la tesina para optar el titulo de licenciatura en bioquimica del afio 2003.



Pasos generales de la técnica ELISA.

1.- Sensibilizaciéon (HUMAN ITC 59033)
- Afadir 100 uL de Antigeno C1q ° a cada pocillo.
- Incubar por 30 minutos a 37 °C.
- Lavar con 150 uL de PBS 0.1M pH=7.4.
2.- Neutralizaciéon (Morinaga)
- Agregar 200 uL de leche descremada al 5%.
- Incubar 1 hora a temperatura ambiente (18°C a 25°C).
- Lavar con 150 uL de PBS tween 0.1M pH=7.4.
3.- Unién antigeno — anticuerpo (Suero)
- Afadir 100 uL de Muestra’ diluida (1/100) a cada pocillo.
- Incubar por 30 minutos a 37 °C.
- Lavar con 150 uL de PBS tween 0.1M pH=7.4.
4.- Adicion de Conjugado (SIGMA 5002)

- Afadir 100 uL de conjugado® diluido (1/1000).

Incubar 1 hora a 37 °C.

Pasado el tiempo desechar.

Lavar con 150 uL de PBS tween (3 veces).
5.- Adicion de Sustrato (ALDRICH-ICN)
- Afnadir 100 uL de sustrato (1/1000).

- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (18-25°C).
7.- Adicion de Solucién de parada

- Afadir 50 uL de acido sulfdrico 2 N. a los 5 minutos de incubacién con el
sustrato.

8.- Lectura - Leer todos los pozos a una longitud
de 492 — 630 nm

*El antigeno fue diluido con buffer carbonato - bicarbonato
7 Las muestras fueron diluidas con PBS-tween (C=0.1M,pH=7.4)
El conjugado fue diluido con PBS-tween (C=0.1M,pH=7.4)



Se utilizaron microplacas de poliestireno ELISA transparente con base en forma de
“U”. (Fig.15) de 96 pocillos. Realizando la lectura de las densidades 6pticas de las
respectivas muestras en un equipo automatizado para placas ELISA de la marca
AWARENESS TECNOLOGY, a una longitud de onda de 496 nm a 630 nm, ya que a

esta longitud se puede leer el color amarillo de la reaccion.

Figura N°15 Lector de ELISA y microplacas de poliestireno de 96 pocillos

FUENTE: Laboratorio de Inmunologia (SELADIS)

En cuanto a la titulacion de los componentes de la técnica, se utilizaron diluciones

sucesivas tanto del antigeno como del suero, describiéndolo de la siguiente manera:
+« Las concentraciones del antigeno son: 10.0/5.0/1.0/0.1 (ug/ mL)
% Las diluciones del suero fueron 1/10; 1/50; 1/100; 1/500
+¢+ Dilucién del conjugado: 1/10000.

Una vez establecidas las concentraciones optimas, tanto del antigeno como de
anticuerpo se procedié a correr la prueba con las muestras recolectadas de los
grupos de pacientes con LES y AR. Para estandarizar la técnica ELISA, donde los
datos obtenidos nos ayudaran a encontrar el punto de corte o cut — off de la técnica.

2.- Técnica Inmunodifusién Radial (IDR) “?

a) Cuantificacion del antigeno Clg mediante la técnica de IDR en

placa.

La técnica de Inmunodifusion radial se basa en las reacciones que se producen en

medio semisolido. EI método implica la difusion radial del antigeno desde un pocillo



cilindrico a través de un gel de agarosa conteniendo un anticuerpo monoespecifico
adecuado. Se forman los complejos Ag — Ac los cuales bajo condiciones correctas,
formaran un aro de precipitado (Fig.16). El tamafio de aro crece hasta alcanzar el
equilibrio entre la formacion y desaparicion de tales complejos, este punto se llama

“conclusion”.

Figura N°16 Placa de Inmunodifusion Radial

Una vez realizada la siembra de las muestras en los pocillos a las 48 horas de
incubacion y a temperatura de 25 °C (ambiente), se procedié a la medicién del
diametro de los halos, obteniendo los resultados en mm?, los cuales mediante el
calculo de regresion lineal se construyé una grafica con las concentraciones de los
estandares e interpolandolo en la recta se determinaron las respectivas
concentraciones de las muestras y asi convertir éstas unidades en mg/ L.

Con las concentraciones halladas se procedié a la construccion de la gréafica de
dispersion para hallar el rango de normalidad de las muestras y la respectiva
correlacion que existe entre el Anticuerpo anti C1q y el C1q. Los medios estadisticos
usados para obtener los resultados son las medidas de tendencia central: promedio,

desviacién estandar y rango.
XI. RESULTADOS

Con el fin de cumplir con los objetivos planteados el primer paso a seguir fue titular
los reactivos a utilizar en la técnica ELISA, para la evaluacion de anticuerpos anti-
Clg. En este sentido utilizamos muestras biolégicas (suero) de pacientes con

diagnostico de LES y AR. En el primer caso tenemos que:



La titulacién de la fraccion C1lqg y de los anticuerpos anti-C1q nos establecid que la
concentracion optima de uso del C1qg es de 5 ug/mL. En cuanto a las muestras (en
las cuales podrian presentar anticuerpos anti C1q) deberian ser utilizadas a una
dilucion de 1/100 (fig. 1-5). Esto se resume en la figura N°17 y tabla N°5

FIGURA N°17. Titulacion del Anticuerpo Anti — C1q para la Técnica ELISA

Titulacion del Anticuerpo anti C1q para la
técnica ELISA
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Fig.17 Se puede observar las diferentes curvas de titulacion de las respectivas
diluciones, tanto para el antigeno como para el anticuerpo. Las diluciones de las
muestras de suero corresponden a pacientes con resultado positivo y negativo para
el anticuerpo anti DNAds, donde también se incluyeron muestras de suero de

pacientes aparentemente sanos como muestras negativas.



FIGURA N° 18 Titulacion de la Técnica ELISA para el Anticuerpo Anti — C1q.
Dilucion de la muestra 1/10.
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FIGURA N° 19 Titulacion de la Técnica ELISA para el Anticuerpo Anti — C1q.
Dilucion de la muestra 1/50.
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FIGURA N° 20 Titulacion de la Técnica ELISA para el Anticuerpo Anti — C1q.

Dilucién de la muestra 1/100.°

Densidad Optica del Ac anti Clq
VS
Concentracion del Ag Clq
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FIGURA N° 21 Titulacion de la Técnica ELISA para el Anticuerpo Anti — C1g.

Dilucién de la muestra 1/500.

Densidad Optica del Ac anti Clq
VS
Concentracion de Ag Clq
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Se realizo 4 ensayos para la titulacidn, de las cuales se presentan las graficas mas representativas.




TABLA N°5 Concentraciones ideales, obtenidas en la titulacién de la técnica ELISA

Valores 6ptimos Concentracion Dilucion
Antigeno S5ug/mL | = -
Anticuerpo | @ e 1/100
Conjugado | - 1/10000

Tabla N° 5 Se emplearon muestras de pacientes con LES positivos y negativos,
previamente confirmados con anticuerpo anti-DNAds y muestras de pacientes

aparentemente sanos, como muestras negativas.

FIGURA N° 22. Estandarizacion de la técnica ELISA para el anticuerpos anti — C1q

en pacientes con diagnostico de LES y AR.

Estandarizacionde la Técnica ELISA
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Fig.22 Se proces6 un total de 49 muestras, entre ellas tenemos 19 positivas para
LES yl1l0 eran negativas, 10 con diagnostico de AR (+) y otras 10 que fueron
negativas para AR. El punto de corte'® de la prueba tiene un valor de DO=0.327
(X*= 0.227 DS*=0.083;). Con el cual se considera que valores mayores al cut-off
se encuentran fuera de rango y valores menores a un valor de DO=0.310 son

considerados como dentro del rango de normalidad. Tomando en cuenta que los

10| punto de corte se hallo mediante la suma de 0.1 de forma aleatoria al promedio de valores negativos.
" promedio = X
' Desviacién estandar = DS



valores que se encuentren entre una DO=0.310 y DO=0.327 son considerados como

dudosos. (Ver anexo N°3)

FIGURA N°23 Evaluacion de Ac anti-C1q en pacientes con Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) y Artritis Reumatoide (AR)

Evaluacion de Anticuerpos anti - Clq en
pacientes con LESy AR

A2
E
g 'T W
2 0,8 | i —
4 —
g 06  —— ;
% 04 B + —
E ' —_—
3 02- 4
g 0

LES (+) LES () AR (+) AR ()

Refarencia Sumateoria del promedio +/- 3 DS

Promadio de las D.O
Linea de corte de la técnica ELISA

Fig. 23 Se realiz6 la determinaron de los niveles de anticuerpos anti-C1qg en los dos
grupos de pacientes en estudio (49 muestras), determinando de esta manera los
promedios (X) y desviacion estandar (DS) en donde para el subgrupo de LES
positivos (19 muestras) tenemos un X=0.846, DS=0.078, +3DS=1.074, -3DS=0.612,
para el subgrupo de LES negativos (10 muestras) tenemos un X=0.280, DS=0.071,
+3DS=0.493,-3DS=0.067. En el caso de pacientes con AR estaba compuesto por
AR positivas (10 muestras) con un X=0.581, DS=0.079, +3DS=0.818, -3DS=0.344 y
el subgrupo de AR negativos (10 muestras) tenemos un X=0.173, DS=0.066,
+3DS=0.338, -3DS=0.008.Para evaluar la prueba estandarizada, se calcularon los
valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos tanto positivos como
negativos de la técnica, obteniendo los siguientes resultados, en forma global (tabla

N°6) como en forma separada distinguiéndolo por grupos (tabla N° 7 y 8).



TABLA N° 6 Determinacion de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la

Técnica ELISA C1q en los dos grupos en estudio (LES y AR). (Ver anexo N° 4)

Pacientes con Diagndstico presuntivo de LES. Procesados por las técnicas
de referencia: Ac anti DNAds, ANA, Ac anti CCp, PCRy FR

Muestras POSITIVO NEGATIVO TOTAL
procesadas por POSITIVO 29 3 32
la técnica ELISA- NEGATIVO 0 17 17

Clq TOTAL 29 20 49

VPPE =91 %
VPN =100 %

Sensibilidad = 100 %
Especificidad = 85 %

TABLA N° 7 Determinacion de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la

técnica ELISA C1q en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico.

Pacientes con diagndstico presuntivo de lupus eritematoso sistémico.
Procesados por las técnicas de anti-DNAds y ANA
Muestras POSITIVO NEGATIVO TOTAL

procesadas por POSITIVO 19 2 21

la técnica ELISA- NEGATIVO 0 8 8

Clq TOTAL 19 10 29
Sensibilidad = 100 % VPP =90 %
Especificidad = 80 % VPN =100 %

Tabla N° 8 Determinacion de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la

técnica ELISA C1q en pacientes con Artritis Reumatoide.

B VPP = Valor predictivo positivo
" VPN = valor predictivo negativo

Pacientes con diagndstico presuntivo de artritis reumatoide. Procesados
por las técnicas de anti-CCP, FR, PCR.
Muestras POSITIVO NEGATIVO TOTAL

procesadas por POSITIVO 10 1 11
la técnica ELISA- NEGATIVO 0 9 9
Clq TOTAL 10 10 20

Sensibilidad = 100 % VPP =91 %

Especificidad = 90 % VPN =100 %




FIGURA N° 24 Curva de calibracién para determinacién de valores de Clg en
pacientes con diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico y Artritis Reumatoide por

Inmunodifusion Radial.
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Fig. N° 24 Para la evaluacion de los valores de C1qg en pacientes con enfermedades
autoinmunes como LES y AR, utilizamos un kit comercial (HUMAN) para el que los
valores de los estandares fueron: St1 = 11.5 mg/L; St2 = 69 mg/L; St3 = 115 mg/L. y
con un diametro de 14.09 (mm?2), 39.35 (mm?2), 59.55 (mm?2) respectivamente, estos
datos fueron utilizados para la construccion de la curva de calibracion, con la que
procedimos a la interpolacion de los valores de las muestras para cuantificar sus

respectivas concentraciones.

Por las limitaciones que se presentaron durante el desarrollo de la técnica por IDR
s6lo se utilizaron 36 muestras de las 49 en estudio, las cuales se distribuyen de la

siguiente manera: para el grupo de pacientes con LES 16 son positivas'®, 8 son

15 ., . e . ™ . .
Los términos positivos y negativos se utilizan solo por motivos convenientes ya que deben ser expresados
como reactivos y no reactivos, hablando en términos inmunolégicos.



negativas y para el grupo de pacientes con AR, 7 son negativas y finalmente 5

fueron positivas.

FIGURA N° 25 Valores de C1q en pacientes con diagnostico de Lupus Eritematoso
Sistémico y Artritis Reumatoide.
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Fig. 26 Los resultados de las 36 muestras procesadas por IDR para cuantificar
concentraciones de C1q son los siguientes: el promedio para las muestras positivas
para LES (16 muestras) es X=58.38 con una DS=18.48,+3DS=113.82, -3DS=2.94
los valores para LES negativos (8 muestras) tiene un X=113.56 y una DS=11.6,
+3DS=148.36, -3DS=78.76.Para el grupo de muestras positivas para AR (5
muestras) tenemos un X=83.64 y una DS=10.05,+3DS=113.79, -3DS=53.49 en
cambio para muestras de pacientes negativos para AR (7muestras) tenemos un
X=139.65 con una DS=11.43, +3DS=173.94, -3DS=105.36.



FIGURA N° 26 Obtencion del rango de referencia para valores de C1q.
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Fig. 25 De las 36 muestras procesadas por la técnica de IDR, obtuvimos el
siguiente rango para la fraccion C1qg, en nuestra poblacién; especificandose de la
siguiente manera: que para el grupo de LES y AR positivos (reactivos) tenemos un
X=64.39 y una DS=20 con un valor de +2DS=104.39 y un valor de -2DS=24.39
como limite inferior. Para el grupo de LES y AR negativos (no reactivos) tenemos un
X=127.2 y una DS=20.46 con un valor de +2DS=168.12 y un valor de -2DS=86.28.
Obteniéndose como punto de referencia® un valor de 104 mg/L, por lo tanto
consideramos como valores de rangos de referencia de pacientes normales una
concentracion mayor a 104 y que éstos podrian alcanzar una concentracion hasta
168.1mg/L. De esta manera consideramos como valores fuera de rango aquellos

valores que sean igual o menores a 104 mg/L. (Ver anexo N°3)

16 . . . . .
La técnica de IDR no se estandarizo solo se obtuvo el punto de referencia para determinar los rangos de
referencia.



FIGURA N° 27 Correlacion entre la presencia del Anticuerpos Anti — C1q y la

fraccion C1q en pacientes con diagnostico de LES.
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Fig. 27 Para determinar la correlacion que existe entre los niveles de anticuerpo anti
C1q con la concentracion de Clq, procedimos a realizar el test de correlacion (r de
Spearman). Donde se tomé el grupo de pacientes con LES (24 muestras de las 29
en estudio, la razén fue explicada con anterioridad) de las cuales 16 muestras eran
positivas (reactivas) para LES y 8 negativas (no reactivas). Segun estos datos la
correlacion para pacientes con diagnostico presuntivo de LES, entre ambas

variables se tiene un valor de r2= - 0.77122208.



FIGURA N° 28 Correlacion entre la presencia de Anticuerpos Anti — C1q vs C1q en
pacientes con diagnostico de AR.
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Fig. 28 Para determinar la correlacion que existe entre los niveles de anticuerpo
anti C1g con la concentracion de Clq, procedimos a realizar el test de correlacion (r
de Spearman). Donde se tomo el grupo de pacientes con AR (12 muestras de las 20
en estudio, la razén fue explicada con anterioridad) de las cuales 7 muestras eran
positivas (reactivas) para AR y 5 negativas (no reactivas). Segun estos datos la
correlacion para pacientes con diagnostico presuntivo de LES, entre ambas

variables tenemos un valor de r2= - 0.6708352.



DISCUSION

La prevalencia de enfermedades autoinmunes como LES y AR en nuestro medio,
nos impulsa a buscar métodos de diagnéstico que nos ayuden a determinar
marcadores de fase inicial y de diagndstico temprano de la enfermedad. Los
pacientes con LES, en su mayoria y en el transcurso de su enfermedad llegan a

| (41)

sufrir de dafio rena , que es la principal causa de muerte “®, por lo que hace

urgente la disponibilidad de pruebas que ayuden al diagnostico temprano.

Desde hace muchos afios atras, se esta tratando de encontrar dichos marcadores
pudiéndose considerar la presencia de Anticuerpos anti — Clg, una de ellas. Su
determinacion es de mucha utilidad, ya que recientemente, segun FELUPUS el afio
2005 “¥ propuso a este anticuerpo como un marcador en el LES, especialmente
desde que su aparicibn ha sido correlacionada con lesion renal y con posible
actividad de nefritis **®. Por otro lado segiin WERTH y col. *® el 2001, indican que
la cuantificacion de Clq, puede estar asociada a un mal prondstico de Nefropatia
secundaria a LES, especialmente cuando las concentraciones de Clq estan

disminuidos. *®

Por ello propusimos determinar la presencia de este anticuerpo (Ac anti-C1q),
mediante la técnica ELISA, procedimiento que no es invasivo, es sencillo de realizar
y de mayor reproducibilidad, ademas los resultados se obtienen el mismo dia del
analisis. Paralelamente para cuantificar las concentraciones de Clq utilizamos la
técnica de Inmunodifusion Radial (IDR), esta técnica es de facil aplicacion, necesita

de poca cantidad de muestra y los resultados se obtienen en 48 horas.

En este sentido se realizé un estudio piloto, experimental, descriptivo de tipo test
diagnéstico con muestras de pacientes con diagndstico presuntivo de LES y AR del
afio 2009, una vez corroborado el resultado de sus pruebas en los registros, éstos
fueron extraidos de sus respectivas unidades (HLA e INMUNOLOGIA) del Instituto

SELADIS, para que puedan ser procesados en el laboratorio de Inmunologia.

Respecto a los resultados obtenidos en nuestro estudio, éstos son los esperados ya
gue de acuerdo a la sensibilidad y especificidad de la técnica ELISA C1q, en relacién
a los dos grupos en estudio (LES y AR) en general tenemos un 100% de sensibilidad



y un 85 % de especificidad, por lo que consideramos, segun la titulacion de la
técnica que la concentracion a utilizarse del antigeno en los préximos ensayos es
de 5ug/mL y la dilucién del anticuerpo sera 1/100. De manera similar, los resultados
que obtuvo el Dr. ABDIAS @Y en Pert el afio 2004 sobre el aumento del titulo del
anticuerpo anti-C1q indica, que existe una elevada sensibilidad y especificidad
(S=87% y la E=92%) especialmente en pacientes que presentan Nefritis Lpica. ¢V
Esta afeccion se debe tanto al proceso inflamatorio desencadenado por los
mecanismos autoinmunes, como a la respuesta de los diversos componentes del
tejido renal a dicha inflamaciéon. @ Por lo tanto el rifién es uno de los 6rganos
implicados con mayor frecuencia en el LES y la mayoria de ellos presentara afeccion

renal en algiin momento de su evolucién. 8

El presente estudio se realiz6 en una poblacién de 49 muestras (suero) de pacientes
con sospecha clinica de LES y AR, entre los que tenemos: 29 muestras (suero) que
representaron al grupo de pacientes con diagnostico presuntivo de LES y 20
muestras (suero) representaban al grupo de pacientes con diagndéstico presuntivo de
AR, basados en nuestros resultados tenemos que el punto de corte de la técnica
tiene un valor de DO de 0.327 con un X=0.227 y una DS=0.148, tomando en cuenta
que para hallar el punto de corte se sumo un valor de 0.1 de forma aleatoria, esto
para reducir la presencia de falsos negativos. El punto de corte nos ayuda a
discriminar valores fuera y dentro del rango de normalidad, indicando claramente la
diferencia que existe entre lo que son: pacientes con enfermedad y con ausencia
de enfermedad. Entonces segun esto tenemos que de todas las muestras positivas
(no reactivas) para otros marcadores como Ac. anti DNAdSs, Ac. Anti CCP, FRy PCR
(100%=29 muestras) en nuestro estudio el resultado también dio positivo, pero no
fue asi en el caso de aquellas muestras negativas (no reactivas), porque se pudo
evidenciar que de todas las muestras (100%=20 muestras) 3 resultaron ser falsos
positivos, entre éstos se encuentran 2 del grupo de LES y 1 del grupo de AR, la
causa de estos resultados en el caso de LES puede deberse a que un titulo 1/40
positivo para ANA fue considerado como negativo en el estudio (no reactivo),
porque se buscaba muestras con una positividad marcada, por lo tanto la presencia
del Ac anti-C1q puede ser correlacionado también con esos titulos. Con relacion al

falso positivo del grupo AR este tenia un valor de 25 U/mL para Ac anti CCP el cual



es considerado como negativo aunque se encuentra en el limite de su rango de
referencia, y el Ac anti C1q por la especificidad que presenta en AR puede ser

considerado como marcador.

Por ello consideramos que todos aquellos pacientes que dieron valores fuera de
rango para anticuerpo anti C1g en nuestro estudio, estaria coadyuvando a su
diagnostico; segiin SARACENO E. y col. ©” El afio 2005 indican que por la técnica
de ELISA se detecta anticuerpos anti C1q en mas del 40% de los pacientes con
LES, el 60% de los pacientes positivos para este marcador presentan nefropatia
activa y solo un 15% no, esta informacion fue aclarada por la SOCIEDAD DE
DERMATOLOGIA, en el consenso que se llevo a cabo el afio 2006 sobre
diagnostico y tratamiento de Lupus eritematoso. ®” Cabe aclarar que en el caso de
las muestras no se descarto otro marcador diferente, con el cual ingresé el paciente
al instituto SELADIS para su respectivo analisis, en el de pacientes aparentemente

sanos tampoco se descarto enfermedad alguna.

Segun el punto de corte de la técnica ELISA C1q los resultados para pacientes con
diagnostico presuntivo de LES demuestran un 100 % de sensibilidad con un 80 % de
especificidad, este dato nos sugiere que la presencia del anticuerpo anti C1q,
correlaciona de manera significativa con la enfermedad pudiéndose hacer presente
un brote renal, ya que segun GRANDE JP, Balow. en 1998 indica que los
autoanticuerpos que sobresalen en el LES y en la nefropatia Lupica son los
anticuerpos contra C1q, los cuales estan dirigidos contra la region coldgena de C1q.
Esta informacién fue corroborada por MORTENSEN et al. el 2008 “® quienes
realizaron un monitoreo de la actividad Luapica relacionada con el anticuerpo anti-
Clq, donde refieren que la elevacién de este marcador es considerado como factor
patogénico en la generacion de las lesiones renales y por ello su importancia. “® En
las XIl JORNADAS DE INVESTIGACION de Mayo — Agosto del 2008 GONZALES
M. indica que la elevacion del titulo del anticuerpo anti C1q (marcador de actividad
lGpica) tiene mayor correlacion con enfermedad renal que los Ac anti-DNAdSs,
especialmente en nefritis. Considerando que su diagnostico podria confirmar el
diagnéstico de nefritis IGpica proliferativa. “® Otro caso similar a nuestro estudio,
realizado por SINICO R.A. y col. ¥ el afio 2005 en una poblacién de pacientes con

LES activo, encuentra la presencia de valores altos del Ac anti C1q, especialmente



cuando estos pacientes presentan brotes renales, el cual se encuentra en un
porcentaje significativo. ?>*® Por otro lado los resultados del punto de corte de la
técnica en estudio para pacientes con diagnostico de AR nos ofrece mejores
resultados, ya que tenemos un 100% de sensibilidad y 90% de especificidad por lo
tanto podemos sugerir que la presencia del Ac anti Clq tiene una correlacion
significativa y de forma directa con la enfermedad activa, sin embargo como no
existen datos estadisticos ni estudios realizados, ni referencia bibliografica que
corroboren nuestros resultados, éstos se quedaran en la incertidumbre, hasta que se
realicen otros estudios al respecto y se pueda aclarar con bases mas sdlidas su

presencia.

La significancia clinica de estos anticuerpos y su relacion con las diferentes

enfermedades autoinmunes son sujeto de muchos estudios y discusion. "

Sin embargo siendo la medicina una ciencia de probabilidades y un arte de manejar
la incertidumbre, una buena prueba diagnéstica serd la que ofrece resultados
positivos en pacientes enfermos y negativos en pacientes sanos. “® Por lo tanto
para que nuestro estudio tenga validez frente a otros marcadores y apoyen el
diagnostico presuntivo de estas enfermedades, los valores predictivos deben ser
altos, al igual que la sensibilidad y la especificidad de la técnica. De manera que los
resultados que se obtuvieron en nuestro estudio, segun los valores predictivos
positivo (VPP) y negativo (VPN) tenemos un 100% y un 85% respectivamente, en
forma general (LES y AR) con ello se puede decir que todas aquellas muestras que
dieron positivo a las técnicas de referencia y a nuestro estudio estan realmente
enfermos. De lo contrario para los que dieron negativos para las técnicas de
referencia y no en el estudio se puede decir que existe un 15% de esa poblacion en
cual podria estar en riesgo de presentar alguna enfermedad, por lo que deben ser
incluidos en el seguimiento y control de LES y AR. Segun estos resultados para el
grupo de LES tenemos un VPP del 90% y un valor de VPN del 100%, de los cuales
el 10% (2 pacientes) de la poblacion podria presentar LES. Para el caso de AR se
tiene un VPP de 91% y un VPN de 100%, de los cuales un 9% (1 paciente) podria
presentar AR en el futuro y también se debe someter al seguimiento en la evolucion

de la enfermedad.



Conociendo ya la sospecha diagnodstica de la enfermedad, con el estudio que es de
tipo test diagnostico como una prueba de apoyo se pretende confirmar la
enfermedad descartando aquellos pacientes que realmente estén sanos y realizar
otro estudio solo con aquellos que estén enfermos y dieron un resultado positivo
tanto en las pruebas de referencia como en la prueba en estudio o que hubiesen

dado un resultado falso positivo.

La disminucién de la proteina C1q puede estar asociado al consumo por activacion
acelerado del complemento %" (que supera la sintesis hepatica) y por ello se
veria alterada la eliminacion de inmunocomplejos, la causa mas frecuente es el
aumento de complejos inmunes circulantes (ICC) ®**® que activa la via clasica del
complemento, otra causa podria ser el déficits de algunos factores del complemento,
como el C2, C4, C1 y Clqg se han relacionado con la aparicién de LES. “® Sin
embargo en nuestras poblaciones no se descarté la deficiencia hereditaria © de
alguno de los factores del sistema del complemento, por lo que queda la posibilidad
de que el origen para estas lesiones sean causados por autoanticuerpos dirigidos

contra esta proteina.

Hubiese sido bueno determinar la presencia de complejos inmunes circulantes
unidos a la proteina C1q, ya que estos intentan ser directamente relacionadas con la
severidad de las manifestaciones renales %, pero en nuestro estudio descartamos
esta situacion, ya que por el proceso de congelacion y descongelacion continua de
las muestras “® se elimina una gran parte de estos complejos y por lo tanto no se
las pudo identificar. Las muestras deben estar refrigeradas durante 2 a 3 semanas a
8°C 6 a -20°C “9 por dos meses para mantenerlas, ya que son labiles a la
temperatura. ®® En nuestro caso las muestras no fueron procesadas de inmediato y

fueron refrigeradas durante un mes hasta su procesamiento.

Con relacién a la fraccion C1lg del complemento, los resultados que obtuvimos para
determinar el rango de referencia, difieren un poco a la literatura ©*? pero
determinamos que valores menores a una concentracion de 104 mg/L, seran
considerados como fuera de rango y aquellos valores que sean mayores a 104 mg/L
y que alcancen hasta una concentracion de 168 mg/L se consideraran como dentro
del rango de normalidad. Segin CASTANEDA “® et al. el afio 2003 indicé que la



disminucién de esta proteina (C1q) puede ser sugestivo de actividad de nefritis con

mayor probabilidad en pacientes con diagnostico de LES.

Las deficiencias de C1q en LES es del 90%, C2 (15%) y C4 (75%) ©Y y pueden
presentarse en enfermedades reumatolégicas como LES y AR siendo las causas
mas comunes, infecciones recurrentes por bacterias o complejos inmunitarios. ¢ El
complejo C1g se ha asociado con LES activo y LES latente en pacientes con artritis
y nefritis. Es capaz de predecir variaciones en la actividad de la enfermedad en el
82% de los casos y en muchas ocasiones es considerado marcador de LES latente.
®2 La disminucién de factores del complemento no son Utiles para predecir la

actividad IGpica, pero si se asocia con la actividad renal. ©

Segun la correlacion que existe entre los niveles del anticuerpo anti Clg y la
concentracion de la fraccion C1lq en pacientes con diagnostico de LES tenemos un
valor de r2= - 0.7712220, este dato nos indica de forma paralela la gravedad de la
enfermedad ya que existe una elevacion del anticuerpo y una disminucién de la
fraccion C1lq, correlacionandolo especialmente con dafio renal, ya que ARGOTE y
col. el afio 2003 encontraron una correlacion directa entre la concentracion de estos
anticuerpos y la presencia de glomerulonefritis proliferativa, con incremento mayor
durante las crisis lapicas. Por lo tanto la presencia de Ac anti C1q contribuye al

diagnéstico diferencial de otras nefropatias glomerulares. ¥

En cambio el valor de correlacion entre ambas variables para pacientes con
diagnostico de AR es r2= - 0.6708352 aunque menor con respecto a los pacientes
con LES, pero de igual forma deben ser monitorizados, ya que esta correlacion
representa la gravedad de la enfermedad aunque en estos pacientes no exista

relacion de dafo renal.

Se trata en todo caso de datos preliminares y corresponderia hacer una prueba de
seguimiento de pacientes especialmente con LES para establecer la utilidad de esta

prueba, en el diagnostico temprano de acceso de la enfermedad.



XIl.

CONCLUSIONES

La estandarizaciéon de la técnica ELISA - Clg se realizo mediante la
determinacion de las concentraciones ideales en la titulacién, obteniendo asi
una concentracion para el antigeno un valor de 5 ug/mL y una dilucion de

1/100 para el anticuerpo.

Con la estandarizacion de la técnica ELISA - C1lg determinamos el punto de
corte, que fue un valor de DO=0.327 con este dato podemos discriminar

valores fuera y dentro del rango de normalidad.

La sensibilidad de la técnica ELISA Cl1q es igual a 100%, la especificidad es
igual al 85% vy los valores predictivos positivos y negativos son 91% y 100%

respectivamente.

El rango de referencia para valores de Clgq mediante la técnica de IDR en
nuestra poblacion (pacientes con diagnostico de LES y AR) es una
concentracion mayor a 104 ug/mL hasta una concentracion de 168.1ug/mL.

La correlacion que existe entre los niveles del anticuerpo anti Clq y la
concentracion de Clq para pacientes con diagnostico de LES se tiene un
valor de r?=-0.7712220 y para pacientes con diagnostico de AR se tiene un
valor de r*= - 0.6708352.

Por las ventajas que presenta esta técnica, puede ser utilizada de forma
periddica, de modo que el paciente tenga mayor acceso para realizar su

control de forma periddica y evitar futuras complicaciones.



Xlll.  RECOMENDACIONES

X/
°e

Para tener mejores resultados y que esta prueba tenga utilidad clinica en
nuestra poblacion sera necesario realizar un estudio tipo caso control o de
cohorte por ejemplo, con una poblacion mas definida, considerando su edad y
raza, especialmente en pacientes con diagnostico confirmatorio de LES y AR.
Para asi poder monitorear los periodos de remisiones y especialmente en las
exacerbaciones de los pacientes con LES, ademas de controlar su

tratamiento ya que en nuestro estudio no se tomo en cuenta.

Ademas de realizar este tipo de estudios, es necesario informar a la poblacion
en general sobre la importancia que tiene realizarse un diagnostico precoz

sobre enfermedades autoinmunes previniendo futuras complicaciones.

También se debe dar a conocer, que con la realizaciébn de estudios de
investigacion surgen nuevos marcadores, como técnicas que las realizan, los
cuales presentan mayores ventajas y asi el paciente tenga la accesibilidad

correspondiente.
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ANEXO N°1 Pasos generales de la técnica ELISA

1. Tapizado del pocillo
con el antigeno o
anticuerpo.

2. Adicion de la muestra
problema con la mezcla
de antigenos 0
anticuerpos.

6. Union del anticuerpo
secundario al antigeno
0 anticuerpo.

3. Unién del antigeno o
anticuerpo especifico al
anticuerpo o antigeno
tapizado en el pocillo.

7. Lavado del pocillo
para eliminar el exceso
de enzima no unida.

4. Lavado del pocillo
para eliminar el exceso
de antigeno o]
anticuerpo no unido.

8. Adicién del substrato.

5. Adicion del
anticuerpo  secundario
marcado con la enzima.

9. Unién del substrato a
la enzima.

10. Desarrollo del color.

Fuente: Cultek.com Soluciones ELISA protocolo y técnicas
ANEXO N°2

Placas de poliestireno de 96 pocillos y lector de ELISA
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Microplacas de poliestireno de 96 pocillos Lecter de placos de 96 pocilles



ANEXO N°4

Tabla N°1 Punto de corte para determinar la presencia de Ac anti C1g mediante de la
técnica de ELISA, determinado en una poblacion de 49 muestras de pacientes con

diagnostico de LES y AR

Punto de corte o cut-off de la técnica ELISA-C1q

D.O. Positivos D.O. Negativos
Promedio 0,754 0,227
DS 0,148 0,083
Promedio + 3 DS 1,198 0,476
Promedio - 3 DS 0,31 -0,022
Cut-off 0,327

Tabla N°2 Rangos de referencia para la fraccion C1q determinados en una poblacion de 36
muestras de pacientes con diagnostico de LES y AR

Valor de referencia de la técnica IDR-Clq

Fuera de rango

Concentracidn de Positivos (mg/L) | Concentracion de Negativos (mg/L)
Promedio 64,39 127,2
DS 20 20,46
Promedio + 3 DS 124,39 168,12
Promedio - 3 DS 4,39 86,28
Rango de referencia >104 - 168.12
<104

Tabla N°3. Calculo para Sensibilidad, Especificidad y Valores predictivos de la técnica
ELISA
Prueba de referencia, diagnostico verdadero
Resultado de la prueba Enfermo (+) Sano (-) TOTAL
Positivo (+) Verdaderos positivos (VP) Falsos positivos (FP) VP + FP
Negativo (-) Falsos Negativos (FN) Verdaderos Negativos (VP) FN + VN
TOTAL VP + FN FP + VN TOTAL
VP VP
Sensibilidad = ----=-=-=s-=- x 100 VPP = ----omo-—- x 100
VP +FN VP + FP
VN VN

Especificidad = —--—------—-

VPN = =eeesemeeee X 100

VN +FN




ANEXO N°

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del trabajo de investigacion: “Presencia de anticuerpo anti C1q y cuantificacion de
la fraccion Clq para el apoyo al diagnostico y seguimiento de enfermedades
autoinmunes en especial Lupus Eritematoso Sistémico y Artritis reumatoide”

Bolivia La Paz de de 2009

A quien corresponda:

Declaro, libre y voluntariamente, que mi nombre es
y que acepto participar en
trabajo de investigacion clinica, que se realizara en el instituto SELADIS para determinar la
presencia de anticuerpo anti C1q y cuantificar la fraccion C1gq en mi muestra de sangre.
Entiendo que es muy importante debido a que muchas personas con enfermedades
autoinmunes especialmente con Lupus eritematoso Sistémico y Artritis reumatoide en un
determinado momento de evolucion de la enfermedad pueden sufrir dafio renal, derivandose
en serias complicaciones.

Se me ha explicado que los resultados de esta investigacion beneficiard a muchas personas
con este diagnostico.

Estoy consciente que la muestra que se utilizara sera del remanente de mi muestra que se
me tomo cuando solicite los examenes laboratoriales personalmente, por o que no presenta
ningun riesgo a mi persona.

Es de mi conocimiento que no tiene costo adicional y seré libre de retirarme de la presente
investigacion en el momento que asi lo desee. También que puedo solicitar informacién
adicional del presente estudio. En caso de que decidiera retirarme, la atencibn que como
paciente recibo en esta institucién no se vera afectada.

La estudiante Claudia Calle Choque se ofrece a responder cualquier duda al respecto, en el
Instituto SELADIS, 3er piso; Laboratorio de Inmunologia.

Ademas de mi persona, firman como testigos:

NOMDBre:....cccercmicrsssssscssssssanssssnssnsnns

FIrmMia . e ccssssrnsmssnanassssnsmsnsasasnnnssnnnannnss

DIreCCiON..casscsisassssasssssssnsssavsnsmssnsnnnsss

Tefefono:..... R e S A o SRt

Testigo Testigo

Ly Le T o] - OSSR | (- | | | | - O ————
Firmat..cccciciscnrcsssncassssasasssssansnnansnn avssss  FIFMMIBlicccscssnsassssanssssnsannass
DIreClON .. cccciiassasssssssnssmsnsssnssssssnsnannans DIreCiOnN . ccsninscsssssssanssssnssnansnsansannnns



