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Resumen

La presente investigacion fue realizada en el Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador y la prueba se ejecuto6 en el Laboratorio Clinico del mismo,
empleando la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta en lineas celulares Hep-2 el objetivo
de la investigacion fue identificar los Anticuerpos antinucleares que pueden estar presentes en
el suero de los pacientes. EIl estudio se ejecutd en los meses de marzo a junio de 2010, el
proceso inicio con la toma de las muestras de los 150 pacientes, los cuales cumplieron con
los criterios de inclusién para poder realizarles la prueba. En base a lo anterior logramos
alcanzar nuestros objetivos propuestos al inicio de nuestra investigacion los cuales estan toma
y procesamiento de las muestras a analizar, determinacion de los anticuerpos antinucleares y
con los datos obtenidos poder orientar el diagnostico de las enfermedades autoinmunes.
Metodologia: dicha investigacion es de tipo prospectivo, transversal y de laboratorio y para
que se llevara a cabo la investigacidn se tomaron en cuenta los siguientes criterios: pacientes
que visiten el servicio de reumatologia, con sintomatologia sugestiva a enfermedad
autoinmune. Resultados obtenidos: Se muestra que de los 150 pacientes que se les sospecho
una enfermedad autoinmune 49 de ellas presentaron los anticuerpos, luego se procedié a
realizar una comparacién entre los géneros de los pacientes siendo género femenino el que
presento mayor predominio de pruebas positivas, confirmando que en las mujeres hay una alta
sospecha de enfermedades autoinmunes. Al final se obtuvo un 32.7% de positividad a la
presencia de anticuerpos antinucleares en las muestras analizadas frente un 67.3 % de

muestras negativas.

Palabras claves: Sistema Inmune, Autoanticuerpos, Respuesta Inmune, Inmunofluorescencia

Indirecta, Anticuerpos  Antinucleares, Enfermedades Autoinmunes, Patrone
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Introduccion

Los autoanticuerpos son anticuerpos dirigidos contra antigenos del propio organismo;
muchas veces son hallazgos seroldgicos en pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas,
de los anticuerpos identificados hasta ahora solo algunos tienen importancia en el diagnostico
de las enfermedades reumaéticas y pueden considerarse como marcadores serolgicos; otros

son caracteristicos de una enfermedad determinada pero no son especificos.

Muchas de las Enfermedades Autoinmunes son raras; sin embargo, como grupo
afectan a millones de personas, la mayoria de ellas afectan més a las mujeres y en particular a
las mujeres en edad laboral y durante sus afios fértiles; aunque algunas aparecen mas
frecuentemente en determinados grupos étnicos, lo cierto es que su impacto social, econémico
y sanitario se extiende ademas de la familia, a la organizacion laboral, al entorno social y a los
amigos y comparfieros de trabajo.

Las Enfermedades Autoinmunes no son contagiosas ni se pueden adquirir, no se
transmiten a otras personas como las infecciones 6 como el SIDA; tampoco son un tipo de
cancer, los genes que hereda una persona contribuyen a su susceptibilidad para desarrollar esta
patologia; ademas, los miembros individuales de una familia con enfermedades autoinmunes
pueden heredar y compartir un conjunto de genes anormales. El diagnostico de estas
enfermedades se basa en los sintomas del individuo, los hallazgos de la exploracion fisica y
los resultados de las pruebas de laboratorio.

Las Enfermedades Autoinmunes pueden ser dificiles de diagnosticar, especialmente al
principio de la evolucion de la enfermedad, las pruebas analiticas de Anticuerpos
Antinucleares corresponden a una prueba de sangre que examina los anticuerpos antinucleares
(ANA), los cuales son sustancias producidas por el sistema inmunitario que atacan los propios

tejidos del cuerpo.
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La deteccion de Anticuerpos antinucleares (ANA) juega un importante papel en el
diagnostico de enfermedades autoinmunes, la Inmunofluorescencia (IFI) se considera como
un screening de ANA; Por lo que nos llevo a plantearnos una tematica de investigacion la
cual se desarrolldé en el Servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales de San
Salvador en pacientes con cuadro clinico sugerente a una Enfermedad Autoinmune una de las

principales causas de consulta en dicha area en los Ultimos afios en este nosocomio.

En la presente investigacion se pretende ayudar a mejorar y agilizar la toma de
decisiones en el diagnostico de dichas patologias, creando conciencia al personal de
laboratorio y al clinico sobre la importancia de su participacion en el desarrollo de la prueba
para determinar la presencia de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia Indirecta
que orientan el diagnostico de Enfermedades Autoinmunes, su emision e interpretacion de
resultados y con esto impulsar un precedente del continuo apoyo de parte de las autoridades
pertinentes a suplir la necesidad que requiere la realizacion de dicha prueba asi como también

ampliar conocimientos teoricos y practicos a todos aquellos interesados en esta area.

Para ello se inicia con el Capitulo | detallando datos sobresalientes que a lo largo de la
historia han establecido relaciones entre la presencia anticuerpos antinucleares y las
enfermedades autoinmunes, lo que induce a crearnos ciertos cuestionamientos con el objeto

de darles repuesta durante el desarrollo de nuestra investigacion.

A continuacién se detalla un objetivo general el cual orienta el desarrollo de la
investigacion convirtiéndose en el punto de partida del estudio y cuatro objetivos especificos

donde se enuncian los logros a alcanzar durante el proceso investigativo.

Seguidamente en el Capitulo I, se incluye un fundamento teérico que avala la
importancia de esta tematica a lo largo de la historia iniciando con la definicion de sistema

inmune y enfermedades autoinmunes mencionando sus generalidades y seguido de la

Descripcion del diagnostico de laboratorio que se utilizo para la determinacion de la
presencia de anticuerpos antinucleares en el suero de pacientes en estudio y demas

informacidn que permita enriquecer los conocimientos del lector.
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El Capitulo Ill plantea el sistema de hipotesis para la enfermedad autoinmune,
incluyendo la definicion conceptual y operacional de las variable; posteriormente se detalla el
disefio metodologico que demuestra la logistica que se siguid durante el estudio, el tipo de
investigacion, los métodos y procedimientos, asi como los materiales, equipo y reactivos que
se utilizaron, también se define la planeacion y organizacion de las actividades hasta el

momento de la ejecucion.

En el Capitulo IV se explica el disefio metodoldgico empleado, el cual dirige y
orienta la forma en que se desarrollé el estudio, el tipo de investigacion, los métodos y
procedimientos que se siguieron, asi como el material, equipo y reactivos que se utilizaron.
También se define la planeacion y organizacion de las actividades hasta el momento de la

ejecucion.

Posteriormente en el Capitulo V se expone la tabulacién, analisis e interpretacion de
los datos a través de cuadros y graficos para mayor comprension de los resultados obtenidos

durante el proceso de nuestra investigacion.

En el Capitulo VI adjuntamos una serie de conclusiones y recomendaciones a las que
como grupo investigador hemos llegado.

Por ultimo se presentan los anexos y referencias bibliograficas utilizadas que

constituyen la fundamentacion teérica y visual de la presente investigacion.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1.1 Antecedentes de la Problematica en Investigacion.

Histdricamente, los autoanticuerpos han jugado un rol importante en el seguimiento de
pacientes reumatoldgicos, como también han ayudado a definir las bases inmunopatogénicas
de las enfermedades autoinmunes y han permitido clasificar y subclasificar algunas
enfermedades.

Paul Ehrlich a inicios del siglo XX denominé Horror autotoxicus a la propiedad del
sistema inmune en individuos normales de prevenir el desarrollo de autoinmunidad, la cual se
pensaba que era patoldgica, ahora sabemos que no es necesariamente patoldgica ni ocasional,
ya que los fendmenos autoinmunes pueden presentarse en sujetos normales o pueden
acompafiar a algunas enfermedades infecciosas y soOlo bajo ciertas circunstancias
evolucionaran a enfermedad, encontrando que la autoinmunidad en individuos sanos aumenta

con frecuencia al avanzar la edad.

Estos ultimos estudios sugieren que a finales del siglo XIX e inicios del siglo XX la
Inmunologia tuvo un auge importante, pues en ellos y durante este periodo empezé a utilizarse
un nuevo glosario, con términos tales como: antigeno, anticuerpos, aglutininas, precipitinas,
sensibilizacion y opsonizacion; Asi como también se di6 el surgimiento de nuevas técnicas
entre estas la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) es la que mas se utiliza y fue implementada
por TH Weller y AH. Coons en 1954,

Para la realizacion de la prueba el tejido que se va a utilizar es tratado con el suero del
paciente al que se le une un suero con una anti inmunoglobulina marcada con fluoresceina,
este tejido en esa época se exponia a una camara himeda por un tiempo adecuado para

prevenir la evaporacion y posteriormente se le unia el anticuerpo.

Este método es mas seguro, mas versatil, facil de controlar y el conjugado que se

utiliza es una globulina antihumana que se puede utilizar con el suero de muchos pacientes.
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En 1957 en la Universidad de Yale, Friou describe la técnica para demostrar los
anticuerpos en forma semicuantitativa a través de la microscopia por Inmunofluorescencia
Indirecta; articulos de este investigador publicados en diferentes revistas en 1958 permitieron
estandarizar el uso de la IFI para demostrar que en el suero de los pacientes con Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), existian inmunoglobulinas que se unian al nucleo de las células
de los tejidos. Este método sirvid de patron de oro para la busqueda de anticuerpos en las

Enfermedades Autoinmunes (EIA) y como patron comparativo de otras tecnologias.

Un afo antes Robbins, Holman, Deicher y Kunkel describieron los anticuerpos anti—
DNA, otro avance importante en el conocimiento del lupus; este grupo fue crucial en el avance
del conocimiento relacionado con la estructura de los anticuerpos, la patogénesis del lupus y la
implementacion de las técnicas para el diagnostico; fueron los afios de 1957 a 1960
importantes para la investigacion ya que en varios laboratorios utilizando la misma técnica se

corroboraron los hallazgos anteriores.

Estos estudios ademas empezaron a plantear la accion de los anticuerpos a nivel del
tejido renal, especialmente en la génesis de la glomerulonefritis, la accion a nivel de los
nacleos celulares, la prevalencia de los anticuerpos, los efectos sobre los leucocitos y los
primeros estudios de titulacion. Asi, a finales de la década de 1950 e inicio de la década de
1960 se implementan las técnicas de IFI, se establece que los anticuerpos y que el complejo

nucleo — histonas constituye un grupo de importantes antigenos nucleares.

Con el descubrimiento de la inmunofluorescencia se logr6 otro avance en el
diagnostico de las enfermedades autoinmunes y se inicia el esclarecimiento de la asociacion de
los diferentes anticuerpos antinucleares con las diferentes enfermedades, es decir, se empez0 a

entender el concepto de autoinmunidad y de enfermedad autoinmune.

A finales de los afios 1950 varios grupos de Europa y Estados Unidos habian
dilucidado parcialmente la base inmunoquimica del fendmeno LES y ANA esto documentaba
la importancia de la actividad de los Anticuerpos Antinucleares circulantes y su interaccién

con los antigenos blanco del nucleo como el ADN vy la desoxirribonucleoproteina.
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El profesor Beck en conjuncion con Neville R. Rowel describen el paso
trasplacentario de los ANA en la revista “Lancet” en 1963. Ya establecida la técnica de la
Inmunofluorescencia se empezaron a observar diferentes patrones de tincion del nacleo con el
suero de los pacientes, utilizando para ello una técnica bien estandarizada, con sustrato de

higado de raton.

Este investigador publicé articulos en las revistas mas importantes de la medicina y de
la inmunologia de la década de 1960 estableciendo asi las bases de los diferentes patrones
nucleares de la IFI en el LES, los cuales pueden estar en forma aislada 6 en combinacion. Dos
meses después de la publicacion de Beck; Lachmann y Kunkel confirmarén el mismo
hallazgo, especialmente el patron homogéneo y el moteado; Fennell, Rodnan y Vasquez
también confirmarén el patron moteado; igual observacion realizaron Bardawil y sus

colaboradores.

Alrededor de un 5% de la poblacion mundial tiene alguna patologia autoinmune, de las
cuales s6lo un 1% es reumatolégico.! En las Gltimas cuatro décadas, la lista de enfermedades
asociadas autoanticuerpos ha crecido de forma importante, sumandose a la lista la
autoinmunidad secundaria a neoplasias y paraneoplasias, estas enfermedades afectan tanto a
los paises desarrollados como a los que estan en vias de desarrollo o al tercer mundo, las
diferencias en los casos descritos dependen méas de las posibilidades econémicas u
organizativas para diagnosticar y comunicar en la literatura médica la prevalencia real de los

enfermos.

Las EIA constituyen uno de los problemas méas importantes de la medicina actual;
aunque por separado muchas de estas enfermedades son poco frecuentes, algunas estimaciones
indican que més del 20% de la poblacion sufre alguna de ellas. En nuestro pais han sufrido un
incremento en los ultimos afios, siendo estas uno de los motivos de consulta mas frecuentes

en los servicios de salud a nivel nacional.?

! Antonio Iglesias Gamarra & Cols. Revista Colombiana De Reumatologia
Revista Colombiana De Reumatologia

VOL. 9 No. 4, Diciembre 2002, pp. 288-311

© 2002, Asociacion Colombiana de Reumatologia

? Datos proporcionados por departamento Estadistico Hospital Nacional Rosales de San Salvador
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Algunas de ellas aparecen mas frecuentes en determinados grupos étnicos; lo cierto es
que su impacto social, econdmico y sanitario se extiende ademas a la familia, la organizacion
laboral y a su entorno social debido al alto costo que genera tanto para los pacientes como para
la red de salud publica y privada por tal motivo los ANA no estan contemplados en el pérfil
de rutina de los laboratorios lo que conlleva a una estricta seleccion de los pacientes a los

cuales se les hace necesario realizar este analisis.

Es importante mencionar que los resultados de esta prueba son sensibles pero no
especificos para el diagnostico de una enfermedad autoinmune determinada ya que solo sirven
como una orientacion para agilizar la pronta toma de decisiones por parte del clinico, de esta

resultan Gtiles para establecer un diagnéstico preliminar de la patologia en sospecha.

En el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales de San Salvador a
diario son atendidos una gran cantidad de pacientes sélo en el afio anterior fueron atendidos
5,069 pacientes de los cuales aproximadamente un 45% se les indic6 la prueba de ANA de
estos a un 32% se les realizd el 13% restante no fue procesada a causa de falta de
disponibilidad de reactivo utilizado esto por ausencia de suministros en el area de pruebas

especiales encargada de la ejecucion de la misma en el laboratorio®.

Esta falta de apoyo por parte de las autoridades es causada por el desconocimiento y la
falta conciencia de la importancia de contar con los requerimientos necesarios para la
realizacion de esta prueba por lo que consideramos necesario hacer ver la necesidad de darle
mayor proyeccion dentro y fuera del nosocomio asi como también a todo el personal

involucrado en esta area.

3 [dem nota anterior.
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1.2 Enunciado del Problema.

De la problematica descrita se deriva el problema el cual es objeto de estudio y se

enuncia a través de las siguientes interrogantes:

¢La Determinacion de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia Indirecta orienta el
diagnostico de enfermedades autoinmunes en pacientes que consultan el Servicio de

Reumatologia del Hospital Nacional Rosales?

Asi también surgen otras interrogantes:

e ;Cudl es la frecuencia de enfermedades autoinmunes segun el sexo en los pacientes
que consultan el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales durante la

investigacion?

e ;Qué relacion tiene la presencia de anticuerpos antinucleares con el sexo de los

pacientes que consultan el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales?

e Cuales son los patrones mas frecuentes encontrados a través de la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta en los pacientes que consultan el servicio de

Reumatologia del Hospital Nacional Rosales?
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1.3 Objetivos de la Investigacion.

1.3.1 Objetivo General.

Determinar la presencia de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia
Indirecta que orienten al diagnéstico de Enfermedades Autoinmunes en pacientes que
consultan el servicio de Reumatologia Del Hospital Nacional Rosales en el periodo de marzo
a junio de 2010.

1.3.2 Objetivos Especificos.

1. Realizar toma y procesamiento de muestra a los pacientes que presenten cuadro clinico

sugestivo de Enfermedades Autoinmunes.

2. Determinar por la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta la presencia de Anticuerpos

Antinucleares.

3. Identificar patrones de Anticuerpos Antinucleares mas frecuentes encontrados por

Inmunofluorescencia Indirecta.

4. Relacionar los resultados de los patrones de Anticuerpos Antinucleares encontrados con el

sexo de los pacientes que resultaron positivos a la prueba.

5. Proporcionar apoyo al clinico mediante la emision de los resultados para generar un
diagnostico oportuno y eficiente de las Enfermedades Autoinmunes y agilizar un
tratamiento adecuado para el paciente.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO



2. MARCO TEORICO.

2.1 Sistema Inmunitario.

Es definido como el conjunto de estructuras y procesos biologicos en el interior de un
organismo que le protege contra enfermedades identificando y matando células patdgenas y
cancerosas. Detecta una amplia variedad de agentes, desde virus hasta parasitos intestinales y
necesita distinguirlos de las propias células y tejidos sanos del organismo para funcionar

correctamente.

El sistema inmunitario se encuentra compuesto por linfocitos, leucocitos, anticuerpos,
células T, citoquinas, macrofagos, neutréfilos, entre otros componentes que ayudan a su
funcionamiento. La deteccion es complicada ya que los patdgenos pueden evolucionar
rapidamente, produciendo adaptaciones que evitan el sistema inmunitario y permiten a los

patdgenos infectar con éxito a sus huéspedes. (Ver Anexo N° 3)

Para superar este desafio, se desarrollan multiples mecanismos que reconocen y
neutralizan patdgenos, incluso los sencillos organismos unicelulares poseen sistemas

enzimaticos que los protegen contra infecciones virales.

Otros mecanismos inmunoldgicos basicos se desarrollaron en antiguos eucariontes y
permanecen en sus descendientes modernos como las plantas, los peces, los reptiles y los
insectos. Entre estos mecanismos figuran péptidos antimicrobianos Ilamados defensinas, la

fagocitosis y el sistema del complemento.

Tanto los vertebrados como los humanos tienen mecanismos de defensa ain mas
sofisticado. Los sistemas inmunoldgicos de los vertebrados constan de muchos tipos de
proteinas, células, 6rganos y tejidos, los cuales se relacionan en una red elaborada y dindmica;
como parte de esta respuesta inmunoldgica mas compleja el sistema inmunitario humano se

adapta con el tiempo para reconocer patdgenos especificos mas eficientemente.
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A este proceso de adaptacion se le Illama "inmunidad adaptativa” o "inmunidad
adquirida" capaz de poder crear una memoria inmunoldgica, esta creada desde una respuesta
primaria a un patdgeno especifico proporciona una respuesta mejorada a encuentros

secundarios con ese mismo.

El sistema inmune constituye un sistema de proteccion del organismo frente a
gérmenes y otras sustancias extrafias. Esta constituido por dos partes principales, en una de
ellas intervienen los linfocitos B, que son células que producen anticuerpos, proteinas que
reconocen a las sustancias extrafas, facilitando asi su eliminacion del organismo; a veces se le

conoce como inmunidad humoral.

La otra parte fundamental del sistema inmune esta representada por otro tipo de células
de la serie blanca de la sangre, también especiales, Ilamadas linfocitos T. Estos linfocitos
pueden atacar directamente a las sustancias extrafas; a veces se habla de sistema inmune
celular, es necesario cierto tiempo para que se alcance una maduracion completa de estas

partes del sistema inmune.

Los linfocitos T pasan a ser protectores y se forman anticuerpos cuando la persona ya
ha estado expuesta a amenazas especificas reconocidas como extrafias. El sistema inmune
elabora a lo largo de la vida una “biblioteca” de sustancias identificadas y de

microorganismos, clasificindolos como amenazantes o no.

2.2 Generalidades de la Respuesta Inmune.

Varias de las células del sistema inmune y de las moléculas producidas por ellas,
mantienen una permanenete vigilancia para detectar lo extrafio, atacarlo, tratar de destruirlo
por medio de un conjunto de mecanismos conocidos como inmunidad innata o natural que es

especifica, es decir, se ejerce contra todos los microorganismos patdgenos.

Si no logra controlar al agresor inicia una serie de procesos adicionales conocidos
como inmunidad adquirida por medio de los cuales produce anticuerpos, inmunidad humoral,

o células con capacidad de destruir un agente patogeno especifico aisladamente o con la célula
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dentro de la cual se ha ocultado, proceso que se conoce como inmunidad celular. El proceso de
inmunidad adquirido le permite guardar memoria del encuentro con el microorganismo

agresor.

Forman parte de la inmunidad innata: factores genéticos, barreras naturales,
fagocitosis, sistema del complemento, inflamacion, células asesinas naturales; mientras que la
inmunidad adquirida esta formada por: los linfocitos T que se originan en la médula 6sea y
maduran en el timo produciendo células citotoxicas y moléculas estimuladoras conocidas
como citoquinas; linfocitos B originados en el higado embrionario y en la médula désea y

producen anticuerpos.

Inmunidad Activa:

Es aquella que se desarrolla en el curso de una enfermedad infecciosa, durante el
proceso del control de la infeccion varias células integrantes del sistema especifico de la
inmunidad aprende procesos metabolicos que les permiten ante ulteriores ataques por el
mismo germen, evitar que se presente la enfermedad, bien sea por la produccion de

anticuerpos o por la accién de las células que actlian directamente contra el agente agresor.

Este tipo de inmunidad explica la resistencia que se adquiere contra ciertas
enfermedades infecciosas, especialmente algunas producidas por virus, que una vez sufrida no

se vuelven a presentar durante la vida del individuo.

Inmunidad Pasiva:

Es el proceso de defensa que se logra contra determinado agente patdgeno mediante el
empleo de anticuerpos protectores que provienen del exterior. De esta forma es posible
controlar una infeccion sin que el sistema inmune del individuo haya tenido contacto

previamente con el agente patogeno.
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Este mecanismo explica también la defensa que contra las infecciones tiene el recién
nacido gracias a los anticuerpos que recibe de la madre a través de la placenta, en el calostro y
en la leche. En la practica clinica se puede administrar a la persona que sufre una enfermedad
infecciosa concentraciones de anticuerpos especificos contra el microorganismo responsable

de la identidad de esta forma se logra controlar rapidamente la infeccion.

Este procedimiento se utiliza también para prevenir el desarrollo de ciertas infecciones
en pacientes con mecanismos inmunoldgicos deficientes y que se han puesto en contacto con

un agente infeccioso.

También se puede evitar el desarrollo de la manifestacion clinica de varias
enfermedades infecciosas, si durante el périodo de incubacion se suministran anticuerpos

especificos contra los germenes responsables.

2.3 Enfermedades Autoinmunes.

El sistema inmune (SI) tiene como funciones primordiales la defensa del organismo, a
través del reconocimiento de antigenos potencialmente patdgenos y su eliminacion mediante
dos mecanismos efectores: la inmunidad humoral y la inmunidad celular. Sin embargo, éstos
pueden fallar por una inadecuada respuesta a patdgenos (inmunodeficiencia), por falta de
reconocimiento a lo propio (autoinmunidad) o por una respuesta exagerada e inapropiada a un
antigeno (hipersensibilidad) por tanto, el reconocimiento de lo propio y lo no propio por el

sistema inmune es de vital importancia para el entendimiento de la autoinmunidad.

Para prevenir la autoagresion, el sistema inmune cuenta con mecanismos que le
permiten identificar a los antigenos derivados de la misma (alogénicos) o de otras especies

(xenogeénicos) y puede distinguirlos de los propios (singénicos).

Existen tres mecanismos que explican la tolerancia y el reconocimiento de los
antigenos propios, éstos son: la delecion clonal, la anergia clonal y la mutacion somatica. Al
fallar estos mecanismos, en especial si el antigeno semeja a los componentes propios del

organismo, la respuesta inmune podria resultar en enfermedad autoinmune.
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Los criterios para clasificar las enfermedades autoinmunes fueron propuestos desde
1962 por Milgron y Witbesky; de acuerdo a estos criterios las enfermedades autoinmunes
definidas son: Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Enfermedad de Graves, Miastenia
Gravis, Pénfigo Vulgar, Anémia Hemolitica Autoinmune, Purpura Trombocitopénica

Idiopatica, oftalmia simpética y Enfermedad de Goodpasture.

Otras enfermedades que cursan con fendmenos autoinmunes son: la Aurtritis
Reumatoide, el Sindrome de Sjogren primario, la Esclerosis Mdltiple, Diabetes Mellitus
Insulino Dependiente, Hepatitis Cronica Activa y la Cirrosis Biliar Primaria. Mientras que las
enfermedades asociadas a autoinmunidad son: la Tiroiditis de Hashimoto, Fiebre Reumatica,
Anémia Perniciosa, Esclerosis Sistémica y la Polimiositis; en la patogenia de las enfermedades
autoinmunes se han implicado estimulos ambientales, que inducen una respuesta inmune

anormal.

El diagnostico de estas enfermedades se establece con bases clinicas sin embargo, a
menudo el médico se enfrenta a pacientes cuyos signos y sintomas son comunes a varias
enfermedades reumaticas y en estos casos la deteccidn de anticuerpos antinucleares es de gran

utilidad como orientadores del diagndéstico y para evaluar la efectividad del tratamiento.

La palabra “auto” proviene del griego y quiere decir uno mismo, el sistema inmune es
una compleja red de células y componentes celulares llamados moléculas, que normalmente
trabajan para defender al organismo y eliminar infecciones causadas por bacterias, virus y
otros microorganismos invasores’. En una persona con una enfermedad autoinmune, su

sistema inmunitario ataca erroneamente a células, tejidos y 6rganos de su propio organismo.

Las enfermedades autoinmunes son aquellas en las que nuestras defensas o sistema
inmunologico funcionan de un modo anormal reaccionando frente a algunas células de nuestro
cuerpo como si fueran "enemigos” y por tanto dafiandolas. Este desajuste puede afectar solo a
un tejido, a un dérgano o a varios y acaban incluso produciendo cambios en los tejidos; cada

vez nuestro sistema inmune vera esta zona mas como un cuerpo extrafo.

4 http.;// www.espondilitis.eu/Enfermedades _Autoinmunes.html
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Es un caso parecido a las alergias en donde el cuerpo reacciona de un modo
desproporcionado frente a sustancias que en si no son ningun peligro para nuestra salud, los
organos Y tejidos méas afectados son: la piel, los musculos, las articulaciones, los glébulos

rojos y otros componentes de la sangre y algunas glandulas como el pancreas o la tiroides.

Aunque no hay unanimidad al respecto algunas teorias afirman que, junto a una
predisposicion genética, el efecto de algunos microorganismos (virus, bacterias, etc.) y/o el de
algunos medicamentos, las dietas muy desequilibradas y llenas de aditivos tambiéen podrian
"colaborar", en muchos casos, probablemente sea un conjunto de varios factores; es necesario
que se continle investigando ya que cada vez hay mas personas con enfermedades
autoinmunes y hay que tener en cuenta que la mayoria son enfermedades que empeoran

mucho la calidad de vida.

2.3.1 Factores Etiopatogeénicos.

Bajo el término de enfermedades autoinmunes se incluyen patologias muy diversas,
tanto desde el punto de vista de sus manifestaciones clinicas como en cuanto a los procesos
etiopatogenicos que las originan. En general, se admite que cualquier defecto en alguno de los
pasos que regulan la tolerancia inmunoldgica a componentes propios puede dar origen a una
expansion o persistencia de células autorreactivas en cantidad suficiente como para producir

enfermedad.

Se desconoce cual es el origen de la mayoria de estas enfermedades autoinmunes, pero
parece sensato pensar que son enfermedades multifactoriales en las que tiene un papel
fundamental una especial sensibilidad genética, junto con una serie de factores ambientales

desencadenantes.
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2.3.2 Factores Genéticos.

La familia de genes mé&s estudiada ha sido la del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), que codifica a los antigenos de histocompatibilidad (HLA). El
MHC abarca un gran numero de genes de histocompatibilidad que presentan un enorme grado

de variabilidad estructural, es decir, polimorfismo.

Muchos de estos polimorfismos condicionan el patrén de la respuesta inmune y se
asocian a una susceptibilidad de padecer un amplio abanico de enfermedades reumaticas,

aungue aun no se ha esclarecido el mecanismo concreto que subyace a esta asociacion.

La relacion de enfermedades con algunos alelos de las moléculas HLA es bien
conocida, tanto para la clase | como para la Il; pero hasta ahora no se conoce bien el

mecanismo ligado a esta predisposicion. Existen varias teorias, las mas aceptadas son:

1. En la maduracion linfoide que se realiza en el timo, los linfocitos sufren un proceso de
seleccion que depende de la afinidad del receptor del linfocito T por el HLA®. Es posible que
en este proceso se seleccionen clones con capacidad autorreactivas que mas tarde pueden

originar enfermedad.

2. La secuencia antigénica de algunos microorganismos es semejante a algunos epitopos
polimorfos del HLA. Una reaccidon contra el antigeno extrafio provocaria, ademas, una

reaccion contra moléculas propias como consecuencia de la reaccion cruzada.

3. La molécula HLA seria capaz de presentar péptidos antigénicos de manera muy eficiente

gue ademas escapara a los mecanismos de autorregulacion del organismo.

Por otra parte, se sabe que la herencia de genes predisponentes de autoinmunidad no
provoca en la mayoria de los casos sindromes clinicos de autoinmunidad. Esto se puede
demostrar mediante estudios de concordancia en gemelos homocigotos para enfermedades

autoinmunes.

> http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/temas_nuevos_pdf/tema19.pdf
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Cuando un gemelo homocigoto desarrolla una enfermedad autoinmune, la probabilidad
de que el otro gemelo desarrolle la misma condicion es del orden de uno de cada cuatro (25%),
aunque el grado de concordancia presenta una cierta variabilidad en virtud de la enfermedad
reumatica de que se trate. La concordancia para el lupus eritematoso sistémico (LES) clinico
en gemelos homocigoticos es del 24%. Se han registrado concordancias similares en otras
enfermedades autoinmunes, tales como la esclerosis multiple y la diabetes tipo 1.

Los primeros estudios de concordancia para la artritis reumatoide mostraban unas
cifras de aproximadamente el 30% de los pares de gemelos idénticos. Posteriormente, estudios
mas amplios registraron una concordancia mucho menor, aproximadamente entre un 12% y un
15%. Por tanto, es l6gico pensar que otros factores intervenienen para que se desarrolle la
enfermedad autoinmune. Estos factores podrian ser la diferencia de exposicion a factores
ambientales relacionados con la enfermedad y a diferencias derivadas de los procesos de

desarrollo.

2.3.3 Factores ambientales.

Se dispone de numerosos datos epidemioldgicos que vinculan a las enfermedades
como la espondilitis anquilosante a factores ambientales muy variados que incluyen
infecciones, farmacos, regimen nutricionales, toxinas o situaciones de estrés psiquico. La
radiacion ultravioleta provoca recaidas en el LES y las lesiones dérmicas de esta enfermedad
estan generalmente limitadas a las zonas de exposicion solar. Muchos farmacos causan

hipersensibilidad y lupus inducido por farmacos.

La procainamida, la hidralazina, clorpromacina, difenilhidantoina y muchos otros
farmacos pueden inducir la aparicion de ANA, fundamentalmente dirigidos contra histonas e,

incluso, alguno de los pacientes con estos tratamientos puede desarrollar un lupus inducido.

Otro agente externo estudiado es el cloruro de vinilo, ya que trabajadores expuestos al
mismo presentaban con una incidencia mayor de la esperada un sindrome semejante a la
esclerodermia; lo mismo ocurre con el aceite de colza. La ingestion de L-triptofano causa una

enfermedad infiltrativa eosinofilica. Gran controversia ha planteado la posible relacién entre
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los implantes de seno de silicona y el desarrollo de esclerodermia y otras enfermedades

reumaticas.

La contribucion de agentes infecciosos a las espondiloartropatias es un area de
continua investigacion, aunque las pruebas del papel que desempefia la infeccidén en la
espondilitis son en su mayoria epidemioldgicas e indirectas, los modelos animales han
demostrado la veracidad de esta hipotesis. Se proponen dos posibles mecanismos de accion: el
de la actividad cruzada entre el germen y los antigenos propios y el que se basa en la

inmunorreactividad que causa la infeccion.

El concepto de mimetismo molecular propone que los patdgenos expresan una
extension de proteina muy similar a un componente del huésped. Este epitopo del patdgeno
puede ser presentado por las moléculas de histocompatibilidad y activar células T

autorreactivas.

Esta activacion tiene lugar posiblemente porque el receptor de la célula T tiene una
afinidad mayor por la proteina del patégeno que por el componente propio, o bien porque las
células T se sensibilizan mas facilmente en el contexto inflamatorio de una infeccion. Como
las células T sensibilizadas y amplificadas tienen un umbral mas bajo para la activacion,

pueden reaccionar contra autoantigenos que ignoraban previamente.

La segunda teoria es la activacion inespecifica, la cual propone que los patégenos
debilitan la tolerancia inmunoldgica sin entrar en juego la especificidad antigénica, a ello se
puede llegar por varias vias mediante la muerte celular y por tanto liberando antigenos
intracelulares, atrayendo y potenciando las células presentadoras de antigeno o, por ultimo,
perturbando el equilibrio de las citocinas en el contexto de la inflamacién secundaria a la

infeccion.
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2.3.4 Criterios y Sintomas de las Enfermedades Autoinmunes.
Criterios Principales de las Enfermedades Autoinmunes.

1. Presencia de autoanticuerpos o datos de reactividad celular contra lo propio.
2. Documentacion de autoanticuerpos relacionados en la lesién anatomopatoldgica.
3. Demostracion de los autoanticuerpos o los linfocitos T relacionados pueden provocar lesion
histica:
a. Transmision transplacentaria.
b. Transferencia adaptable a los animales.

c. Efecto en la funcion celular in vitro®.

Sintomas de las enfermedades autoinmunes.

Varian segun el tipo de enfermedad, la mayoria coinciden en algunos sintomas como
cansancio o fatiga, sensacion de malestar cronico y algun tipo de dolor. Muchos pacientes
también sienten un sentimiento de impotencia o desanimo al tener un tipo de enfermedad que

el médico ya avisa que es cronica y sin esperanza de curacion.

Normalmente solo suele haber tratamiento para remitir los sintomas y evitar
complicaciones, esto también suele desesperar a los pacientes en la mayoria de medicamentos
para las enfermedades autoinmunes tienen a su vez efectos secundarios con lo que poco a poco
van empeorando su calidad de vida; a veces algunos pacientes empiezan a desarrollar a la vez

otras enfermedades autoinmunes.

® Harrison Principios de Medicina Interna 16 Edicion pag. 2154 a 2193.
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2.3.5 Clasificacion de las Enfermedades Autoinmunes.

Enfermedades Enfermedades
autoinmunes sistémicas autoinmunes localizadas

Aurtritis reumatoidea y Artritis reumatoidea
juvenil (articulaciones; con menor frecuencia, | Diabetes Mellitus de tipo 1 (islotes pancreéticos)
pulmones y piel)

Lupus [Lupus eritematoso sistémico] (piel,

! ) oo , Tiroiditis de Hashimoto, Enfermedad de Graves
articulaciones, rifilones, corazén, cerebro,

] X . (tiroides)
células rojas sanguineas, otros)
Esclerodermia (piel, intestinos, con menor Enfermedad celiaca, Enfermedad de Crohn,
frecuencia el pulmon) Colitis Ulcerosa (tracto gastrointestinal)

Sindrome de Sjogren (glandulas salivales

) . \ Esclerosis multiple
y lacrimales, articulaciones)

Sindrome de Goodpasture (pulmones, Enfermedad de Addison (adrenal)

rifones)

Granulomatosis de Wegener (vasos Cirrosis biliar primaria, Colangitis esclerosante,
sanguineos, senos nasales, pulmones, rifiones) | Hepatitis autoinmune (higado)

Polimialgia reumética (grupos musculares Arteritis Temporal / Arteritis de células gigantes
importantes) (arterias de cabeza y cuello)

Sindrome de Guillain-Barré (sistema
Nervioso)
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2.3.6 Enfermedades Autoinmunes mas Comunmente Diagnosticadas
en El Salvador.

A- Lupus Eritematoso Sistémico.

El lupus es una enfermedad reumatica sistémica y cronica, es decir, ademas de afectar
a las articulaciones y a los musculos, puede dafar la piel y casi todos los érganos, su base es
autoinmune puesto que se produce por la formacion de autoanticuerpos; la evolucion de la
enfermedad se desarrolla en fases de brote y otras en los que los efectos de la enfermedad

remiten.

Asimismo, hay lupus muy severos y otros no tan graves como los que se manifiestan
con afecciones en la piel. Esta patologia afecta principalmente a las mujeres y en una época de
la vida en la que se es fértil (entre 20 y 40 afios), se han descrito ademas casos en nifios y

ancianos.
Tipos de Lupus:
-Lupus Eritematoso Discoide:

Enfermedad crénica y recidivante caracterizada por manchas redondas rojas de bordes

bien definidos sobre la piel.
-Lupus Eritematoso Sistémico:

Enfermedad autoinmune con episodios de inflamacion en las articulaciones, los

tendones y otros tejidos conectivos y 6rganos.

Diagnostico.
El diagndstico se basa principalmente en los sintomas, el analisis de sangre

puede detectar anticuerpos antinucleares, presentes en la gran mayoria de las personas que
padecen lupus; sin embargo, estos anticuerpos se manifiestan también en otras enfermedades,

por lo que si se detectan anticuerpos antinucleares, deben realizarse también pruebas en busca

39



de los anticuerpos anti-ADN de cadena doble, un valor alto de estos anticuerpos es especifico

del lupus, aunque no todas las personas que padecen esta enfermedad tienen tales anticuerpos.

El dafio al rifion causado por el lupus puede detectarse mediante los analisis de sangre
y de orina, aunque en ocasiones la biopsia renal esta indicada para determinar mejor el

tratamiento.

A causa de la amplia variedad de sintomas, el diagndstico de Lupus puede ser dificil, y
requiere cierta perspicacia por parte del médico que ve inicialmente al paciente. Entre las

manifestaciones tipicas del LES se incluyen:

e Erupcion en las mejillas con aspecto de "alas de mariposa".(Ver anexo N° 4)

o Erupcion cutanea en las zonas expuestas al sol.

« Ulceras en el paladar y en las fosas nasales.

o Artritis de una o mas articulaciones.

e Inflamacion de rifidn (nefritis).

o Afectacion del sistema nervioso, incluyendo convulsiones, alteraciones mentales o
accidentes vasculares cerebrales (ictus).

o Pueden verse fiebre, adelgazamiento, pérdida del cabello, problemas circulatorios en
los dedos de las manos y de los pies, dolor en el pecho al caminar 6 con la inspiracion
profunda y/6 dolor abdominal.

e Anti-SM ( presencia de anticuerpos frente al antigeno nuclear de Smith)

Pruebas de Laboratorio.

Son determinantes para establecer el diagnostico de LES, y se pueden encontrar una serie

de alteraciones juntas o por separado:

e Leucopenia menor a 4,000/ mm3,
e Anemia hemolitica con reticulocitosis.
e Un ndmero disminuido de plaguetas, menor a 100,000 .

e Anomalias en analisis de orina.
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e Disminucion de las proteinas del complemento (un sistema de proteinas del plasma
sanguineo que forma parte del sistema inmunitario).

e Presencia de anticuerpos que no se encuentran en las personas sanas. En especial, los
anticuerpos antinucleares (ANA) son casi siempre positivos en el LES.

e Anti-SM (presencia de anticuerpos frente al antigeno nuclear de Smith).

A veces el diagnéstico exacto se retrasa, porque la enfermedad puede evolucionar

gradualmente, simulando a su vez otras enfermedades.
Diagnostico Diferencial.

Otros trastornos del tejido conectivo por ejemplo:
e Artritis Reumatoide

e Enfermedad mixta del tejido conectivo

e Esclerosis sistémica y progresiva.

¢ Neoplasias metastasicas

e Infecciones.

B- Artritis Reumatoide.

Es un trastorno sistémico caracterizado por inflamacién articular crénica, que suele
afectar a articulaciones periféricas, se considera una enfermedad autoinmunitaria y se
desconoce su causa; el sistema inmunitario del cuerpo normalmente combate las sustancias
extrafas, como los virus, pero en una enfermedad autoinmunitaria, el sistema confunde o toma

los tejidos sanos como sustancias extrafias y como resultado el cuerpo se ataca a si mismo.

La artritis reumatoidea se puede presentar a cualquier edad y las mujeres resultan
afectadas con mayor frecuencia que los hombres, generalmente afecta a las articulaciones de
ambos lados del cuerpo por igual, siendo las mufiecas, los dedos de las manos, las rodillas, los
pies y tobillos las partes del cuerpo mas comunmente afectadas. El curso y la gravedad de la
artritis reumatoidea pueden variar considerablemente, la infeccion, los genes y las hormonas

pueden contribuir a esta enfermedad.
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Sintomatologia.

La enfermedad generalmente comienza de manera gradual con:

o Fatiga

. Inapetencia

e Rigidez matutina (que dura por mas de una hora)
. Dolores musculares generalizados

e  Debilidad

Finalmente, aparece el dolor articular, cuando la articulacion no esta en uso por algln
tiempo, se puede tornar caliente, sensible y rigida; cuando el revestimiento de la articulacion

se inflama, produce mas liquido y la articulacién se hincha.

El dolor articular a menudo se siente en ambos lados del cuerpo y puede afectar las
mufiecas, las rodillas, los codos, los hombros, las caderas, los dedos de manos y pies, los
tobillos y el cuello (Ver Anexo N°5).

Pruebas de Laboratorio.

e Aumento del factor reumatoide en el 80% de los casos (este factor reumatoide esta en
poblacién normal).

e Posible anemia leve.

e En general elevacion de los reactantes de fase aguda (VSG, proteina C reactiva).

e Posible leucocitosis leve.

e Liquido sinovial turbio que forma un mal coagulo de mucina; aumento del recuento
celular con presencia de polimorfonucleares aumentados.

Diagnostico Diferencial.

e LES.

Espondiloartropatia seronegativas.

Polimialgia reumatica.

Fiebre reumatica aguda.

Esclerodermia.
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C- Sindrome Sjogren

Es una enfermedad autoinmune sistémica que se caracteriza por afectar principalmente
a las glandulas exocrinas que conduce a la aparicion de sintomas de sequedad; las glandulas
exocrinas, son las encargadas de producir liquidos como la saliva, las lagrimas, las secreciones
mucosas de la laringe y de la traquea y las secreciones vaginales, tales liquidos son los que

hidratan, lubrican y suavizan las partes del organismo que estan en contacto con el exterior.

Los sintomas principales son:

e Ojos secos (inyeccion conjuntival, brillo apagado y reflejo irregular de la luz en la

clrnea).

e Bocay labios secos (queilosis), eritema lingual, y de otras superficies mucosas, caries
dental (Ver Anexo 6).
o Posible aumento de tamafio y disfuncién de la glandula salivales, con la

subsiguiente dificultad para la masticacion y deglucién de la comida.

o Puede existir una purpura (no trombocitopenica, hiperglobulinemia y vasculitica).
Pruebas de Laboratorio.

e Pueden existir ANA (mayor al 60% de los pacientes), autoanticuerpos-anti-ss. A 'y
anti-ss. B.

e Eritrosedimentacion elevada.

e anemia normocitica normocromica.

e Estudio de funcion hepéatica anormales.

e Microglobulina B elevada.

e Factor reumatoide positivo.
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Diagnostico Diferencial.

e Sarcoidosis.
e Hipofuncién salival primaria
e Lesion radioinducida

e Amiloidosis

D- Esclerosis Sistémica.

Trastorno del tejido conectivo, caracterizado por el engrosamiento y fibrosis de la piel,
asi como la afeccién variable de varios 6rganos internos, no se conocen las causas de esta
enfermedad; puede aparecer a cualquier edad, aunque es mas frecuente en mujeres de mediana
edad, se sabe que su incidencia aumenta en grupos de personas expuestos a determinados

productos toxicos, pero en la mayoria de los casos no existe una causa conocida.

Como no es una enfermedad contagiosa ni hereditaria, los familiares o las personas que
conviven con el paciente no deben someterse a ningin examen ni a ningdn tipo de prevencion,
esta enfermedad produce lesiones en la piel y también puede producirlas en algunos 6rganos
internos. Al principio estas lesiones consisten en una inflamacion, que después se va
transformando en un endurecimiento, debido a una acumulacion excesiva de unas fibras muy

rigidas de colageno, adquiriendola piel una consistencia fibrosa.

Por ello a esta enfermedad también se la denomina esclerodermia, cuando estas
lesiones afectan a otros dérganos, como los pulmones o el tubo digestivo, éstos también se
vuelven rigidos y fibrosos y no funcionan correctamente; la esclerosis sistémica ademas
dificulta el riego sanguineo, al ocluir las pequefias arterias y capilares que llevan la sangre a
los tejidos, y puede producir sintomas y lesiones similares a las de algunas enfermedades
circulatorias, como dolor y Ulceras en los dedos.

La aparicion de sintomas cardiorrespiratorios, como dificultad respiratoria,

palpitaciones, dolor en el pecho o la deteccion de cifras de tension arterial elevadas, pueden
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ser debidos a complicaciones graves de la enfermedad, que casi siempre pueden tratarse de

forma eficaz por lo que deben comunicarse de forma urgente al reumat6logo.
(Ver Anexo N° 7)

Pruebas de Laboratorio.
e Anticuerpos antinucleares (patron homogéneo, moteado o nucleolar).
¢ Anticuerpos frente a ADN nativo negativo.

e Anticuerpos anti-SM negativos.
e Factor reumatoide positivo en el 30% de los casos.
e Anticuerpos anticentromero en menos del 10% con enfermedad sistémica.

e Anticuerpos nucleares extraibles anti_ SCL positivos en un 70% en un 30% de los
casos.

Diagnostico Diferencial.

o Amiloidosis

o Fibrosis pulmonar ideopatica

J Hipertension pulmonar primaria
. Microcardiopatias

. Lupus eritematoso sistémico

Sindromes superpuestos

E- Diabetes mellitus tipo 1.

Es una enfermedad crénica que ocurre cuando el pancreas no produce suficiente
insulina para controlar apropiadamente los niveles de glucemia. La diabetes tipo 1 solia

Ilamarse diabetes juvenil o insulino-dependiente, este tipo de diabetes puede ocurrir a

45



cualquier edad, pero se diagnostica con mayor frecuencia en nifios, adolescentes o adultos

jévenes.

La insulina es una hormona producida por células especiales, Ilamadas células beta, en
el pancreas, un organo localizado en el area por detrés del estomago. La insulina se necesita
para movilizar el azlcar de la sangre (glucosa) hasta las células, donde se almacena y se utiliza
después para obtener energia, en la diabetes tipo 1, estas células producen poca 0 ninguna

insulina.

Sin la insulina suficiente, la glucosa se acumula en el torrente sanguineo en lugar de
entrar en las células y el cuerpo es incapaz de usarla para obtener energia. Al cabo de 5 a 10
afios, las células beta del pancreas productoras de insulina estan completamente destruidas y el

cuerpo ya no puede producir esta hormona.

La causa exacta se desconoce, pero lo méas probable es que haya un desencadenante viral
0 ambiental en personas genéticamente susceptibles que causa una reaccion inmunitaria. Los
glébulos blancos del cuerpo atacan por error a las células beta pancreaticas productoras de

insulina (Ver Anexo N°8).
Los sintomas principales son:

« Sentirse cansado o fatigado.

Sentirse hambriento.

o Estar muy sediento.

e Orinar con mayor frecuencia.
o Perder peso sin proponérselo.
o Tener vision borrosa.

o Perder la sensibilidad 6 sentir hormigueo en los pies.

Pruebas de Laboratorio.
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e Nivel de glucemia en ayunas: la diabetes se diagnostica si es superior a 126 mg/dL en
dos ocasiones.

e Nivel de glucemia aleatoria (sin ayunar): la diabetes se sospecha si es superior a 200
mg/dL vy el paciente tiene sintomas como aumento de la sed, de la miccién y fatiga

(esto se debe confirmar con examen en ayunas).

e Prueba de tolerancia a la glucosa oral: la diabetes se diagnostica si el nivel de glucosa

es superior a 200 mg/dL después de dos horas.

o Examen de hemoglobina Alc: este examen se ha usado en el pasado para ayudarles a
los pacientes a vigilar qué tan bien estan controlando sus niveles de glucosa en la

sangre.

Diagnostico Diferencial.

o Diabetes insipida
. Hiperglucemia de estrés
o Diabetes secundaria a farmacos o enfermedades pancreéticas.

2.4 Epidemiologia.
Heterogeneidad de patologias:

Es ciertamente remarcable el amplio abanico de enfermedades que tienen a la
autoinmunidad como mecanismo etiopatogénico, esta diversidad abarca desde las patologias
organo-especificas, como Tiroiditis de Hashimoto, Enfermedad de Addison, Diabetes
Mellitus insulinodependiente, Cirrosis Biliar Primaria 6 Anemia Hemolitica Autoinmune,
entre otras, hasta las patologias sistémicas, como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), la

Esclerosis Sistémica, Sindrome de Sjogren 6 Vasculitis Sistémicas.
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Plurisintomatologia/Multidisciplinaridad:

Cualquier érgano del cuerpo puede verse afectado por patologias autoinmunes y el
listado de manifestaciones clinicas cubre practicamente toda la medicina. Por lo tanto, todas
las especialidades y subespecialidades médicas, e incluso quirdrgicas, pueden tener relacion

con este tipo de enfermedades.

Distribucion mundial:

Estas enfermedades afectan tanto a los paises desarrollados como a los que estan en
vias de desarrollo o al tercer mundo. Las diferencias en los casos descritos dependen mas de
las posibilidades econdémicas u organizativas para diagnosticar y comunicar en la literatura

meédica los enfermos que de la prevalencia real.

Sin embargo, existen algunas diferencias en las incidencias de patologias especificas y
en las formas de presentacion, como lo demuestran algunos grupos internacionales de trabajo

que se estan creando en los ultimos afios en distintas partes del planeta.

2.5 Diagnostico de Laboratorio.

Técnicas mejoradas permiten a los cientificos clinicos determinar la integridad del
sistema inmune de un paciente, pudiendo evaluar el desbalance cuali-cuantitativo de su
activacion y expresion. Los procedimientos aplicados en el diagndstico siempre evolucionan,

ya que las areas de investigacion basica y clinica aportan nuevos datos sobre los pacientes.

El diagnostico inmunologico del laboratorio puede reafirmar ¢ excluir un diagnostico
especifico 6 subclasificar un problema clinico. En desérdenes cronicos para los cuales ha sido
establecido un diagndstico, las pruebas de laboratorio ayudan a establecer el nivel de actividad
de la enfermedad; sin embargo, los tests en uso en la actualidad poseen diferente sensibilidad,

especificidad y poder predictivo, las muestras de sangre son los mejores especimenes de
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trabajo, sin embargo, deben considerarse los posibles inconvenientes inherentes a la toma de

muestra.

Las enfermedades que nos ocupan son relativamente comunes, cada una tiene muchos
marcadores de laboratorio que la identifican y que son usados para el diagnostico clinico y la
decision en el tratamiento; ademas de los tests inmunologicos existen procedimientos
bioguimicos y hematoldgicos que pueden ser de igual importancia en la determinacion y
seguimiento de estas enfermedades, virtualmente todas tienen asociadas actividades de
anticuerpos especificos, pudiendo establecerse asi un criterio para el diagndstico.

2.5.1 Inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica que emplea anticuerpos conjugados a
fluorocromos, estas son moléculas que al ser excitadas con la energia de una determinada

longitud de onda son capaces de emitir energia de una longitud de onda mayor.

Las pruebas de inmunofluorescencia (IF) se basan en que cualquier antigeno puede ser
marcado especificamente con un fluorocromo coloreado, a través de un anticuerpo (Ac)

especifico, cuando se irradia este elemento con luz ultravioleta o azul se hace fluorescente.

En la década de 1940 se inicia la implementacion de las dos técnicas:

A. Inmunofluorescencia Directa:

Sobre un porta objeto depositamos una muestra en la que buscamos la presencia de un
determinado antigeno, afiadimos un suero especifico del antigeno problema marcado con
isotiocinato de fluoresceina (conjugado); si el antigeno problema se encuentra presente en la
muestra se une el conjugado. En caso contrario el conjugado se elimina con un lavado del

portaobjetos. (Ver Anexo N° 9)

49



B.Inmunofluorescencia Indirecta:

Se trata de una técnica microscépica cuya base es una reaccion inmunoldgica con
marcador fluorescente. Algunas sustancias quimicas absorben energia de ondas ultravioleta y
la emiten como ondas visibles de distinta longitud de onda, por ello se observan de distinta
coloracion en funcién de la longitud de onda de la luz recibida, a esta caracteristica se le

denomina fluorescencia. (Ver Anexo N° 9)

En particular, la técnica consiste en incubar el antigeno (parametro) a valorar de la
muestra, con un anticuerpo especifico que se encuentra fijado a un cubreobjetos, luego se le
afiade un anti-anticuerpo marcado con el fluorocromo que se unird al complejo fijado al
portaobjeto, y tras una nueva incubacion y un lavado se visualiza la positividad o no del

ensayo visualizandolo en un microscopio con ldmpara ultravioleta.

2.6 Anticuerpos Antinucleares (ANA).

Son anticuerpos dirigidos contra autoantigenos localizados en el nucleo celular, pueden
clasificarse de acuerdo con la estructura reconocida, en anticuerpos dirigidos contra
nucleosomas (anti-DNA, antihistonas, anti-DNP o complejo DNA-histona), proteinas no
histonas asociadas al ADN (anticentrémero, anti-Scl70, anti Ku, antilaminas nucleares, anti-
HMG, anti-PCNA vy otros), proteinas no histonas asociadas al ARN (anti-Sm, anti-U1 RNP,
anti-Ro/SS-A, anti-La/ SS-B, anti-Jo-1 y otros anti-ENA) y nucléolos (antinucleorales).

Ese grupo de proteinas no histonas asociadas al ARN que pueden solubilizarse y
extraerse de los tejidos con soluciones salinas de baja fuerza idnica, son los llamados
Anticuerpos Antiantigeno Extraibles del Ndcleo (ENAs). Algunos resultados dan excelente
valor diagnostico a los ANA realizados por IFI, alcanzando hasta el 100% de sensibilidad en

pacientes con LES.

Los autoanticuerpos mas caracteristicos del LES son los que reaccionan con los

componentes del nucleo celular, por lo que las pruebas de tamizaje mas sensibles para el LES
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son los ANA por IFI, los cuales permiten la deteccion de anticuerpos aproximadamente frente

a 100 especificidades en el ndcleo.

No obstante la mayor sensibilidad de la IFI es sobre lineas epiteliales (por ejemplo, la
Hep-2) para la deteccion de los ANA, demostrandose una sensibilidad mayor de este método
sobre cortes de criostato de higado de roedor, otra de las técnicas utilizadas para la deteccion
de estos anticuerpos; el sustrato es uno de los tres parametros evaluados para la adecuada
interpretacion de los ANA. El otro criterio a tener en cuenta para la interpretacion de los
resultados son los titulos de los anticuerpos, pues la cantidad de éstos y su especificidad tienen

valor significativo en la interpretacion.

Generalmente, los ANA son negativos 0 muy bajos en personas jovenes y sanas, Se
encuentran elevados en pacientes con enfermedades sistémicas del tejido conectivo y existen
en titulos intermedios en algunos pacientes con enfermedades del tejido conectivo como
también en personas con una amplia variedad de condiciones: ancianos, embarazo, otras
enfermedades autoinmunes (cirrosis biliar primaria, tiroiditis autoinmune) drogas

(procainamida, hidralazina), infecciones cronicas, neoplasias y en personas sanas.

Segun la prevalencia de ANA en la poblacion sana, titulos de 1:80 0 menos no son de
valor diagndstico a causa de la alta prevalencia de hallazgos positivos hasta estos titulos en la
poblacion general. Un punto de corte razonable es alrededor de 1:160 a 1:320.

Estos titulos o mayores ayudan a confirmar el diagnostico clinico de una enfermedad
del colageno. Existen, sin embargo, personas sanas con titulos mayores de 1:320. Entonces el
diagnostico de una enfermedad del tejido conectivo no debe ser hecho solamente por los
titulos de ANA.

El tercer parametro a analizar en la interpretacion de los ANA es el patron de los
anticuerpos, el cual esta asociado con algunas enfermedades y que en los sitios donde no se
encuentra disposicion de otros parametros inmunodiagnaésticos, nos puede sugerir la patologia

causante del desequilibrio.
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2.6.1 Historia De Los Anticuerpos Antinucleares.

Durante la practica médica en reumatologia y en otras &reas de la medicina con
frecuencia se busca identificar anticuerpos dirigidos contra algunos componentes antigénicos
nucleares, estos anticuerpos se han relacionado con algunas enfermedades y con el tipo de
alteraciones que ellas presentan; Las técnicas empleadas para identificar estos anticuerpos han
ido variando y mejorando a medida que se amplia el conocimiento en ellos. Se presentan los
aspectos histéricos mas importantes que se dieron en el desarrollo de las técnicas para
identificar estos anticuerpos.

Desde 1949 hasta 1951 se demostro que el suero de pacientes con lupus era capaz de
inducir alteraciones caracteristicas en las células in vitro, estas alteraciones incluyen aumento
de tamafio de algunas células blancas y la aparicidon de cuerpos que parecen nucleos grandes

en el citoplasma de otros polimorfonucleares intactos.

Pero era indispensable averiguar como se producian los cambios celulares vy
morfolégicos a través del factor sérico o gamaglobulina, estos hallazgos fueron confirmados
un afo después por Lee, Michael y Vural; los estudios de Miescher y Fauconnet y de grupos
de Cepellini y Seligmann, a través de las técnicas de absorcion y precipitacion, y utilizando el
factor sérico ya descrito, produjeron una precipitacion del ADN humano, de animales y de
bacterias, utilizando soluciones muy diluidas (entre 3 y 15 lambdas de ADN por ml) y el suero

de los pacientes lUpicos.

Produjeron también una reaccion especifica contra el ADN pero no con el ARN,
utilizando varias técnicas como la de Ouchterlony, la hemaglutinacion pasiva y la

inmunoelectroforesis.

Posteriormente se analizd el concepto de anticuerpos antinucleares que Halsted
Holman, de Stanford University Medical Center, en el libro “Inflamation and Diseases of
Connective Tissue” define como ‘“‘anticuerpos circulantes que reaccionan contra varios
constituyentes quimicos del nucleo celular” y que ademdas varios de estos anticuerpos
antinucleares reaccionan contra el ndcleo de las ceélulas intactas, contra la

desoxirribonucleoproteina, contra el acido desoxirribonucleico aislado y contra las histonas.
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A mediados de la década de 1950, se definia la relacion entre el factor sérico
(anticuerpos antinucleares), la célula L. E. y los fendbmenos que se presentaban a nivel del
nucleo. Rifkind y Gabriel C. Godman de Columbia University, en 1957 utilizando el
microscopio de contraste de fase demostraron la secuencia del fendmeno L. E. sin embargo, la
importancia de las células L. E. en el diagnostico de lupus empez6 a perderse cuando Kievits y
Cols demostraron en 1956 que el 16% de los pacientes con artritis reumatoide las presentaban,

esto cred dudas sobre la especificidad de la reaccion para el diagndstico de lupus.

Cinco afios después Naomi Rothfield y Cols, en 1961 demostraron que las células L.E
no se encuentran en la cuarta parte de los pacientes con lupus, lo que muestra una pobre

sensibilidad.

En 1957 Halsted Holman y Henry Kunkel del Rockefeller Institute for Medical
Research de Nueva York demostraron la afinidad del factor sérico al nucleo celular y a la
nucleoproteina o al ADN; este reporte es un descubrimiento crucial para el inicio y la utilidad
del laboratorio en inmunologia para el diagndstico del lupus. En este articulo en una nota
agregada al final, este par de investigadores sefialan que George Friou de West Haven,
Connecticut, ha utilizado la técnica de los anticuerpos fluorescentes y ha obtenido resultados
parecidos’.

Previamente Deith, Godman y Klemperer en varios estudios entre 1955 y 1957
demostraron que la gamaglobulina LES entra al nucleo e induce los cambios mencionados

anteriormente y plantean que la gamaglobulina podria ser inmunoldgicamente reactiva.

Con los estudios de Coons Godman, Deitch, Holman y Kunkel, se crearon las bases
para el entendimiento de la inmunofluorescencia que George Friou logro desarrollar,
estableciendo una base solida para el diagnéstico del lupus y de las enfermedades autoinmunes
en el laboratorio.

" Antonio Iglesias Gamarra & Cols. Revista Colombiana de Reumatologia.
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2.6.2 Significado Inmunolégico de los Diferentes Patrones de la

Inmunofluorescencia.

Mediante esta técnica los autoanticuerpos pueden dar lugar a una tincion nuclear ¢
citoplasmatica, las variaciones en los patrones de la inmunofluorescencia a nivel de los
nacleos celulares muestran que los sueros de los individuos contienen anticuerpos que
reaccionan contra los diferentes antigenos que tienen otras localizaciones dentro del nucleo

celular, siempre y cuando la seccion del espécimen se prepare de la misma manera.
(Ver Anexo N°12)

A. Patron Homogéneo.

Es el patrén observado con mayor frecuencia en las enfermedades del tejido conectivo
pero también el mas inespecifico. J. Swanson Beck de Escocia fue uno de los primeros

investigadores en relacionar este patron a las nucleoproteinas, complejos ADN — histonas.

Lachmann y Kunkel fueron los que puntualizaron que el anticuerpo estaba dirigido contra
las nucleoproteina, pero también el patron homogéneo se puede observar cuando hay
anticuerpos contra las histonas y en algunos casos de anticuerpos anti-DNA de doble cadena.
Se observa especialmente en el Lupus, Artritis Reumatoide, Esclerodermia, Polimiositis,

Dermatomiositis, Sindrome de Sjogren primario y la Hepatitis Cronica Activa.

B. Patron Moteado.

Se caracteriza por la presencia de puntos de fluorescencia en toda la extension del
nacleo; inicialmente se describia que eran anticuerpos dirigidos contra las proteinas nucleares
solubles en la solucidn salina, especialmente por parte de Beck, Lachmann y Kunkel y el del
grupo de Bonomo, Tursi y Dammacco. Posteriormente Beck en 1962 utilizo un buffer de
fosfato para identificar el antigeno, pero solo fue caracterizado por Eng Tan y Henry Kunkel
en 1966.
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C. Patrén Periférico.

Casals, Friou y Teugue describierén el patron periférico al observar una mayor
intensidad alrededor de la membrana nuclear y una menor tincion en el centro del nacleo. En
1987 y 1988, utilizando la técnica de inmunofluorescencia indirecta, se describe la presencia
de anticuerpos dirigidos contra varios componentes antigénicos de la membrana nuclear,

produciendo un patrén periférico.

D. Patron Nucleolar.

Unicamente se colorean los nucléolos, posiblemente por anticuerpos que reaccionan
con el ARN nucleolar. Es mas comun en esclerodermia, principalmente en titulos superiores a
1:10000, también se encuentran en otras entidades como LES, S.sjogren, fendmeno de

Raynaud.

E. Patron Centromérico.

Parecido al patron moteado pero con caracteristicas especiales, la fluorescencia “como
cabezas de alfiler” los nicleos se tifien como puntos finos distribuidos de manera
homogénea en el nucleoplasma de las células en interface. La tincién en las células en
division muestran un punteado fino localizado en la placa de la cromatina generalmente como

40 a 60 por nucleo, las células en mitosis tienen el mismo patrén de fluorescencia.

F. Patron Citoplasmatico.

Se define como tincién homogénea que cubre todo el citoplasma aunque en ocasiones
es difusa se debe reportar para orientacion del clinico, ya que son anticuerpos dirigidos contra

ciertas proteinas citoplasmaticas y acidos ribonucléicos.
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Los patrones citoplasmaticos méas reconocidos son: Mitocondrial, ribosomal, anti actina y anti

vimentina.
G. Patron Mitocondrial.

Se caracteriza por una tincion granular en hileras punteadas que rodean al nucleo y se

extienden hacia el citoplasma sin cubrirlo por completo.
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2.6.3 Relacion de los Patrones de Inmunofluorescencia
Con las Enfermedades Autoinmunes.

Patrones de fluorescencia
de los ANA

Antigenos

Enfermedades asociadas

Homogéneo (difuso)

Complejos histona-DNA

(nucleosoma)

LES, lupus farmacoldgico

LES, hepatitis autoinmune

Periférico dsDNA, laminina

Sm, RNP, Ro/SSA, La/SSB, | LES, Sindrome de Sjogren,
Moteado Scl-70, RNA polimerasa, | EMTC, esclerodermia

otros

Moteado polimorfico
(PCNA)*

Antigeno celular de células
proliferantes

Centromérico

Cinetocoro

LES
Esclerodermia limitada,
fendbmeno  de  Raynaud,

cirrosis biliar primaria

Nucleolar

RNA nucleolar

Esclerodermia,
esclerodermia-miositis

Citoplasmatico

Histidil-tRNAsintetasa (Jo-1),
P ribosomal, mitocondrias

Polimiositis, cirrosis

biliar primaria

LES,

* Este patron varia de homogéneo a moteado discreto segun la fase del ciclo celular LES, lupus eritematoso sistémico; EMTC,

Enfermedad mixta del tejido conectivo.
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2.7 Pruebas Especiales.

2.7.1 Anticuerpos anti-ADN.

Los anticuerpos al ADN son de importancia central en nuestro entendimiento de un
mecanismo por el cual los anticuerpos pueden estar relacionados con la patogénesis. En ciertos
pacientes, se ha demostrado que el anticuerpo al ADN fue seguido por la aparicion de
antigeno ADN circulante y la desaparicion del anticuerpo por precipitacion, sugiriendo la

formacion de complejos inmunes circulantes.
Existen tres subgrupos:

1. Anticuerpos anti-ADN de doble cadena 6 bicatenarios sin reaccién cruzada con el ADN
monocatenario, que reconocen epitopes conformacionales en la doble hélice del ADN. Raros

en pacientes con LES.

2. Anticuerpos anti-ADN de doble cadena con reaccion cruzada con el ADN de cadena
sencilla o anticuerpos anti-ADN nativo, dirigidos contra los grupos fosfatodesoxirribosa.

Presentes en pacientes con LES.

3. Anticuerpos anti-ADN de cadena simple sin reaccion cruzada con el ADN bicatenario, que
reacciona con bases, mononucledsidos y mononucleétidos. Inespecificos, no tienen utilidad

diagndstica.

Para su deteccion, numerosas técnicas se han utilizado, variando desde la fijacion de
complemento (1957) a inmunofluorescencia —IFI- (1975) y méas recientemente a ADN-
microarreglos (2000).

2.7.2 Anticuerpos anti-Histona.

Los anticuerpos anti-Histona (AaH) se dirigen frente a los componentes proteicos de
los nucleosomas, los complejos ADN-proteinas, que forman la estructura de la cromatina,

transcripcionalmente inactiva.
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Se encuentran en el ndcleo, en una estructura altamente organizada consistente en 3
subunidades, dos dimeros H2A-H2B los cuales rodean un tetrdmero H3-H4 y con este
complejo proteico entero rodean la tercera subunidad la cual comprende aproximadamente 2
giros de ADN. Cada nucleosoma esta unido por un conector de longitud variable el cual esta

asociado con histona H1.

Los anticuerpos a todas las clases de histonas de mamiferos estdn presentes en LES,
pero no estan restringidas a esta enfermedad, ya que también han sido detectados en
autoinmunidad inducida por drogas, artritis reumatoide y enfermedad del tejido conectivo no
diferenciado. Tiene interés historico y clasico por su responsabilidad en la generacion de

células LE.

Sus primeras determinaciones fueron por técnica de fijacion de complemento. Un
método de IFI fue introducido por el Dr. Tan en 1976, basado en el principio que las histonas
son extractables del tejido con &cido clorhidrico diluido (0.1 normal) sin cadenas de ADN.

El inmunoensayo de fase solida también ha sido utilizado para deteccion de
anticuerpos antihistona (AaH). La union de histonas o subfracciones de ésta a superficies de

poliestireno junto a la union de anticuerpos con isétopos marcados es detectada.
2.7.3 Anticuerpos anti-Sm y RNP.

Las caracteristicas bioquimicas e inmunoldgicas de los antigenos Sm y RNP nuclear
fueron dilucidadas por los estudios importantes de Lerner y Steitz quienes introdujeron las
herramientas de biologia molecular dentro de este campo y mostraron que estos autoantigenos
eran particulas subcelulares compuestas de una especie de pequefios complejos nucleares
RNAs (U-RNAs) con proteinas.

Este grupo de autoanticuerpos fue ilustrativo en mostrar que el RNP estaba involucrado

en el empalme de precursores de RNA mensajero.

Aunque la estructura molecular de los antigenos de RNP y Sm reconocidos por los
autoanticuerpos del LES han sido mostrados como complejos de U-RNASs y proteinas, los

determinantes antigénicos son las proteinas y no el componente RNA.
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Los anticuerpos al Sm y al RNP han sido detectados por inmunodifusidn radial, la cual
tiene alta especificidad y baja sensibilidad; actualmente ELISA es alta en sensibilidad y baja

en especificidad.

Todos los anticuerpos anti-RNP muestran un patrén nuclear granular distinto por IFI,
reflejo de la distribucion focal de los snRNP de los espliceosomas en el nucleoplasma; las
particulas individuales y los epitopos proteinicos pueden ser determinados por

inmunoprecipitacion o inmunoblot.

2.7.4 Anticuerpos a SS-A/Ro y SS-B/La.

Dirigidos contra particulas ribonucleoproteinicas distintas; Ro se compone de una
proteina de 60 kDa asociada a pequefios RNA conocidos como RNA hY1, hY3, hY4d y
hY5108, la una ribonucleoproteina de 43 kDa a 52 kDa, toma parte en la regulacion
transcripcional del RNA polimerasa 11l asi como también de algunos RNA mensajeros
(RNAmM).

Los auto-anticuerpos a particulas subcelulares a SSA/ Ro y SS-B/La son encontradas
en Sindrome de Sjogren (SS) y LES. El antigeno Ro fue aislado por primera vez de extracto de
bazo humano y fué identificado en una precipitacién por inmunodifusion con anticuerpos de
pacientes con LES; este estudio fué extendido y el antigeno La fué también identificado en

extracto de bazo humano con suero de LES.

En adicion al LES y Sindrome de Sjogren el Ro esta presente en alta frecuencia en un
subgrupo clinico de LES llamado Lupus Cutaneo subagudo, muchos de estos pacientes han
sido falsamente titulados ANA negativos; adicionalmente el antigeno Ro parece variar en
cantidad en célula de diferentes especies asi, que si el sustrato usado para IFI tenia un bajo

contenido del antigeno, el ANA podria ser interpretado como negativo.
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El antiRo también esté altamente asociado con el Lupus neonatal, una forma de Lupus
en la cual estad relacionado la transferencia transplacentaria de autoanticuerpos IgG de la

madre al nifio y manifestado en éste como un rash cutaneo y blogueo cardiaco congénito.

2.8 Definicién de Términos Basicos.
Anticuerpo.

Proteina producida por linfocitos B tras estimulacion por un antigeno, actlan

especificamente contra él en respuesta inmune. Equivalente a inmunoglobulina.
Antigeno:

Molécula presente en microorganismos o células capaces de inducir una respuesta

inmune.
Aloantigeno.

Antigeno procedente de un individuo de la misma especie pero genéticamente distinto

que provoca al inyectarlo una respuesta inmune.
Autoanticuerpo.

Anticuerpo dirigido contra antigenos propios.
Autoinmunidad.

Reaccion inmunitaria contra sus propios antigenos o tejidos del propio cuerpo.

Anticuerpos antinucleares (ANA)

Constituyen un amplio grupo de Autoanticuerpo dirigido contra ciertos componentes

nucleares.
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Autorreactividad.

Fendmeno fisioldgico que, en baja intensidad, acontece en todos los individuos, si bien

se encuentra bajo un estricto control del sistema inmune.
Autoantigenos

También llamados proteinas del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad), son
un conjunto de proteinas de la membrana celular, especificas de cada individuo. Suponen un
"carné de identidad molecular”, que hace posible que las células de nuestro sistema

inmunitario reconozcan a nuestras células como propias y no las ataquen.
CélulaT.

Tipo de célula inmunitaria que puede atacar células extrafias, células cancerosas y
células infectadas por un virus. Las células T también pueden ayudar a controlar las respuestas
inmunitarias. Una célula T es un tipo de glébulo blanco. También se llama linfocito T y

timocito.

Citosol.

Llamado hialoplasma, es el medio acuoso del citoplasma en el que se encuentran

inmersos los organulos celulares.

Citoquinas.

Proteinas que regulan la funcién de las células que las producen u otros tipos celulares.
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Epitopo 6 Determinante Antigénico.

Porcion de una macromolécula que es reconocida por el sistema inmunitario,

especificamente la secuencia especifica al que se unen los anticuerpos.

Fagocitosis.

Proceso por el cual una célula engulle particulas para su nutricién o para degradarlas o
eliminarlas. Células del sistema inmunolégico, como neutréfilos y macréfagos, se encargan de

eliminar algunos microbios de esta manera.

Fluorescencia.

Propiedad de una sustancia para emitir luz cuando es expuesta a radiaciones del tipo
ultravioleta, rayos catddicos o rayos X. Las radiaciones absorbidas (invisibles al ojo humano),

son transformadas en luz visible, o sea, de una longitud de onda mayor al incidente.

Hapteno.

Sustancia quimica de pequefio peso molecular (menos de 10.000 dalton) que no induce
por si misma la formacion de anticuerpos pero al unirse a una proteina transportadora (ej.
Albumina) estimula una respuesta inmunitaria. En resumen un hapteno es la parte de un

antigeno que por si sola no dispara respuesta inmune, pero si posee especificidad.

Inmunidad.

Término médico que describe el estado de tener suficientes defensas bioldgicas para

evitar la infeccidn, enfermedad u otra invasion biologica no deseada.
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Inmunoglobulinas.

Tipo de proteinas plasmaticas producidas por el sistema inmune en respuesta a la
presencia de sustancias extrafias potencialmente dafiinas que pueda ser una amenaza para el

organismo: como quimicos, particulas de virus, esporas o toxinas de las bacterias.
Inmunofluorescencia

Técnica que emplea anticuerpos conjugados a fluorocromos. Los fluorocromos son
moléculas que al ser excitadas con la energia de una determinada longitud de onda son

capaces de emitir energia de una longitud de onda mayor.

Inmunofluorescencia indirecta.

Técnica en el que el anticuerpo que reconoce el antigeno no esta marcado sino que se
utiliza un segundo anticuerpo conjugado con el fluorocromo y dirigido contra la especie del

primero.
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3. SISTEMA DE HIPOTESIS

3.1 Hipotesis de Investigacion.

Hi: Los pacientes que consultan el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional
Rosales tienen un alto porcentaje de positividad a la presencia de Anticuerpos Antinucleares

por Inmunofluorescencia Indirecta.

3.2 Hipoteis Nula.

Ho: Los pacientes que consultan el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional
Rosales no tienen un alto porcentaje de positividad a la presencia de Anticuerpos

Antinucleares por Inmunofluorescencia Indirecta.
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3.3 DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONALIZACION DE LAS HIPOTESIS.

HIPOTESIS VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES DEFINICION INDICADORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Hipotesis de Investigacion (Hi). VI: Anticuerpos Identificacion de Técnica de 1. Resultado
Antinucleares: Anticuerpos Inmunofluorescencia
Presencia de Antinucleares. 2. Dilucion
Anticuerpos Constituyen un amplio Indirecta
Los pacientes que consultan el servicio de | aptinucleares. 3. Patrones
Reumatologia del Hospital Nacional Rosales grupo de
tienen un alto porcentaje de positividad a la autoanticuerpos Nucleo:
presencia de Anticuerpos Antinucleares por dirigido contra ciertos )
Inmunofluorescencia Indirecta. -Homogeneos

Hipéteis Nula (Ho).

Los pacientes que consultan el servicio de
Reumatologia del Hospital Nacional Rosales no
tienen un alto porcentaje de positividad a la
presencia de Anticuerpos Antinucleares por
Inmunofluorescencia Indirecta.

componentes nucleares.

-Moteado fino 6 Grueso
-Nucleolar.
-Centromerico
Citoplasma:
-Citoplasmatico
-Mitocomdrial.

-Huzo Mitético
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4. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION.

4.1 Tipo de Investigacion.

Segun el tiempo de ocurrencia de los hechos y registro de la informacion, la investigacion

que se realizd es de tipo:
e Prospectiva.

Ya que el estudio registro los hechos que ocurrieron a medida que realizamos la

investigacion.
e Transversal

Debido a que las variables fueron estudiadas simultaneamente en un periodo de tiempo

determinado y sin ningun seguimiento posterior.
Segun el analisis y los métodos de obtencidn de resultados, la investigacion también fué:

e De Laboratorio y de Analisis:
Ya que los datos se obtuvieron a partir de la recoleccion, procesamiento de las muestras
de suero obtenidas de los pacientes que consultaron el servicio de Reumatologia del Hospital

Nacional Rosales de San Salvador.

4.2 Paoblacion.

Estuvo conformada por los pacientes que consultaron el servicio de Reumatologia del

Hospital Nacional Rosales de San Salvador, la cual fué de 150 pacientes.
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4.3 Muestra.

La muestra que se tomé para realizar el estudio durante el periodo de marzo a julio de
2010 estuvo constituida por 150 pacientes que asistieron al servicio de reumatologia del

Hospital Nacional Rosales de San Salvador.

La escala utilizada para delimitar la muestra en la interpretacion de los resultados es la

siguiente:

ESCALA DE VALOR

<25%

>25%

Criterios de Inclusion.
e Pacientes que visiten el servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales.

e Pacientes diagnosticados con sintomatologia sugestiva a enfermedades autoinmunes.

e Pacientes que cumplieron con los criterios considerados como de riesgo, evaluados

por el médico.

e Historia clinica y/0 genética familiares en caso de contar con ella.

Criterios de Exclusion.

e No ser paciente proveniente del servicio de Reumatologia del Hospital Nacional
Rosales.

e Pacientes que no fueron diagnosticados previamente con sintomatologia sugestiva a

enfermedades autoinmunes.

e Pacientes que no cumplierén con los criterios considerados para la realizacion de la

prueba en estudio.

e Muestras de pacientes inaceptables.
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4.4 Tipo de Muestreo.

No probabilistico:
Por conveniencia, ya que no se realizd ningun sorteo para la eleccion de la muestra se
consider6 Unicamente a pacientes que presentaban algun signo o sintoma sugestivo a una de

las enfermedades autoinmunes.

El muestreo tuvo una duracién de cuatro meses en los cuales realizamos la toma y el

procesamiento de las muestras para la investigacion.

4.5 Técnicas de Obtencion de Datos.

A. Técnicas Documentales:

Realizamos una revision bibliografica atraves de libros, sitios electronicos, revistas,
entrevistas a médicos reumatdlogos e informacion estadistica proporcionada por el Hospital
Nacional Rosales sobre Anticuerpos Antinucleares, Enfermedades Autoinmunes y la técnica
de Inmunofluorescencia Indirecta utilizada en nuestra investigacion, obteniendo asi los
conocimientos necesarios sobre el tema que nos permitiera elaborar el marco téorico que

fundamenta la investigacion.
B. Observacion directa:
Es directa porque como investigadores estuvimos en contacto personalmente con el

hecho o fendmeno investigado.

4.6 Técnicas de Laboratorio.

Técnica de deteccion de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia Indirecta.
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Instrumentos.

e Libreta de apuntes.
e (Céamara fotografica.

e (Grabadora.

4.7 Equipo, Material y Reactivo:

Equipo:

Microscopio de luz fluorescente.

Rotador.
Céamara humeda.
Incubadora.
Centrifuga.
Bafio maria.

Agitadores.

Material:

Bolsa de Tampon de PBS.
Medio de Preparacion.
Jarra de Coplin.

Matraz Volumétrico 1000 ml.
Pipeta Pasteur.

Laminas.

Tubo de vidrios.

Puntas.

Ligas.

Pipetas de 1 ml.

Pipetas de 5 ml.

Lentes Protectores.
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e Gabacha protectora.
e Jeringas de 5ml

e Alcohol al 70%

e Algoddn

e Jabdn antiséptico

e Lejia

e (Guantes

e Mascarillas

Reactivos:
e Controles positivos y Negativos.
e Reactivo de Fluoresceina.
e Colorante de Contraste de Azul de Evans al 0.5%.

e Medio de Montage.

4.8 Procedimiento.
Planeacion.

En el Departamento de Medicina de la Facultad Multidisciplinaria Oriental, reunidos
los estudiantes egresados de las carreras de tecnologia médica y la Coordinadora del Proceso
de Graduacidn, con el fin de conocer los lineamientos a seguir en el desarrollo del trabajo de
grado.

En dicha reunion se formaron los grupos de trabajo, se eligieron los docentes directores
y se explicaron las etapas que conlleva el proceso. Posteriormente en reunién con la docente

director se selecciono el tema a investigar y la zona en la que se realizaria la investigacion.

Se decidi6 realizar la investigacion en el Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador ya que se nos proporciond informacion de parte del Jefe de
Laboratorio y Jefe de Area de Pruebas Especiales para poder realizar un trabajo de tésis sobre
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Determinacion de Anticuerpos Antinucleares (ANA) ya que dicha investigacion ayudard a
saber la frecuencia de los Patrones de ANA que ayuden para la orientacion en el diagnostico

de pacientes con cuadro clinico sugestivo a una enfermedad autoinmune.

Se realizd una revision bibliografica sobre el tema de interés para recopilar
informacién sobre las enfermedades autoinmunes y la pruebas a utilizadas en dicho estudio.
Ademas se inicid la busqueda de asesoria y orientacion sobre el tema a investigar y de las
pruebas utilizadas para esto se solicit ayuda al Laboratorio del Hospital Nacional Rosales.

Posteriormente se elabord el Perfil de Investigacion siguiendo los lineamientos
adecuados para su desarrollo y ser presentado de forma escrita. Ademas se procedié a la
realizacion del Protocolo de Investigacion siguiendo los lineamientos antes requeridos por el

docente asesor el cual se presentd en forma escrita.
Ejecucion.

Esta fase se inicio realizando una recopilacion de las boletas de los pacientes que han
sido previamente citados que asisten a la consulta del Servicio de Reumatologia del Hospital

Nacional Rosales.

Posteriormente se prepard a los pacientes para obtencion de la muestra por puncion

venosa de la siguiente manera:
e Lavar, secar y colocarse guantes.
e Identificar el tubo de acuerdo a la solicitud.
e Explicar a los pacientes sobre el procedimiento que se le va a realizar.
e Sentar comodamente al paciente para la extraccion de la muestra.
e Seleccionar la vena apropiada para la puncién.

o Realizar la asepsia con torunda de algodon humedecida con alcohol.

74



e Colocar el torniquete firmemente alrededor del brazo y pedir al paciente que abra

y cierre las manos.
e Proceder a puncionar la vena seleccionada.
e Colocar laaguja con el bisel hacia arriba sobre la vena a puncionar.

e Introducir la aguja en el centro de la vena y penetrar a lo largo de la vena de 1.0 a

1.5cm.

e Tirar hacia atrds el émbolo de la jeringa muy lentamente para que penétre la

sangre.

¢ Retirar el torniquete tirando el extremo doblado y colocar una torunda de algodon

sobre la piel.
e Extraer la aguja con un movimiento rapido por debajo de la pieza de algodén.

Seguidamente, se colocd en un tubo sin anticoagulante la muestra de sangre y se dej6
reposar para la retraccion del coagulo para obtener suero mediante el proceso de
centrifugacion. Posteriormente con la muestra ya centrifugada se procedio a realizar la técnica

de inmunofluorescencia indirecta HEP-2. (Ver Anexo N°10)

Procedimiento de analisis de ANA por Inmunofluorescencia HEP-2

A. Del Tampén:

Disuelva el contenido de una bolsa de tampon en un litro de agua desionizada o
destilada.

El tampdén PBS se puede tapar y conservar entre 2 y 10°C durante cuatro semanas

Como maximo.
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B. Dilucion de las Muestras del Paciente:

Agregar 395ul del buffer fosfato més 5ul de muestra de cada paciente, se mezcla y se
obtendra una dilucion 1:80 homogénea.

Prepare series de diluciones de la muestra 0 muestras de seleccion (por ejemplo: 1:160,
1:320 6 1:2560).

C. Preparacion de los portaobjetos con sustrato:(20-25ul/pocillo)

Saque los portaobjetos de las bolsas y disponga los sueros de control en los pocillos de
control, como se indica: Invierta el frasco cuentagotas de control y apriete hasta que se vea
una gota en la punta.

Toque suavemente el pocillo de control con la gota, evitando que la punta del
cuentagotas entre en contacto directo con la superficie del portaobjetos. Afiada una gota (20-
25ul) de muestra de paciente a los pocillos numerados.

Los siguientes pocillos enumerados segln la muestras se les agregaran 20ul de esta

dilucion.

Nota: Para la seleccién general se recomienda el control positivo homogéneo. Para la
titulacion semicuantitativa elija el control positivo cuyo patron de fluorescencia sea mas
parecido al de la muestra de seleccion (por ejemplo: para una muestra de paciente que presente
un patrén de fluorescencia moteado en la seleccidn, utilice un control positivo moteado).

Precaucion: Si la punta del cuentagotas toca directamente la superficie del portaobjetos, se

puede dafiar el sustrato de antigeno.

D.Incubacién de los portaobjetos: (30 + 5 minutos a temperatura ambiente, es decir, entre 18
y 24°C)

Ponga los portaobjetos en una camara cubierta y himeda (Bastara con una placa de
Petri con una toalla de papel humedecida). Incube con la tapa puesta durante 30 minutos (+ 5
minutos) a temperatura ambiente (18-24°C).
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E.Enjuague con PBS:
Saque los portaobjetos de la bandeja de la incubadora y aclarelos brevemente con PBS
utilizando una jeringa o una pipeta de Pasteur o serologica. No utilice la jeringa directamente

sobre los pocillos.

Nota: Para evitar la contaminacion cruzada de los portaobjetos con 10 pocillos, dirija el
chorro de PBS a la linea media del portaobjetos, inclinandolo primero hacia los pocillos 1-5 y

luego hacia los pocillos 6-10.

F.Lavado con PBS: (10 minutos):

Lave los portaobjetos con PBS durante 10 minutos, en una placa de tincién de portaobjetos
0 en una jarra Coplin.

Este lavado puede durar de 10 a 30 minutos sin que varien los resultados finales. Una vez

utilizada, tire la solucién de lavado PBS.

G.Reactivo fluorescente para detectar anticuerpos:

Saque los portaobjetos del PBS de uno en uno y sumérjalos de 3 a 5 veces en agua
desionizada o destilada. Pase un papel secante o una toalla de papel por el borde del
portaobjetos para retirar el agua sobrante.

Vuelva a colocar de inmediato el portaobjetos en la camara de incubacion y cubra los
pocillos por completo con el reactivo fluorescente Azul de Evans para detectar anticuerpos;
empiece por poner una gota en cada pocillo. Repita la operacion en cada portaobjetos.

El reactivo fluorescente para detectar anticuerpos ha sido titulado para compensar el agua

desionizada o destilada residual que queda en el portaobjetos tras el enjuague.
Nota: Es importante que los pocillos del portaobjetos no se sequen durante este

procedimiento, pues se podria dafiar el sustrato. NO SEQUE EL PORTAOBJETOS NI DEJE
QUE PASEN MAS DE 15 SEGUNDOS SIN ANADIR EL REACTIVO.
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H.Incubacion de los portaobjetos: (5-10 minutos a temperatura ambiente, es decir, entre 18
y 24°C)

Ponga la tapa de la camara de incubacion y cubrala con una tapadera toalla de papel para

impedir la exposicion a la luz, si la cAmara no es opaca.

Deje que los portaobjetos se incuben 30 minutos (x 5 minutos) a temperatura ambiente
(18-24°C).

I.Enjuague con PBS:
Retire los portaobjetos de la bandeja de la incubadora y enjuaguelos brevemente con PBS

por simple inmersion varias veces.

J.Preparacion de los cubreobjetos:
Saque los portaobjetos del PBS de uno en uno y sumérjalos de 3 a 5 veces en agua
desionizada o destilada. Pase un papel secante o una toalla de papel por el borde del
portaobjetos para retirar el agua sobrante.
No seque el portaobjetos ni deje que pasen mas de 15 segundos sin poner el cubreobjetos.
Afiada 4 ¢ 5 gotas de medio de montaje en la linea media de cada portaobjetos.
Coloque el cubreobjetos con cuidado, evitando que se formen bolsas de aire, haciendo

bajar suavemente el cubreobjetos de un lado del portaobjetos al otro. (Ver Anexo N°11)

Interpretacion De Los Resultados Del Paciente
Se recomienda un aumento total de 200X para la deteccién selectiva de positivos y
negativos, y de 400X para el reconocimiento de patrones y la visualizacién de células

mitéticas.
Control De Calidad

Para el control de calidad se dispondran los controles positivo, negativo en los pocillos

al efecto que se encuentran en todos los portaobjetos.
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El Control Positivo debe dar una fluorescencia de color verde manzana en los nlcleos
de las células, con un patrén claramente discernible caracteristico del suero de control
utilizado.

El Control Negativo debe dar una fluorescencia inespecifica de color verde mate en

el citoplasma y en el nlcleo, pero sin un patron discernible de tincion nuclear.

Intensidad De La Fluorescencia

No se ha observado que la intensidad de la tincion tenga un valor clinico; so6lo tiene un
valor limitado como indicador del titulo. Para simplificar la interpretacién, anote los resultados
de la seleccion que sean muy positivos 0 muy negativos, y efectie la titulacion en
consecuencia.

Es posible semicuantificar la intensidad de la fluorescencia con arreglo a las directrices
sobre reactivos con anticuerpos fluorescentes establecidas por los Centers forDisease Control
and Prevention, Atlanta, Georgia (CDC).

e 4+ Verde manzana brillante (fluorescencia maxima): perfil celular claramente definido;

centro celular claramente definido.

e 3+ Fluorescencia de color verde manzana menos brillante: perfil celular claramente

definido; centro celular claramente definido.

e 2+ Patrén celular definido, pero fluorescencia tenue: perfil celular menos definido.

e 1+ Fluorescencia muy leve: perfil celular practicamente indistinguible del centro

celular en la mayor parte de los casos.
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CAPITULO V
PRESENTACION DE RESULTADOS



5. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.

5.1 Tabulacién, Analisis e Interpretacion de los datos.

Los resultados que se presentan a continuacion fueron obtenidos durante la ejecucion
de la investigacion que se llevd a cabo en los meses de marzo a junio de 2010, para
comprobar la presencia de anticuerpos antinucleares; en la poblacién que asisten al servicio de

Reumatologia de el Hospital Nacional Rosales de la Ciudad de San Salvador.

Para el andlisis e interpretacion de los resultados los datos se ordenaron en tablas de
frecuencias donde se obtuvo el porcentaje de pacientes que presentaron sospecha de
enfermedades autoinmunes; los datos estadisticos finales se obtuvieron mediante el programa
de Procesador de Datos Estadisticos para las Ciencias Sociales (SPSS) 15 en espafiol vy
Excel.

Ademas para obtener el porcentaje de casos positivos y negativos se realizé por medio
de una tabla de frecuencias.

Por Gltimo las hipdtesis fueron comprobadas utilizando la prueba estadistica para
poblaciones en el caso de muestras grandes iniciando con la determinacion de las hipotesis en
lenguaje estadistico seguido de la determinacién del nivel de significancia de 0.05 vy
estadisticos de prueba para la poblacién concluyendo con el rechazo de la hipétesis nula y
aceptacion de la hipotesis alterna.
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Cuadro N° 1

Indicacion por Género de Prueba de ANA realizadas a los Pacientes del servicio de
Reumatologia del Hospital Nacional Rosales de San Salvador.

SEXO DEL PACIENTE

Frecuencia Porcentaje

132 88%

18 12%

100%

Fuente: Resultados de pruebas de laboratorio
Anélisis:
La poblacion en estudio fué de 150 pacientes los cuales se dividen de la siguiente

manera 132 corresponden a mujeres que representan el 88% Yy 18 hombres que es el 12% de la
poblacion total en estudio.

Interpretacion:

La diferencia que existe entre la poblacion masculina con la femenina es del 76% ,
debido a que las enfermedades autoinmunes atacan 3 veces mas a las mujeres que a los
hombres siendo considerado una de las principales causas de muerte o discapacidad para las

mismas.
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Grafica N°1

Porcentaje de Indicacién por Género de Prueba de ANA realizadas a los Pacientes del
servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales de San Salvador.

Fuente: Cuadro N° 1
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Cuadro N° 2

Resultados Obtenidos de la Prueba de ANA Realizada a los Pacientes con sospecha de
una Enfermedad Autoinmune en el sevicio de Reumatologia del Hospital Nacional
Rosales de San Salvador.

Resultados Obtenidos de la Prueba

Frecuencia Porcentaje

Positivo 49 32.7%

Negativo 67.3%

Total 100%

Fuente: Resultados de pruebas de laboratorio.
Analisis:

El cuadro N° 2 refleja el niUmero de personas que presentaron sintomatologia sugestiva
a enfermedades autoinmunes y conforman el total de muestra que fue 150 personas de las
cuales 49 fueron positivas a anticuerpos antinucleares que conforman un 33% y 101 negativos

que corresponden a un 67.3% de la poblacién muestreada.

Interpretacion:

Menos de la tercera parte de la poblacion en estudio es positivo a la presencia de
anticuerpos antinucleares dirigidos contra diversas proteinas del nucleo celular los cuales
podrian ser causa de autoinmunidad en los pacientes y con esto desarrollar una enfermedad

autoinmune mientras que el resto de la poblacion en estudio no presenta estos anticuerpos.
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Grafica N° 2
Porcentaje de Resultados Obtenidos de la Prueba de ANA Realizada a los Pacientes que

se les sospecha una Enfermedad Autoinmune en el servicio de Reumatologia del
Hospital Nacional Rosales de San Salvador.

67.30%
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Fuente: Cuadro N° 2
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Cuadro N°3

Resultado Positivos Obtenidos por Género de las Pruebas de ANA Realizadas a los
pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador.

Pruebas Positivas por Sexo

Frecuencia Porcentaje

Femenino 45 92.0%

Masculino 4 8.0%

Total 100%

Fuente: Resultados de pruebas de laboratorio.
Analisis:

Segun la distribucion y porcentaje de los casos positivos a Anticuerpos Antinucleares
basados en el sexo de la poblacién se dividié en 2 grupos; el primer grupos esta representado
por 4 personas del sexo masculino que conforman el 8.0% y el segundo grupo representado
por 45 personas del sexo femenino que constituye el 92.0% haciendo un total de 100% de

casos positivos en la poblacion estudiada.

Interpretacion:

En el cuadro N° 3 puede apreciarse la diferencia significativa del nimero y porcentaje
de casos positivos entre el sexo femenino y masculino, esto puede deberse a que las hormonas
pueden tener un rol importante, debido a que la expresion de las enfermedades autoinmunes y
sus sintomas parecen estar relacionados con los cambios en los niveles hormonales aunque
existen otras causas como menopausia y factores genéticos que contribuyen al desarrollo de

las enfermedades.
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Gréafica N°3

Pocentaje de Resultados Positivos Obtenidos por Género de las Pruebas de ANA
Realizadas a los pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador.

Fuente: Cuadro N° 3
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Cuadro N° 4

Patrones Observados al Microscopio de Fluorescencia en las Pruebas Positivas de ANA
en los Pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador.

Patrones Observados al Microscopio de Fluorescencia

Patron Frecuencia Porcentaje

Moteado Fino 25 51.0%

Moteado Grueso 3 6.1%

Centromérico 4.1%

Citoplasmatico 4.1%

Nucleolar 8.2%

Mitocondrial 4.1%

Periférico 6.1%

Homogéneo 16.3%

Total 100%

Fuente: Resultados de pruebas de laboratorio.
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Andlisis:

El cuadro N° 4 presenta las 49 pruebas positivas de las cuales se observo el Patron
Moteado fino se observo en 25 pacientes que representa el 51.0%, el Patron Homdgeneo con
una frecuencia de 8 que equivale a 16.3% , el Patrén Nucleolar estuvo presente en 4 de las
muestras analizadas que representa 6.1%, los Patrones Centromerico,Citoplasmatico y
Mitocondrial con una frecuencias de 2 que equivalen a 4.1% cada uno de ellos y los Patrones
Moteado grueso y Periférico con una frecuencia de 3 que representan 6.1% cada uno de el
100% de las muestras que fueron analizadas.
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Gréafica N°4

Porcentajes de Patrones Observados al Microscopio de Fluorescencia en las Pruebas
Positivas de ANA en los Pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital Nacional
Rosales de San Salvador.
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Fuente: Cuadro N°4
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Cuadro N°5
Patrones Observados al Microscopio de Fluorescencia por Género en las Pruebas

Positivas de ANA en los Pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador.

Sexo del Paciente

Patrén que se observa Femenino Masculino

al Microscopio de
Fluoresencia Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje

Moteado Fino 22 45.0% 6.1%

Moteado Grueso 3 6.1% 0.0%

Centromérico 4.1% 0.0%

Citoplasmatico 4.1% 0.0%

Nucleolar 8.2% 0.0%

Mitocondrial 2.0% 2.0%

Periférico 6.1% 0.0%

Homogéneo 16.3% 0.0%

Fuente: Resultados de pruebas de laboratorio

Anadlisis:

El cuadro N° 5 se observan los resultados por género notandose que el Patron
predominante en ambos sexos fué el Motedo Fino de los cuales en el sexo femenino tuvo una
frecuencia de 22 que representa un 45.0% y en el sexo masculino con una frecuencia de 3 que
representa un 6.1%. El patrén Mitocondrial también presente en ambos sexos con una
frecuencia de 1 que representa un 2.0% el resto de los patrones predominaron solo en el sexo

femenimo siguiendo un orden de descendente.
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El patron homogéneo cuenta con uan frecuencia de 8 que representa el 16.3%,
Nucleolar con una frecuencia de 4 que equivale a 8.2%, los patrones Moteado Grueso y
Periférico con una frecuencia de cada uno de 3 que equivalen a 6.1%; por Gltimo los patrones
Centromérico, Citoplasmatico que presentaron una frecuencia de 2 que representan 4.1% cada

uno de el 100% de las pruebas procesadas.

Interpretacion:

Con los resultados obtenidos se puede observar que el patron Moteado Fino es el que
predomind en nuestro estudio; en ambos sexos este patron esta asociado con el Sindrome de
Crest, Lupus Eritematoso Sistémico en titulos altos y en titulos bajos a otras enfermedades del

tejido conectivo correlacionando con la clinica que el medico evalde.

El patron Homogéneo en titulos elevados orienta a Lupus Eritematoso Sistemico. El
patron Nucleolar en titulos elevados esta relacionado con Esclerodermia y Sindrome de

Sjogren.

Todos estos patrones junto con los criterios clinicos y la exploracion fisica del paciente

pueden contribuir al médico para el diagnéstico de una Enfermedad Autoinmune.
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Grafica N°5

Patrones Observados al Microscopio de Fluorescencia por Género en las Pruebas
Positivas de ANA en los Pacientes del Servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Rosales de San Salvador.

Fuente: Cuadro N° 5
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5.2 Prueba de Hipdtesis para Proporcién Poblacional.
Prueba Estadistica en el Caso de Muestras Grandes.

La Hipotesis Nula (Ho) que se va a probar propone que el porcentaje de resultados
positivos de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia Indirecta es del 25% o
menos, frente a la Hipdtesis Alterna (Ha) en la cual se plantea que el porcentaje de pruebas

positivas es mayor del 25%. Asi, la prueba de una cola incluye las dos Hipotesis siguientes:
Ho: p<0.25
Ha: p>0.25

La distribucion muestral apropiada para proporciones de muestras grandes es la
distribucion normal. Elegimos un nivel de significancia del 5% para la prueba; esto significa
gue se esta tomando una probabilidad del 5% de rechazar la Hipétesis nula considerada como

cierta.

El estadistico de prueba para proporciones a usar es:

_p-F
-

Zc

Doénde:
Zc = Valor Calculado de Z.
p = Proporcién Muestral de resultados positivos de las pruebas de ANA.

P = Proporcién Poblacional de resultados positivos en las pruebas de ANA.

0y, = Error Estandar de la Proporcion en Estudio.
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El error estandar de la proporcion es:

% _ fea

n

Donde:

0y = Error Estandar de la proporcion.

p = Proporcién Muestral de Resultados Positivos.

g = Complemento de la Proporcion.
Donde: q = 1-p
n = Tamafo de la muestra.

La Proporcion Muestral es:
X

P=-
i

p = Proporcion Muestral.

X = Numero de Resultados Positivos en las Pruebas.

n = Tamano de la Muestra.

Asi:

La evidencia Muestral es:

n=150

X =49
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2|

49

Tso 0.327 es la proporcion muestral

gq=1-0.25=0.75

1,25z 0.75
Ty = ': 150 :'

= 0.03535

Para:

_ 32T - 25

=2.1782
0.02535

Como se trata de una prueba de una cola buscamos en la tabla de Area bajo la Curva

Normal el valor de Z que es 1.645, la distribucion muestra es:

Zona de
Aceptacion

0.95% | 0.05%

Zc=1.645
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La regla de decision para esta prueba de Hipdtesis es:

“Si la Proporcion Muestral de resultados positivos es mayor que el Z critico es igual a
1.645 y se rechaza la Ho, si la proporcion muestral que el Z critico no se rechaza la Hipotesis

nula”,

En conclusion como Z. =2.1782 es mayor que el Z critico la Hipotesis nula se rechaza

y se acepta la Ha (para nuestro estudio la Ha

Zona de
Aceptacion

0.95% | 005%_ | |
Zc=1.645 2.1782

Para reafirmar lo dicho anteriormente calculamos que porcentaje de la distribucion
muestral es mayor que el estadistico muestral de la curva, esto se muestra en términos
minimos de un Valor P, este valor se define como una probabilidad de observar un valor
muestral tanextremo como, 0 mas extremo que, el valor real observado, dado que la Ho es

cierta.

La probabilidad entre la proporcion poblacional y la media del valor de Z¢c= 2.18 que equivale
a 0.4854, el Valor de P es el area de la derecha del valor de Z = 0.5 — 0.4854 = 0.0146.

|0.4854

0.95% | |

1.645 2.1782
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La probabilidad de observar un valor Z mayor o igual que el 2.18 es solo 0.0146 si la
Ho es cierta, este Valor de P representa riesgo de rechazar la hipétesis nula cierta.

Siel Valor de P = = Se rechaza la hipdtesis

Valor de P z o No se rechaza la hipotesis nula.
Como el Valor de P es menor que el nivel de significancia (0.0146-z 0.05) la hipdtesis

nula se rechaza, podemos concluir que el porcentaje de resultados positivos es mayor que el

25% la probabilidad de que esta conclusion este equivocada e de 0.0146 %.
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6. Conclusiones y Recomendaciones.

6.1 Conclusiones:

Al desarrollar esta investigacion se obtuvieron los siguientes resultados de los
analisis de las muestras sanguineas de los cuales se concluye:

e La prueba de ANA por Inmunofluorescencia Indirecta es sensible porque se detecta la
presencia de anticuerpos en titulos bajos pero no especifica debido a que estos
anticuerpos pueden estar presentes en otras patologias no necesariamente de origen
autoinmune.

e La presencia de Anticuerpos Antinucleares produce alteraciones en la célula lo cual
puede llegar a originar una enfermedad autoinmune.

e Se confirmé la presencia de Anticuerpos Antinucleares en un 32.7% de las muestras
analizadas de los pacientes a los cuales se les realiz6 la prueba durante el desarrollo de
la presente investigacion.

e Mediante la presente investigacion se comprobé que de el total de pruebas positivas el
92% corresponde al el es el sexo femenino, género mayormente afectado debido
cambios hormonales ya que estas sufren desequilibrios por el periodo menstrual u otros
factores que contribuyen al desarrollo de una Enfermedade Autoinmune.

e Los patrones predominantes observados durante los analisis realizados a las muestras
de los pacientes en estudio fueron: el Patrén Moteado Fino con un 51% este en titulos
elevados puede orientar a LES, Sindrome de Sjoégren, seguido del patron Homogéneo
con el 16.3% que en titulos elevados se relaciona con LES vy patrén nucleolar con un
8.2% orienta a Esclerodermia.

e Por lo antes mencionado se acepta la hipotesis de investigacion que dice "los pacientes
que consultan el Servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Rosales tienen Alto
porcentaje de positividad a la presencia de Anticuerpos Antinucleares por
Inmunofluorescencia Indirecta.
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6.2 Recomendaciones:

Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social:

e Capacitar a todo el personal médico de primer, segundo y tercer nivel para reconocer
los signos de sospecha caracteristicos a una enfermedad autoinmune y el protocolo
adecuado a seguir en estos casos.

e Implementar la realizacion de la prueba de deteccidén de Anticuerpos Antinucleares a
nivel de la red de nacional de salud publica.

e A través de sus entidades capacitar a méas profesionales en Laboratorio Clinico en
procesamiento y reporte de la prueba de deteccion de Anticuerpos Antinucleares por
Inmunofluorescencia Indirecta.

Al Hospital Nacional Rosales

e Capacitar y actualizar mas personal de salud sobre la toma y procesamiento de las
muestras para la deteccion de anticuerpos antinucleares.

e Implementar la practica de montaje y lectura de muestras de pacientes a los cuales se
les realiza la prueba de deteccion de Anticuerpos Antinucleares en dicha institucion y

que los resultados sean entregados en el tiempo justo.

e Dar continuidad al estudio realizado, siguiendo los procesos de los pacientes que
resultaron positivos a la prueba de Anticuerpos Antinucleares por Inmunofluorescencia
Indirecta con el objetivo de mejorar su situacion de salud.

e Asignar un area adecuada para la realizacion de pruebas especiales que cuente con

equipo, material y reactivo necesarios para la ejecucion de tales pruebas.

Al Laboratorio Clinico Del Hopital Nacional Rosales:
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e Renovar y ampliar en forma constante, los conocimientos relacionados con las
técnicas y forma de reportar los resultados de la prueba de Anticuerpos Antinucleares
por Inmunofluorescencia Indirecta.

A la poblacion:

e Asistir periédicamente a los centros de salud para que las Enfermedades Autoinmunes
sean detectadas con mayor prontitud para poder asi indicar las pruebas clinicas que
ayuden a dar un diagnostico precoz de dicha patologias.

A los estudiantes de Licenciatura en Laboratorio Clinico:

e Adquirir conocimientos teoricos sobre actualizaciones relacionados con el tema en
investigacion

e Realizar estudios complementarios a la poblacion dandole seguimiento al precedente,
implementando técnicas innovadoras e interesantes para ofrecer un estudio més
completo a los pacientes.

A la Universidad de EIl Salvador:

e Se recomienda realizar capacitaciones y seminarios que refuercen los conocimientos a
los profesionales y estudiantes de la carrera de laboratorio clinico sobre las
Enfermedades Autoinmunes Y la realizacion de pruebas especiales como la deteccién
de Anticuerpos Antinucleares que ayuden a proporcionar un diagnéstico precoz a los
pacientes.
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ANEXOS



Cronograma de Actividades de la Carrera de Laboratorio Clinico
Proceso de graduacion Ciclo 1y 11-2010

ANEXO N°1

ACTIVIDAD

MAYO

JUNIO

JULIO

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

DICIEMBRE

Reunion general
con la
Coordinacién

Inscripcion del
Proceso

213

2|3

2|3

1

2

3

4

12|34

1

2

3

4

1

2

341|234

Elaboracion del
Perfil de
Investigacion

Entrega Del
Perfil de
Investigacion

Elaboracion del
Protocolo de
Investigacion

Entrega del
Protocolo de
Investigacion

23 de 04
2010

18 de 06
2010

Ejecucion de la
Investigacion

Tabulacion
analisis e
interpretacion de
los datos

Redaccion del

Informe Final
Entrega del 19de 11
informe Final 2010
Exposicion oral 01-22-
de los resultados 2010
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Cronograma de Actividades Especificas de Marzo a Julio 2010

ANEXO N 2

ACTIVIDAD

MARZO

ABRIL

MAYO

JUNIO

JULIO

2

3

2

3

2

3

Coordinacion con Direccion del Hospital y Jefatura
del Laboratorio

Asesoria con Jefe de Area de Pruebas especiales

Coordinacioén con Doctores del area de
Reumatologia del Hospital

Capacitaciéon sobre Técnica a utilizar en la
Investigacion

Primera toma de Muestras y Ejecucién

Segunda toma de Muestras y Ejecucion

Tercera toma de Muestras y Ejecucion

Cuarta toma de Muestras y Ejecucion

Quinta toma de Muestras y Ejecucion

Sexta toma de Muestras y Ejecucién

Séptima toma de Muestras y Ejecucion

Tabulacién de los Resultados Obtenidos
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ANEXO N°3

Respuesta Inmune

Los anticuerpos
son proteinas
que el sistema
inmunolégico
produce en
respuesta a la
presencia de
un antigeno

Glébulo rojo

D

Discriminacién

]
e
;

El sistema inmunoldgico esta siempre alerta para detectar y atacar al agente infeccioso
antes de que cause dafio creando anticuerpos.

Cuando el sistema inmunol6gico no marcha adecuadamente, no puede distinguir a las
células propias de las ajenas. En vez de luchar contra antigenos externos, las células del
sistema inmunoldgico ¢ los anticuerpos que producen, pueden ir en contra de sus propias
células y tejidos por error.
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ANEXO N°4

Lupus Eritematoso Sisémico.

Derrame pleural  Exantema en alas de mariposa
como resuttado
deuna

tuberculosts

Problemas
del corazon

Nefritis
por lupus

Los sintomas del lupus
ertematoso sktémico
varian bastante con
cada individuo

| Fendmeno
/ de Raynaud

Los sintomas varian de una persona a otra y pueden aparecer y desaparecer. La
enfermedad puede afectar primero a un 6rgano o a un sistema corporal y otros pueden resultar

comprometidos posteriormente

Erupcién cutanea, en forma de "mariposa” en las mejillas y el puente nasal que afecta
a aproximadamente la mitad de las personas con LES. La erupcién empeora con la luz solar y

también puede ser generalizada.
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ANEXO N°%

Artritis Reumatoide

Articulacién Normal Osteoartritis(Artrosis) Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide generalmente afecta a las articulaciones de ambos lados del
cuerpo por igual, siendo las mufiecas, los dedos de las manos, las rodillas, los pies y tobillos

las partes del cuerpo mas comunmente afectadas.
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ANEXO N° 6

Sindrome De Sjogren

Sequedad en la boca: La afeccion de las glandulas salivales produce su mal
funcionamiento y por lo tanto la falta de produccion de saliva. El paciente siempre se queja
de que tiene la boca seca y mucha dificultad al tragar. Lo mas habitual es que tenga que ingerir

abundante agua durante las comidas. En algunos casos pacientes han llegado incluso a perder
el sentido del gusto.
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ANEXO N°7

Esclerosis Sistémica

Caracterizada por afecatcion cuténea inicial generalizada con rapida progresion y
afectacion visceral temprana. EI Fendmeno de Raynaud puede presentarse aisladamente

muchos afios antes de la afectacion de la piel.
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ANEXO N° 8
Diabetes Mellitus Tipo |

La meta es mantener los niveles normales de
glucosa en la sangre

Glucosa en Glucosa excesiva
la sangre en la sangre

SINTOMAS . COMPLICACIONES

Visién borrosa

Disminucién
de la vision;
Sed ceguera
SOy Enfermecades
cardiacas;
dano en vasos
sanguineos
Onnar con
frecuencia

Dano en
los ninones

Debilitamiento

muscular Infeccion

del aparato

Hommigeeo y urnnario

adormecimiento

de las extremidades Ulceras en los

pies; gangrena

Se debe a la destruccion progresiva de las células del pancreas, que son las que

producen insulina. Esta tiene que administrarse artificialmente desde el principio de la
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enfermedad. Sus sintomas particulares son el aumento de la necesidad de beber y de la
cantidad de orina, la sensacion de cansancio y la pérdida de peso.

ANEXO N°9

Inmunofluorescencia

directa indirecta

La inmunofluorescencia (IF): Se divide en Inmunofluorescencia indirecta la permite la
deteccion de anticuerpos circulantes y la IF directa permite la deteccion de antigenos en un paso.
Utiliza anticuerpos conjugados a isotiocianato de fluoresceina. La lectura se realiza en un

microscopio de fluorescencia, que emite luz ultravioleta de una determinada longitud de onda.
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http://www.ser.es/wiki/index.php?title=Anticuerpos_circulantes&action=edit
http://www.ser.es/wiki/index.php?title=Ant%C3%ADgenos&action=edit
http://www.ser.es/wiki/index.php?title=Isotiocianato_de_fluoresce%C3%ADna&action=edit

ANEXO N° 10

Toma De Muestras Para IFI.

- i A \g
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Toma de muestra de los pacientes.
ANEXO N° 11

Procedimiento De Inmunuflorescencia Indirecta.

Buffer PDF Solucion diluyente

1-Medir 395yl de solucion diluente para
cada prueba a realizar.
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2- Medir 5yl de muestra del paciente. 3- Agregar la muestra a la solucion
diluyente.

4-Agregar 1 gota | de control positivo y negativo. 5-Colocar las diluciones en
orden correspondientes.
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6-Incubar por 30 minutos las placas.

7-Lavar el exceso de dilucién utilizando 8- Lavar con solucion en Jarra de
Buffer PDF Coplin rotando 10 min.
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9-Secar cada una de las l&aminas. 10- Agregar 1 gota de solucion
de contraste.

11-Incubar por 30 minutos con 12- Lavar el exceso de colorante
la solucion de contraste. de contraste.
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13-Agregar solucién de montaje

14- Observar al microscopio de fluorescencia para
la identificacion de los patrones.
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ANEXO N°12

Patrones de Tincion Observados.

Homadgeneo Moteado
Nucleolar Centromero
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Mitocomdrial Periférico

Citoplasmatico Reaccion negativa.

120



Referencias Bibliograficas

Libros:

Ferri Fredf, Harcourt CLINICA FERRI Edicion 2006,Pag 334-335,452,50-51
© 2002, Asociacion Colombiana de Reumatologia.
Cientifica. Centro de investigacion y Estudios de Salud. 42. Edicion. Managua,

Gamarra Antonio Iglesias & Cols. Revista Colombiana De Reumatologia.

HARRISON Principios de Medicina Interna 162 Edicion.Dennis L Kasper ,MO Eugene
Beunwald, MD PAG 2154-2193.

Investigacion y Elaboracion). El Salvador, 2001. 72 P4gs.

LOPEZ PIURA, Julio. Introduccién a la Metodologia de la Investigacion
Metodoldgica para la elaboracion de protocolo de investigacion.UEL.

MONTOY A William Rojas, COLAB. Carfia R Corporacion para la Investigacion
Bildgica Inmunologia 12 Edicion., PAG, 322-335.

Nicaragua.2000. 185 Pags.

Publicacion digital de la 1ra Catedra de Clinica Médica y Terapéutica y la Carrera de
Posgrado de especializacion en Clinica Médica Facultad de Ciencias Médicas -
Universidad Nacional de Rosario, Rosario - Santa Fe - Republica Argentinapég., 1-7
Revista Colombiana De Reumatologia VOL. 9 No. 4, Diciembre 2002, pp. 288-311

121



Direcciones electrénicas.

http://www.medicina21.com/doc.php?apartat=Dossier&id=98
http://www.espondilitis.eu/Enfermedades_Autoinmunes.html
http://www.faba.org.ar/fabainforma/357/acta0l1.html
http://ecodiario.eleconomista.es/salud/noticias/611945/06/08/La_SEMI_proyecta-la-
creacion-de-un-directorio-de-enfermedades-autoinmunes-para-mejorar-su-
diagnostico.html
http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/temas_nuevos_pdf/temal9.pdf
http://www sierrasolidaria.org/patologias/enfermedades_autoinmunes/documentos/Enf
ermedades-Autoinmunes.pdf

http://escuela.med.puc.cl/publ/apuntesreumatologia/pdf/usolaboratorio.pdf

122


http://www.medicina21.com/doc.php?apartat=Dossier&id=98
http://www.espondilitis.eu/Enfermedades_Autoinmunes.html
http://www.faba.org.ar/fabainforma/357/acta01.html
http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/temas_nuevos_pdf/tema19.pdf
http://www.sierrasolidaria.org/patologias/enfermedades_autoinmunes/documentos/Enfermedades-Autoinmunes.pdf
http://www.sierrasolidaria.org/patologias/enfermedades_autoinmunes/documentos/Enfermedades-Autoinmunes.pdf
http://escuela.med.puc.cl/publ/apuntesreumatologia/pdf/usolaboratorio.pdf

