
UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

2

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES 
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS 

Instituto de Servicios de Laboratorio y de Diagnóstico en Salud  
SELADIS. 

 

 
 

PERFIL DE LA RESPUESTA DE 
AUTOANTICUERPOS EN  

ARTROPATIAS. 
 

Postulante:  
Lic. JOVICA DEYNI TORREZ BOTELLO 

 
 
Asesores: 

Dr. Roger Carvajal Ph.D. 
Dra. Milet Curkuy 

 
 

Tesis para optar el grado de Master en 
Ciencias Biológicas y Biomédicas. 

MENCIÓN INMUNOLOGÍA. 
 
 

La Paz – Bolivia 
2008 

 
 
 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

3

INDICE 

RESUMEN.           6 

I. INTRODUCCION.           7  

II. ANTECEDENTES.        10 

Tolerancia Inmunológica       10 

     Tolerancia de Células T        10 

 Tolerancia de Células B       12 

Autoinmunidad.         13 

Factores Genéticos asociados a Autoinmunidad    14 

Rol de los Factores Ambientales en Autoinmunidad   15 

Vías de señalización y Autoinmunidad      17 

Factores de transcripción relacionados con Autoinmunidad  19 

Enfermedades Autoinmunes       20 

Mecanismos patogénicos en las Enfermedades Autoinmunes    23 

Colágeno y Autoinmunidad        25 

La respuesta inmune contra colágeno en enfermedades   

o procesos Autoinmunes.        29 

Respuesta Inmune contra colágeno en la Artritis Experimental   38 

Participación de la respuesta Inmune contra la  

Membrana sinovial.         41  

Otros mecanismos inmunológicos indicadores  

de inflamación: Procesos de citrulinización,  

Factor reumatoide, proteína C reactiva,  

Velocidad de Eritrosedimentación      43 

III. ASPECTOS GENERALES DEL DISEÑO DEL 

DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN.      45 

a. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.     45 

b. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN.     46 

c. JUSTIFICACIÓN.        46 

d. HIPOTESIS.         47 

e. ESTRATEGIA DE EJECUCION       47 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

4

f. OBJETIVOS         48 

IV. MATERIAL Y METODOS.       49 

a. Diseño de investigación.       49 

b. Ejecución de la Ruta crítica      51 

c. Estandarización de procedimientos y de  

obtención de bioreactivos.       52 

i. Determinación de anticuerpos  

Anti-péptido cíclico citrulinado por ELISA.   52 

ii. Estandarización de Procedimientos: Determinación de  

Anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo por prueba de  

ELISA.          53 

    Consideraciones teóricas.      53 

    Obtención y preparación del Colágeno tipo II.    55 

    Pegado del antígeno.      56 

    Estandarización del Procedimiento.    58 

    Preparación del control negativo.    59  

iii. Determinación de anticuerpos Anti-membrana  

Sinovial por Inmunofluorescencia Indirecta.   61 

 Obtención del tejido.     62 

Eliminación de inmunoglobulinas de depósito 

en tejido sinovial mediante lavados.   62 

Determinación de las diluciones óptimas del 

suero y del conjugado fluoresceinado.   63 

Preparación del  suero control negativo.    64  

Determinación de anticuerpos anti−tejido 

sinovial: procedimiento.     65 

iv. Otros Marcadores.       66 

d. Análisis estadístico        66 

V. RESULTADOS.         67  

i. Determinación de anticuerpos Anti-péptido Cíclico  

Citrulinado por ELISA indirecto.      67 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

5

ii. Estandarización de procedimientos para la determinación 

de anticuerpos anti-colágeno tipo II por ELISA indirecto.  69 

Estandarización de Procedimientos.      70 

          Determinación de las diluciones óptimas de los reactantes.  70  

iii. Determinación de anticuerpos  

 Anti-colágeno tipo II nativo por ELISA.     75 

         Evaluación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo  

                   como método de diagnóstico.      82 

iv. Determinación de anticuerpos contra tejido sinovial por 

Inmunofluorescencia Indirecta.       83 

Estandarización de la prueba de inmunofluorescencia  

para la determinación de Anticuerpos Anti-sinovial.   83 

Estandarización del pegado del tejido al soporte    

 de vidrio (portaobjetos).       83 

Determinación de las diluciones adecuadas de suero  

y de conjugado para determinar la presencia de  

Anticuerpos anti-sinovial.       86 

Determinación de los niveles de anticuerpos anti-sinovial.   87 

Presencia de Anticuerpos contra otras estructuras del  

tejido sinovial.        90  

v. Niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo y su  

relación con datos clínicos.       91 

vi. Correlación entre niveles de anticuerpos contra autoantígenos  

   en artropatías         98 

VI. DISCUSIÓN.          105 

VII. CONCLUSIÓN.         119 

VIII. RECOMENDACIONES.         120 

IX. BIBLIOGRAFIA.         121 

X. ANEXOS          143 

 
 
 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

6

 
 
Titulo.                PERFIL DE LA RESPUESTA DE AUTOANTICUERPOS 
  EN ARTROPATIAS.  
RESUMEN  
Las enfermedades Autoinmunes afectan aproximadamente al 5% de la población y 
comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades de las que no se conoce 
suficientemente su etiología; se caracterizan por ser multifactoriales, con fuerte 
predisposición genética, tener asociación con factores ambientales como infecciones 
virales y bacterianas y con otros factores que regulan la correcta respuesta del sistema 
inmune.  
Entre estos procesos Autoinmunes destacan las “enfermedades del colágeno” por la 
existencia de procesos exacerbados de fibrosis localizada en los tejidos donde se 
constituye la lesión siendo la mas frecuente en nuestro medio la Artritis Reumatoide. 
En estas enfermedades se instala una respuesta autoinmune dirigida contra 
estructuras que conforman el tejido conectivo, donde la principal proteína y la más 
abundante es el colágeno. En la Artritis Reumatoide se han reportado respuestas 
contra el colágeno tipo II, molécula que sería el principal autoantígeno gatillante de la 
enfermedad; tal hecho ha sido evidenciado en modelos experimentales como la Artritis 
Inducida por Colágeno (CIA) o por Anticuerpos Anti-colágeno tipo II (AIAC). Sin 
embargo, aún no está claro el papel de estos anticuerpos en la etiopatogenia y en la 
evolución de los procesos artríticos. El presente trabajo busca contribuir al 
conocimiento de este proceso a través de la determinación del perfil de la respuesta 
de autoanticuerpos en sujetos con artropatía Reumática y en sujetos con artropatías 
inespecíficas. Para esto se realizó un estudio descriptivo, de corte transversal, en el 
que se estudiaron tres tipos de poblaciones:  

 Sujetos con Artritis Reumatoide diagnosticados bajo criterios clínicos. 
 Sujetos con “artralgias inespecíficas” no compatibles con Artritis Reumatoide.  
 Sujetos aparentemente normales.  

En estos sujetos se determinó los niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo 
así como  anticuerpos anti-CCP (anti-péptido cíclico citrulinado) por el método de 
ELISA; también se detectó la presencia de anticuerpos anti-sinovial por 
Inmunofluorescencia Indirecta. Previamente estos métodos fueron estandarizados de 
acuerdo a procedimientos convencionales.  
Se encontró que niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en los tres grupos 
estudiados incluyendo los normales, presentan curvas de distribución bimodal, pero 
los perfiles de dichas curvas son totalmente diferente entre ellos: en los sujetos 
normales existe un pico de títulos bajos y otro de títulos altos, en los sujetos con 
artralgias inespecíficas existe un pico de títulos intermedios y otro de títulos altos y en 
los sujetos con Artritis Reumatoide existe un pico con títulos intermedios y otro de 
niveles “muy elevados “.  
El grupo de sujetos que constituye la curva de los niveles muy elevados de 
anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en Artritis Reumatoide, esta conformado solo 
por los individuos que no reciben tratamiento inmunosupresor. 
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No existe correlación entre estos marcadores con los anticuerpos anti-CCP con los 
anticuerpos anti-sinovial y con la ingesta de cartílago.   
 
Por tanto, los niveles elevados de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, parecen  
constituir un predictor temprano de la instalación y la evolución de la Artritis 
Reumatoide, en sujetos con artralgias y en la población normal.  
 
 
I. INTRODUCCION. 

 
Los procesos Autoinmunes fueron descritos por primera vez en 1901 por Paúl Erlich, 

uno de los fundadores de la Inmunología y premio Nóbel en 1908, propuso su 

dictamen Horror Autotoxicus, el cual determinó que la Autoinmunidad, uno de los 

aspecto más discutidos en la nueva ciencia de la Inmunología.   

 

El grupo más importante de Enfermedades Autoinmunes están en el campo de la 

Reumatología y son las mas relevantes las denominadas enfermedades del colágeno: 

Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Artritis Reumatoide, Esclerodermia y 

Dermatomiositis. En estas “Colagenopatías”, existen acumulos de infiltración de tejido 

fibroso responsable  de gran parte del daño en órganos del sistema locomotor. Existe 

otro grupo de enfermedades verdaderas del colágeno; son las que manifiestan 

trastornos genéticos de esta molécula, deficiencias en su síntesis o actividad anormal 

de las enzimas involucradas en la síntesis o degradación; se cita entre estas el 

Síndrome de Ehlers Danlos y el Síndrome de Marfan. (Kivaniemi H. et al, 1997). 

En las llamadas “colagenopatías“ se ha encontrado la existencia de respuesta 

autoinmune dirigida contra estructuras que conforman, sobre todo, el tejido conectivo, 

cuya principal proteína es el colágeno. Si bien el proceso de respuesta inmune 

humoral contra colágeno se ha descrito con mayor precisión en otros procesos 

fibrosantes como la Fibrosis Pulmonar Idiopática y la Esclerosis Sistémica, existen 

evidencias de que este proceso también se produce en la Artritis Reumatoide Humana 

así como en los modelos de Artritis Experimental (Müller-ladner U. et al, 2005). 

En procesos fibrosantes como la Fibrosis Pulmonar Idiopática se produce un patrón en 

el que el antígeno es el colágeno contra el que se desata una respuesta inmune 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

8

celular. No se conoce los factores que inician el proceso de daño a nivel de epitelio 

alveolar y/o endotelio vascular pero se estiman que son procesos de inflamación, 

interacción mesénquina-epitelio, apoptosis epitelial, alteraciones endoteliales y 

alteraciones en la coagulación (Luzina I. et al 2008) estos procesos culminan con el 

inicio de mecanismos de reparación (proceso alterado) del tejido. Este mecanismo de 

reparación conduce a la síntesis de diversos factores de crecimiento y citocinas como 

TGF-β, Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) los cuales actúan sobre 

los miofibroblastos para su diferenciación en fibroblastos y síntesis de más colágeno, 

lo que incrementa el proceso inflamatorio y de daño al aumentar localmente la 

cantidad del antígeno, produciéndose, por tanto, un círculo vicioso característico de la 

fibrosis que es progresiva e irreversible (Carvajal R. et al 1981; Scotton C. et al, 2007). 

También se ha encontrado asociación de la fibrosis pulmonar con polimorfismos del 

gen de fibronectina (FN), (Avila J. et al, 1999). 

 

Por su parte la Esclerosis Sistémica es una enfermedad multiorgánica caracterizada 

por acumulación infiltrativa de tejido conectivo, con gran variabilidad en cuanto al curso 

de la enfermedad y al pronóstico. (Wigley FM. et al, 1998;  Medsger TA. et al 2001; 

Seibold JR. et al  2001). Se han encontrado diferencias en las características clínicas y 

serológicas tanto en la Esclerodermia limitada como en la difusa; esto debido a los 

polimorfismos genéticos basados en la asociación entre los autoanticuerpos contra 

colágeno y otros componentes del tejido conectivo y las moléculas del MHC clase II 

(Gilchrist FC, et al, 2001; Johnson RW, et al, 2002). No se conoce el gatillo que 

desencadena el proceso inflamatorio, pero se estima que es el colágeno tipo I, el 

componente que induce una respuesta inmune celular con gran producción de 

citocinas pro-inflamatorias entre ellas el TNFα, el cual está involucrado en la 

patogénesis de la oclusión vascular y/o en el remodelamiento del tejido conectivo. Esta 

citocina activa fibroblastos los cuales como respuesta producen más colágeno tipo I 

(antígeno), incrementando el proceso inflamatorio de forma progresiva e irreversible 

(Atamas S. et al, 2003).  

En la Artritis Reumatoide se ha evidenciado la existencia de respuesta inmune 

humoral contra el colágeno tipo II, la cual sería responsable de desencadenar el patrón 
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fibrótico. De esta forma, el colágeno tipo II sería el principal autoantígeno en la Artritis 

Reumatoide, ya que se encuentra en gran cantidad en cartílago articular. Lo anterior 

se respalda en la presencia de autoanticuerpos para colágeno tipo II en la Artritis 

Reumatoide temprana y en la existencia de procesos semejantes a la Artritis 

Reumatoide en modelos experimentales, como la Artritis Inducida por Colágeno (CIA) 

o la Artritis Inducida por Anticuerpos Anti-Colágeno tipo II (AIAC). Ratones con CIA 

han sido una fuente importante para numerosos estudios, varios de ellos usan 

anticuerpos monoclonales que reconocen estructuras específicas del colágeno tipo II 

nativo, no reconociendo fragmentos de colágeno tipo II desnaturalizado (Schulte S., et 

al, 1998). Varios epítopes han sido identificados en la molécula de colágeno tipo II 

nativo, siendo los mas relevantes el CB11 (residuos 359 – 363) y el CB10 los cuales 

son reconocidos por varios anticuerpos monoclonales (Schulte S. et al, 1998, Cook A, 

et al, 2004) y también por sueros de pacientes con Artritis Reumatoide (Burkhardt H, et 

al, 2002).  

 

Sin embargo, dada la multifactorialidad de la Artritis Reumatoide y debido a la gran 

variabilidad de eventos a lo largo del curso de la enfermedad y en el pronóstico, no en  

todos los casos se desencadena el proceso fibrótico o de daño en el cartílago articular. 

En un porcentaje de casos, pacientes con Artritis Reumatoide temprana con 

anticuerpos anti-colágeno tipo II, tienen un fenotipo único donde la inflamación 

temprana es mediada por complejos inmunes en los que interviene el cartílago 

(Mullazehi M, et al 2007). No obstante, el significado de los anticuerpos anti-colágeno 

tipo II en la Artritis Reumatoide Humana aún no esta aclarado. Por un lado su 

participación en la etiopatogénesis no ha sido elucidada el hecho de que no todos los 

sujetos con Artritis Reumatoide presentan estos anticuerpos en suero y existen sujetos 

sin daño articular evidente que  tienen títulos significativos. Por otro lado, la 

participación de estos anticuerpos como método de diagnóstico de la enfermedad 

tampoco ha sido esclarecida. 

  

Por otra parte, se ha encontrado que en la Artritis Reumatoide también están 

presentes autoanticuerpos dirigidos contra estructuras que se forman por la acción de 
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enzimas moduladas hormonalmente; tal es el caso de los Péptidos Cíclicos 

Citrulinizados presentes en tejido articular como epítopes moleculares del colágeno y 

de la membrana sinovial articular (Vossenaar E. et al, 2003; Koivula M. et al, 2007). Se 

asume que estos anticuerpos son marcadores de Artritis Reumatoide y permiten 

excluir a sujetos con otro tipo de artropatías (Van Gaalen F. et al. 2004).  

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se pretende determinar el perfil de la 

respuesta de estos autoanticuerpos (anti-colágeno tipo II nativo, anti-membrana 

sinovial y anti-péptidos cíclicos citrulinados) en sujetos con Artritis Reumática y en 

sujetos con artropatías inespecíficas. 

 

II. ANTECEDENTES. 
 

Tolerancia Inmunológica. 
 

La Tolerancia es un proceso que elimina o neutraliza células autoreactivas tanto en la 

respuesta de las células T como por células B; la ruptura de la tolerancia lleva al 

desarrollo de la Autoinmunidad. Este proceso se desencadena a nivel de los órganos 

encargados de la génesis y maduración de dichas células (tolerancia central) o en los 

órganos periféricos en los que se desarrolla la respuesta y las reacciones 

inmunológicas (tolerancia periférica).  

 

Tolerancia de Células T.  

 

En la Tolerancia Central el principal mecanismo es la deleción de células T 

autoreactivas en el Timo.  Las células T inmaduras migran de la Médula Ósea al Timo, 

donde interaccionan con péptidos derivados de proteínas endógenas unidas a 

moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)  (Ohashi PS. et al, 1996; 

Delves PJ. et al, 2000). La interacción del receptor de la célula T (TCR) con el 

antígeno libera un gradiente de señales intracelulares cuya amplitud e intensidad 

depende de la afinidad (Sebzda E. et al 1999; Mariathasan S. et al 2001).  Las células 

T con receptores de muy baja afinidad para el complejo péptido–CMH, no reciben 
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señales y mueren en el timo; otras células T con receptores de alta afinidad para el 

complejo péptido-CMH sufren apoptosis proceso llamado selección negativa. Las 

células T con receptores de afinidad intermedia para este complejo maduran en el timo 

y migran a la periférie, proceso denominado selección positiva (Yagi J. et al, 1990; 

Pircher H. et al 1991). Alteraciones durante la selección del repertorio de las Células T 

en el Timo durante la presentación de autoantígenos unidos a ciertas moléculas del 

CMH susceptibles a autoinmunidad, han sido asociadas a la aparición de 

Autoinmunidad (Watanabe Y. et al, 1993; Thomas-Vaslin V. et al, 1997; Geng L. et al, 

1998; Lühder F. et al, 1998; Ridgway WM. et al, 1999). 

 

La Tolerancia periférica es el mecanismo de tolerancia de células T para antígenos de 

tejidos específicos que no son presentados en el timo. Entre estos tenemos la 

ignorancia inmunológica, la falla en la deleción de células, la anergia, la inhibición-

supresión y la desviación.  

En la ignorancia inmunológica las células T nativas no reaccionan contra  un antígeno 

extraño, no obstante que este es reconocido; se han planteado diversos mecanismos 

(Mackay I, et al 2001), esto fue demostrado en ratones genéticamente modificados 

que expresan un TCR que reconoce partículas de péptidos virales los cuales fueron 

apareados con otra cepa transgénica que expresa péptidos virales en la superficie de 

las células de los islotes pancreáticos, encontrándose que la descendencia no 

desarrolla diabetes (Ohashi PS. et al 1991; Oldstone MBA. et al 1991); por lo tanto, las 

células T ignoraban sus células blanco. Los mecanismos se asocian a los bajos 

niveles de antígeno, a los antígenos separados de los linfocitos T por barreras físicas 

(ejemplo la barrera hematoencefálica) o a la ausencia de moléculas co-estimuladoras 

para inducir una respuesta (Janeway C, 2001).  

EL proceso de deleción de las células T se produce por la pérdida de factores de 

crecimiento, o por apoptosis mediada por Fas (CD95) y su ligando (CD95L). 

Alteraciones en Fas son importantes en la patogénesis autoinmune (Krammer PH. 

2000; Sabelko-Downes KA. et al, 2000), por que permite la sobrevivencia y ocasional  

activación de Células T autoreactivas (Ohashi PS. et al, 1991; Banchereau J. et al, 

1998; den Boer A. et al, 2001; Garza KM. et al, 2000; Hawiger D. et al, 2001). 
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Pacientes con defectos en Fas desarrollan una severa enfermedad linfoproliferativa 

(Fisher GH. et al, 1995; Rieux-Laucat F. et al, 1995; Krammer PH. et al, 2000).  

El mecanismo de anergia se produce por la falta de activación de las células T por 

ausencia de IL-2 (Falb D. et al, 1996) y la síntesis de IL-10, la cual suprime la 

activación de células T (Buer J. et al, 1998; Carbone FR. et al, 1998; Garza KM. et al, 

2000; Heath WR. et al, 2001).  

El proceso de inhibición se da por la expresión de la llamada proteína 4 asociada a 

linfocitos T citotóxico o CTLA-4 (CD152), este es un segundo receptor para B7, 

expresado en la superficie de las células T que regulan la respuesta inmune, porque 

atenúa la respuesta de la célula T por activación de las célula T reguladoras (Walunas 

TL. et al, 1994;  Krummel MF. et al 1996; Walunas TL. et al, 1996; Chambers CA, et al, 

1999), facilitando la apoptosis (Gribben JG. et al, 1995) y suprimiendo la secreción de 

citocinas TH1 y TH2 (Krummel MF. et al, 1996; Walunas et al, 1996; Alegre ML. et al, 

1998).  El bloqueo de CD152 acelera la progresión de diabetes autoinmune en modelo 

experimental (Lühder F. et al, 2000).  

El mecanismo de supresión y desviación de la respuesta de las células T esta 

modulado por las Células T reguladoras CD4+ CD25+ (Zhang ZX, et al, 2000), 

sintetizando IL-10 o Factor de Crecimiento Transformante β (TGF-β) que suprimen la 

activación de linfocitos T, o a través de la síntesis de las citocinas que desencadena 

un equilibrio en la respuesta tipo TH1 (IFN γ, TNF β e IL-2) o TH2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9. 

IL-10 e IL-13) (Delves PJ, et al 2000), estas ultimas células reguladoras prevendrían el 

proceso de Autoinmunidad (Shevach EM. et al, 2000).        

      

Tolerancia de Células B. 

 

Existen varios mecanismos para desarrollar tolerancia en el repertorio de los linfocitos 

B, entre estos tenemos la deleción clonal de células B inmaduras a nivel de médula 

ósea (Nemazee JC. et al, 1989), la deleción de Células B autoreactivas en bazo y 

nódulo linfático (Rathmell JC. et al, 1996), la inactivación funcional (anergia) (Goodnow 

CC. et al, 1988) y la falla en el proceso denominado “receptor editing”. Este  

mecanismo cambian la especificidad de los receptores de las células B (Nemazee D. 
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et al, 2000), formándose anticuerpos contra estructuras de organismo siendo los 

responsables directos de lesión ocasionando la ruptura de la tolerancia y por lo tanto 

muchas Enfermedades Autoinmunes ya que gran parte de estos son consideradas 

antígeno específicas (Marrack P. et al, 2001).   

 
Autoinmunidad.  
 

Los procesos Autoinmunes fueron descritos por primera vez en 1901. Paúl Erlich, uno 

de los fundadores de la inmunología y premio Nóbel (1908), propuso su dictamen 

Horror Autotoxicus, que había desarrollado a partir de su estudio sobre isoanticuerpos 

en cabras, por lo que hizo que la autoinmunidad fuera el aspecto más discutido en la 

nueva ciencia de la inmunología. Proponía que los efectos patógenos de los 

autoanticuerpos eran bloqueados por otros autoanticuerpos correspondientes (lo que 

hoy se llama anticuerpos anti-idiotipos). La evolución de ésta teoría de autoinmunidad 

llevó a Burnet McFarlane a desarrollar la idea de la tolerancia inmunológica y del yo 

inmunológico. Mantenía que una de las principales funciones del sistema inmunitario 

es diferenciar entre lo propio y lo ajeno, y añadió que cuando esta distinción se rompe 

el resultado es la autoinmunidad.  

 

Las Enfermedades Autoinmunes constituyen un problema de salud relevante ya que, 

además de su alta prevalencia afectan considerablemente la calidad de vida de las 

personas que las padecen por la discapacidad funcional progresiva que acelera la 

mortalidad de estas personas.  

 

Todas las formas de expresión de las patologías reumáticas comparten síntomas 

comunes como dolor severo de articulaciones y pérdida de de la movilidad de estas 

como primera manifestación de la falla de origen Autoinmune, tal es el caso de la 

Artritis Reumatoide, Osteoartritis, Síndrome de Sjögren, Lupus Eritematoso Sistémico 

u otros tipos de enfermedades del tejido conectivo como la Esclerodermia.  
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El desarrollo de procesos Autoinmunes es muy complejo ya que involucra muchos 

eventos que afectan diversos tejidos y células del organismo. Existen muchos factores 

relacionados con los procesos Autoinmunes, los cuales pueden incrementar la 

susceptibilidad a enfermedades autoinmunes por la reactividad de las células del 

sistema inmune, provocando una respuesta contra un determinado antígeno, que se 

constituye en un blanco del ataque inmune.  

 
Factores Genéticos asociados a Autoinmunidad. 
 

Muchos estudios epidemiológicos han demostrado que diversos factores genéticos 

son determinantes en la susceptibilidad a Enfermedades Autoinmunes (Gregersen PK. 

et al, 1997). Los factores genéticos influencian en la predisposición y en el curso de la 

enfermedad (Andre I. et al, 1996, Wakeland EK. et al, 2001). Las Enfermedades 

Autoinmunes son multigénicas, la expresión de algunos genes confieren mayor 

susceptibilidad que otros; entre estos destacan, los genes del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (CMH) los cuales tienen una fuerte asociación en especial los 

genes del CMH–clase II (Klein J. et al, 2000), con la expresión de fenómenos 

autoinmunes. Por otro lado, algunos alelos de CMH confieren protección (Becker KG. 

1999; Encinas JA. et al, 2000) contra procesos autoinmunes. Estudios en ratones 

genéticamente modificados, se evidencio el papel de otros genes como aquellos que 

codifican citocinas los cuales tienen un rol importante en el desarrollo de procesos 

Autoinmunes (Falcone  M. et al, 1999; Gorelik L. et al, 2002; O´Shea JJ. et al, 2002).  

Por medio de la ingeniería genética en modelos experimentales (deleción o 

sobreexpresión de genes) se identificaron aproximadamente 25 genes que pueden 

contribuir a Enfermedades Autoinmunes, estos genes codifican citocinas (por ejemplo 

TNF α, IL-2, IFN γ, IL-19, IL-20, IL-22, IL-23, IL-27 (O´Shea JJ. et al, 2002; Deepak Y. 

et al, 2003), co-receptores, moléculas co-estimuladoras (CTLA-4), moléculas 

involucradas en la vía de la apoptosis, o genes del Sistema de Complemento 

(deficiencias de C2 y C4) (Khare SD. et al, 1999; Taneja V. et al, 1999).   
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En el caso de los humanos es conocida la predisposición familiar y la asociación de 

enfermedades, como la Espondilitis Anquilosante, con alelos específicos del CMH B7 

(Abbas A. 2002). 

 

Rol de los Factores Ambientales en Autoinmunidad. 

Varios mecanismos del medio ambiente pueden ser los responsables de la ruptura de 

la tolerancia y desencadenar procesos autoinmunes, entre estos tenemos a los 

agentes infecciosos que pueden activar potencialmente a las células T autoreactivas, 

tal es el caso de la Esclerosis Múltiple y de la Diabetes Mellitus Tipo I (Kurtzke JF. et 

al, 1994). El mecanismo que puede conducir al desarrollo de autoinmunidad es el 

mimetismo molecular donde el microorganismo patógeno expresa antígenos que son 

similares a los autoantígenos del huésped, así la célula T activada por el 

microorganismo  patógeno puede reaccionar en forma cruzada con los tejidos propios 

e iniciar una Enfermedad Autoinmune órgano-específica (Damian RT. et al, 1964; 

Oldstone MBA. et al, 1987; Oldstone MBA. et al, 1991; Ohashi PS. et al, 1991). En 

esta dirección, se han buscado moléculas en agentes infecciosos con epítopes 

reconocidos por linfocitos B y que se encuentren también  en moléculas propias y aun 

más importante, moléculas que contienen secuencias con los motivos requeridos para 

poder ser presentados por determinados alelos de antígenos de histocompatibilidad y 

que mimeticen péptidos propios. Epítopes con estas características se han encontrado 

en moléculas altamente conservadas en la filogenia, de todas  ellas las más 

analizadas han sido las proteínas de estrés o de choque térmico (HSP heat shock 

proteins). Las proteínas de estrés, son producidas por todas las células procariotas y 

eucariotas. Existen varias familias de estas proteínas cuya producción se incrementa 

rápidamente, en situaciones de estrés o estímulos adversos para la célula (incremento 

de la temperatura, desecación, falta de glucosa en el medio, falta de otros nutrientes, 

radiación ultravioleta, radiaciones ionizantes, estímulos inductores de apoptosis en 

general). Las proteínas de estrés tienen alta similitud siendo de distintos orígenes. La 

denominada HSP 70 de la E. coli y del hombre tienen un 50% de homologia. Por otra 

parte dichas proteínas juegan un papel fundamental en el correcto plegamiento de 

otras proteínas a las que acompañan temporalmente para translocarlas de un 
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compartimiento de la célula a otro. (Craig EA, 1993; Fink AL. 1999). En cualquier caso, 

una respuesta inmunológica montada en principio contra epítopes o péptidos de la 

proteína de estrés del microorganismo podría reaccionar cruzadamente con proteínas 

de estrés propias y colaborar a que se establezca por un mecanismo de “spreading” 

(diseminación) de respuesta contra antígenos propios, preferentemente contra la 

proteínas que acompañadas por las proteínas de estrés forman complejos 

moleculares. Anticuerpos contra varias proteínas de estrés se han encontrado en 

diversas Enfermedades Autoinmunes como Diabetes tipo I, Enfermedad de Crohn, 

Artritis Reumatoide y Lupus Eritematoso. Intervienen también en el desarrollo de 

Enfermedades Autoinmunes Experimentales, como en la Artritis por Adyuvante (Elias 

D. et al, 1990; Albani S, et al 1995; Birk OS. et al, 1996; Prakken AB, et al 1996; 

Wendling U. et al, 2000; Raz I. et al,  2001; Prakken BJ. et al 2004; van Eden W. et al 

2005), y posiblemente en aquellas que se consiguen por la inmunización de animales 

con extractos proteicos emulsionados con adyuvante completo de Freud  (Satpute S. 

et al, 2007) 

El daño tisular generado durante los procesos infecciosos puede provocar la liberación 

de autoantígenos secuestrados o la formación de neoantígenos. (Miller SD. et al, 

1997; Horwitz MS. et al, 1998). Asimismo, la activación policlonal de linfocitos T por 

endotoxinas o por superantígenos (Perron H. et al, 1997; Horwitz M. et al, 1998; Abbas 

A. 2002), la inducción de citocinas pro-inflamatorias y moléculas co-estimuladoras por 

diferentes microorganismos (Kamradt T. et al, 1991; Klinman DM. et al, 1996; Tough 

DF. et al, 1997; Cella M. et al, 1999; Infante-Duarte C. et al, 2000), han sido reportados 

como mecanismos causantes de autoinmunidad tanto en modelos experimentales 

como en procesos involucrados en la patogénesis autoinmune humana. 

Sustancias químicas.  

Ciertas drogas como la hidralazina y la procainamida (Parslow T. 2001), pueden 

inducir la aparición de LES y de determinados anticuerpos antinucleares. Otras, como 

la alfa-metildopa, pueden inducir Anemia Hemolítica Autoinmune por anticuerpos de la 

clase IgG. El halotano y ácido tienílico inducen la formación de anticuerpos contra el 
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citocromo P450 y la consecuente hepatopatia. En la actualidad no se conoce con 

certeza el mecanismo de acción de dichas sustancias en el desarrollo del fenómeno, 

pero una posibilidad es que modifiquen determinadas proteínas creando neoantígenos 

y que estos intervengan en la ruptura de la tolerancia para los antígenos propios 

(Abbas A. 2002).  

Factores hormonales.   

Las hormonas sexuales femeninas intervienen, de forma aún no aclarada, 

favoreciendo la aparición de Enfermedades Autoinmunes. De hecho, las 

Enfermedades Autoinmunes son en general mucho más frecuentes en mujeres que en 

varones. La relación mujer varón va desde 4:1 para la Diabetes tipo I y para la Artritis 

Reumatoide, hasta 50:1 para la Tiroiditis de Hashimoto, Cirrosis Biliar Primaria y 

Hepatitis Autoinmune clásica, todos estos procesos pueden estar relacionados con los 

estrógenos. (Cutolo M. et al, 2005). 

 
Vías de señalización y Autoinmunidad. 
 

Varios componentes de las vías de señalización, así como las kinasas, las fosfatasas, 

las moléculas adaptadoras y las moléculas “scaffolds”, son esenciales para coordinar 

señales extracelulares con la función celular. Estudios diversos en ratones Knock out 

para receptores Tirosin Kinasa Tyr, Axl y Mer demostraron que estos receptores 

regulan negativamente la activación de la Célula Presentadora de Antígeno (CPA) y 

que en ausencia de estos, las CPA son activadas permanentemente causando 

procesos de  autoinmunidad (Lu Q. et al, 2001). Asimismo, alteraciones en la actividad 

de las fosfatasas como SRC-homologo 2 (SH2) – dominio que contiene proteína 

tirosina fosfatasa 1 (SHIP 1), dominio SH2 que contiene inositol 5 fosfatasa (SHIP 2) y 

en CD 45 han sido asociado a autoinmunidad (Tsui FWL. et al, 1994; Helgason CD. et 

al, 1998; Jacobsen M. et al, 2000; Majeti R. et al, 2000; Lynch  KP. et al, 2001). 

La fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) es una molécula clave en el metabolismo de los 

fosfolípidos; regula muchos eventos celulares incluyendo el crecimiento celular, la  

proliferación, los cambios del citoesqueleto y la sobrevivencia (Chan TO. et al, 1999; 
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Balomenos D. et al, 2000; Chui D. et al, 2001; Demetriou M. et al, 2001; Santiago-

Raber ML. et al, 2001). Ratones transgénicos que sobreexpresan PI3K, p65PI3K, bajo el 

control de un promotor proximal Lck (Borlado LR. et al, 2000), resultan en la activación 

de efectores incluyendo protein Kinasa B (PKB) Akt y Rac (Jimenez C. et al, 1998), 

estos ratones desarrollan esplenomegalia y linfadenopatias con una predominante 

expansión de células T CD4+;  estas células tienen una susceptibilidad reducida a la 

apoptosis mediada por Fas, lo que permite desarrollar procesos de inflamación y 

Enfermedad renal autoimune (Borlado LR. et al, 2000). Alteraciones en otras 

moléculas de la vía PI3K como PTEN (phosphatase and tensin homologue) y PKB 

(Protein Kinasa B), han mostrado alteración en la homeostasis y predisposición a 

autoinmunidad. PTEN es una fosfatasa que regula negativamente el nivel de 

fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfato. Ratones Knock out PTEN -/- son inviables,  pero 

ratones heterocigotos para PTEN  incrementan los niveles de PKB.  PKB es una 

treonina serina kinasa expresada ubiquituamente, que promueve la sobrevivencia 

celular. Notablemente, incrementos de la actividad de PI3K y PKB en células T es 

suficiente para alterar la homeostasis de los linfocitos, con hipergammaglobulinemia y 

signos de autoinmunidad (Borlado LR. et al, 2000; Parsons MJ. et al, 2001), vinculada 

a la alteración en la apoptosis mediada por Fas.  

La apoptosis mediada por Fas es importante en la deleción periférica de células 

autoreactivas (Russell JH. et al, 1993; Singer GG. et al, 1994; Bonfoco E. et al, 1998). 

El significado de la apoptosis mediada por Fas en autoinmunidad se ha identificado en 

ratones con mutaciones en Fas o FasL conocidos como lpr y gld (Cohen PL. et al, 

1991; Nagata S. et al, 1995) los cuales desarrollan artritis y linfoma. Una enfermedad 

similar ha sido identificada en pacientes con Síndrome linfoproliferativo autoinmune 

(ALPS–Síndrome de Canale Smith) (Fisher GH. et al, 1995; Rieux-Laucat F. et al, 

1995), esta es una enfermedad de ataque temprano en la infancia; los individuos 

desarrollan esplenomegalia, linfadenopatía, hipergammaglobulinemia y expansión de 

una población inusual de CD4-CD8-TCR αβ+ (Sneller MC. et al, 1997).     

 

El Cbl es un proto-oncogen que induce linfomas de células B y ocasionalmente 

tumores mieloides (Thien CBF. et al, 2001). Está involucrado en la selección positiva 
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de los linfocitos CD4+; Cbl–b es un miembro de la familia de las Cbl, actúa como 

regulador en la activación de las células T a través de CD28, reduciendo el número de 

TCRs (Viola A. et al, 1996). Sin embargo la inactivación condicional de Cbl y Cbl-b en 

las células T resulta en una arteritis autoinmune severa. Los miembros de la familia de 

las Cbl (Casitas B-lineage lymphoma) pueden regular negativamente la señalización 

del TCR (Naramura M. et al, 1998; Krawczyk C. et al, 2000).  

 

Factores de Transcripción relacionados con Autoinmunidad. 
 
Se ha asociado con autoinmunidad la existencia de mutaciones de dos factores de 

transcripción: AIRE (Regulador Autoinmune) y Foxp3. 

El gen AIRE esta compuesto por 14 exones que codifican para una proteína de 552 

aminoácidos; contiene numerosos motivos, lo que sugiere la existencia de procesos de 

modificación post-transcripcional incluyendo dedos de Zinc–PHD (Dominio homologo a 

“Plekstrin”), una señal de localización nuclear y un dominio SAND (Factor de 

Transcripción que se une al DNA). Mutaciones de AIRE, donde existe pérdida de su 

función, se han asociado a poliendocrinopatia autoinmune (APECED). Esta es la 

primera enfermedad autoinmune en humanos asociada directamente con mutaciones 

de un factor de transcripción (Ramsdell F, et al 2003) ya que AIRE controla la 

selección negativa de timocitos autoreactivos (Liston A. et al, 2003).  

 

En la familia de factores de transcripción se ha identificado también el gen Foxp3 

como regulador importante de la homeostasis de los linfocitos (Brunkow ME. et al, 

2001). La mayor expresión de este gen está en las células TH Reguladoras (Ramsdell 

F. et al 2003); se han detectado genes ligados al cromosoma X en ratones scurfy; 

mutaciones de este gen son letales en homocigotos machos, conduciendo a una 

activación de células T CD4+, que incrementan los niveles de citocinas pro-

inflamatorias e infiltración multiorgánica. Mutaciones de Foxp3 están correlacionadas 

con una enfermedad fatal: IPEX (Desregulación Inmune, Poliendocrinopatía, 

Enteropatia y Síndrome X) (Bennett CL. et al, 2001; Wildin RS. et al, 2001); esta es 

una alteración caracterizada por Diabetes Mellitus insulino-dependiente, infecciones, 

trombocitopenia y otros fallos en diversos órganos. 
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Enfermedades Autoinmunes. 

Las enfermedades Autoinmunes se clasifican clásicamente en: sistémicas y órgano 

específicas. Entre las primeras se incluyen las que afectan a gran número de órganos 

y se asocian a menudo con hiperreactividad de linfocitos B que genera un número 

amplio y variado de autoanticuerpos. En este grupo destacan: Lupus Eritematoso 

Sistémico (LES), Artritis Reumatoide (AR), Esclerodermia, Dermatomiositis y 

Polimiositis. De todas ellas la verdaderamente sistémica y que sin duda presenta más 

alteraciones inmunológicas es el LES. Además, la existencia de diversas cepas  de  

ratones (NZBxNZW, MRL lpr/lpr) que, de forma espontánea, presentan un cuadro 

clínico y hallazgos inmunológicos muy similares a los del lupus humano, ha permitido 

conocer más a fondo diversos aspectos inmunológicos y genéticos de dicha 

enfermedad (Greenstein BD. et al, 1993; Ryan R, et al, 2000).  

En las Enfermedades Autoinmunes órgano-específicas, como la Miastenia Gravis, el 

Pénfigo o la Tiroiditis de Hashimoto, los autoanticuerpos se dirigen específicamente 

contra un órgano o un tipo celular concreto de un órgano determinado. 

Existe un grupo de Enfermedades Autoinmunes difícilmente incluidas en las dos 

anteriores clasificaciones, por compartir características de ambos grupos, esto es, 

afectan un solo órgano (preferentemente), pero tienen autoanticuerpos contra 

estructuras antigénicas diversas, sobre todo nucleares. Entre ellas destacan: la 

Cirrosis Biliar Primaria, la Hepatitis Autoinmune, y el Síndrome de Sjógren. (Tabla 1). 
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Tabla 1. Ejemplo de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas y órgano-específicas con sus 
autoantígenos blanco conocidos (Marrack P. et al, 2001). 
 

Enfermedad Órgano Ejemplo de autoantígeno 
conocido 

Mecanismo 
de daño 

Prevalencia
% 

Enfermedades Autoinmunes Órgano específica 

Tiroiditis 
Gastritis  
Enfermedad Celiaca 
Enfermedad de Graves 
 
Vitíligo. 
 
Diabetes tipo I. 
 
Esclerosis Múltiple. 
 
Pénfigo. 
Hepatitis Autoinmune. 
 
Miastemia Gravis 
Cirrosis Biliar Primaria 
 

Tiroides 
Estómago 
Intestino delgado 
Tiroides. 
 
Melanocitos. 
 
Células β del 
páncreas 
Cerebro, medula 
espinal. 
Piel 
Hígado 
 
Músculo 
Conductos Biliares 
hepáticos. 
 

Tiroglobulina, peroxidasa tiroide 
H+/K+ATPasa, factor intrínseco  
Transglutaminasa 
Reeceptor de la hormona 
estimuladora de tiroides (TSH) 
Tirosinasa, proteína liberadora de 
tirosinasa 2. 
Insulina, Acido glutámico 
descarboxilasa. 
Proteína mielinica básica,  
 
Desmogleina 1. 
Antígenos del hetapocito 
(citocromo p 450) 
Receptor de acetilcolina. 
Complejo 2 oxoacido 
dehidrogenasa 
 

Células T/anticuerpos. 
Células T/anticuerpos 
Células T/anticuerpos 
antiucuerpos 
 
Células T/anticuerpos 
 
Células T 
 
Células T 
 
Anticuerpos 
Células T/anticuerpos 
 
Anticuerpos 
Células T/anticuerpos 
 

1 – 2 
1 - 2 
0.2 – 1.1 
0.2 – 1.1 
 
0.4 
 
0.2 – 0.4 
 
0.01 – 0.15 
 
< 0.01 
< 0.01 
 
< 0.01 
< 0.01 
 
 

Enfermedades Autoinmunes Sistémicas 
Artritis Reumatoide. 
 
 
Lupus Eritematoso 
sistémico. 
 
 
Polimiositis/dermatomiositis 
 
 
 
 
 
Esclerodermia 
 
 
 
Fibrosis Pulmonar 
Ideopática 

Articulaciones, 
pulmones, corazón 
 
Piel, articulaciones, 
riñones, cerebro, 
pulmones, corazón y 
otros. 
Músculo 
esquelético, 
pulmones, corazón, 
articulaciones y 
otros. 
 
Piel. 
 
 
 
Pulmones. 

IgG, filagrina, fibrina, colágeno, 
péptidos citrulinados, 
chaperoninas. 
Antígenos nucleares (DNA, 
histonas, ribonucleoproteínas) 
 
 
Antígenos del músculo, aminoacil 
RNAt sintetasa, otros antígenos 
nucleares.  
 
 
 
Anti-DNA topoisomerasa I (Scl-
70), anti-centrómero, anti-fibrilina 
1, anti-fibroblastos, anti-células 
endoteliales. 
Colágeno 

Células T en articulación 
anticuerpos. 
 
Anticuerpos. 
 
 
 
Células T/anticuerpos 
 
 
 
 
 
Células T. 
 
 
 
Células T. 

0.8 
 
 
0.1 
 
 
 
<0.01 
 
 
 
 
 
 
 

Una característica de las Enfermedades Autoinmunes sistémicas, es la presencia de 

autoanticuerpos frente a antígenos de localización intracelular y no órgano ni especie 

específicos. Son los denominados anticuerpos antinucleares. El núcleo, la matriz 

nuclear y el nucleolo, son los compartimentos en que dichos antígenos suelen estar 

localizados, aunque con la misma denominación de antinucleares se definen con 

frecuencia a algunos que reconocen antígenos de localización citoplasmática como los 

RNAt. Los antígenos diana suelen ser moléculas muy conservadas a lo largo de la 

evolución, como el DNA, las histonas y ciertas enzimas intranucleares. 
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Algunos de los anticuerpos antinucleares (ANA), se han asociado específicamente a 

una determinada enfermedad, (incluso a la  prevalencia de determinados signos o 

síntomas) y se utilizan como marcadores para su diagnóstico. Esto ocurre con los 

anticuerpos anti-DNA nativo y anti-Sm en el LES, los anti-Scl-70 en la Esclerodermia 

difusa, los anti-centrómero en el Síndrome de CREST (calcinosis, Raynaud, 

dismotilidad esofágica, esclerodactilia y telangiectasias), anti-sintetasas de RNA de 

transferencia en la dermatomiositis-polimiositis. Otros autoanticuerpos se encuentran 

en diversas entidades como las anti-histonas en el LES y en el Lupus Inducido por 

drogas, el anti-U1 RNP en el Lupus Eritematoso Sistémico, en la Enfermedad Mixta 

del Tejido Conjuntivo, y algunos  casos de Esclerodermia, anti-La y anti-Ro en LES y 

en el Síndrome de Sjögren  y otros muchos de menor significación. Aún no se ha 

esclarecido los mecanismos por los cuales estos anticuerpos pueden a nivel 

intracelular intervenir en la patogénesis de estos procesos; solo la asociación entre su 

presencia y la enfermedad y su perfil signo-sintomatológico se encuentra bien definida.  

En la Artritis Reumatoide no se ha encontrado respuesta inmune específica contra un 

determinado antígeno de la articulación aunque algunos estudios indican que el 

proceso de citrulinización se da en estructuras de la articulación como el colágeno tipo 

II (Koivula M. et al, 2007); sin embargo, se ha asociado con autoanticuerpos contra 

antígenos no articulares como IgG, filagrina, fibrina, chaperoninas (Parslow T. 2001) y 

proteínas citrulinizadas aunque estas pueden estar presentes en otros procesos 

inflamatorios (Makrygiannakis D. et al, 2006).  

En las enfermedades órgano-específicas, los autoanticuerpos o son especie 

específicos o reaccionan con más alta afinidad con antígenos de la propia especie. 

Además, en las Enfermedades Autoinmunes órgano-específicas solo se afecta el 

órgano diana, mientras que en las sistémicas, la repercusión del fenómeno 

autoinmune, alcanza diversas estructuras del organismo. Desde el punto de vista de la 

instauración de la respuesta autoinmune (y sin descartar alteraciones de la regulación 

inmunológica, comunes a ambos tipos de Enfermedades Autoinmunes), todo hace 

pensar que en las enfermedades órgano-específicas existirían alteraciones 

cuantitativas o cualitativas relacionadas con alguno o algunos antígenos del órgano 

diana, mientras que en las sistémicas el factor más importante sería el fracaso de la 
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regulación inmunológica, con una hiperactivación policlonal aunque restringida de 

linfocitos B. 

Mecanismos patogénicos en las Enfermedades Autoinmunes    

Los mecanismos inmunológicos de daño tisular en las Enfermedades Autoinmunes 

son de los mismos tipos que los que operan en las reacciones inmunológicas 

denominadas de hipersensibilidad.  

Cuando la respuesta autoinmune va dirigida contra antígenos presentes en las 

membranas basales como en el caso del Síndrome de Goodpasture, la activación del 

complemento in situ conduce al daño celular y a la liberación de mediadores que 

concentran granulocitos en la zona, los cuales liberan localmente enzimas lisosomales 

que conducen al daño de la membrana. En estos casos estamos en presencia de un 

proceso de hipersensibilidad tipo II. En algunos casos los autoanticuerpos van 

dirigidos contra receptores hormonales y pueden actuar como activadores por ejemplo 

el hipertiroidismo de Graves. En otros, los autoanticuerpos no activan sino que 

bloquean los receptores y conducen a una situación de hipofunción, esta es la 

situación en un tipo de diabetes denominada insulino resistente, en la que anticuerpos 

contra el receptor de la insulina, interfieren con la acción de dicha hormona. En la 

Miastenia Gravis, los autoanticuerpos contra  el receptor de acetilcolina, no solo 

bloquean estos receptores en la placa neuromuscular sino que facilitan la  

internalización y degradación de dichos receptores. En todos los casos descritos y por 

los mecanismos expuestos, los autoanticuerpos  son patogénicos.  

La adjudicación de responsabilidad patogénica en los casos de Enfermedades 

Autoinmunes no órgano específico es más incierto. En el Lupus Eritematoso 

Sistémico, los anticuerpos anti-DNAds (de doble hebra) o nativo, median la formación 

de complejos DNA-anti-DNA circulantes,  los cuales se depositan preferentemente en 

riñones y piel en donde activan complemento. Los productos liberados durante la 

activación del complemento atraen y activan células fagocíticas a la zona. Dichas 

células vierten localmente sus enzimas lisosomales y determinadas quimiocinas, por lo 
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que son las verdaderas efectoras del daño local. En estos casos de refiere como 

hipersensibilidad tipo III (Coombs y Gel, 1975). 

Para otros muchos autoanticuerpos muy frecuentes y variados en el Lupus Eritematoso 

Sistémico no se ha podido demostrar un papel claro en la patogenia. Solamente los 

anticuerpos anti-Ro y anti-La en los casos de lupus neonatal, se han demostrado 

patogénicos, produciendo en algunos casos  bloqueo aurículo-ventricular y lesiones 

dermatológicas denominadas eritema anular. El mecanismo de acción no queda claro, 

pero su patogenicidad si, ya que las lesiones guardan correlación con la presencia de 

tales autoanticuerpos en la madre, que los transfiere al hijo a través de la placenta. Las 

lesiones del niño remiten cuando el catabolismo de la IgG (y por tanto los 

autoanticuerpos  transferidos de la madre) lleva a su desaparición. 

 

Mientras que la patogenicidad de los autoanticuerpos es, en general, fácilmente 

demostrable, la de los linfocitos T no lo es. La complejidad del sistema que reconoce el 

linfocito T (péptidos en el contexto de  antígenos de histocompatibilidad), constituye un 

sistema mucho más complejo que el de antígenos y anticuerpos, para analizar in vitro. 

Por otra parte el análisis in vivo por transferencia pasiva solo es posible en modelos 

experimentales, de modo que es  a través de dichos modelos que conocemos algunos 

datos. En este sentido, se ha podido demostrar que linfocitos T obtenidos de animales 

con Enfermedades Autoinmunes, ya sea desarrollada de una forma espontánea como 

en el caso de la Diabetes tipo I en los ratones NOD, o bien inducida mediante la 

administración de antígenos o péptidos de dichos antígenos, como en la encefalomielitis 

autoinmune experimental, son capaces de transferir pasivamente a animales de la 

misma cepa la enfermedad correspondiente (Ravinovich G, 2004). 

Los linfocitos T pueden producir lesiones fundamentalmente por dos mecanismos: uno 

es dependiente de linfocitos T citotóxicos, es el de mayor daño, está mediado por 

perforinas y granzimas que inducen la apoptosis y el otro por linfocitos T Helper (TH) 

mediante la síntesis de citocinas pro-inflamatorias. En este último caso, es difícil 

entender cómo un mecanismo de este tipo podría actuar con tal finura como para 

destruir unas células y respetar otras íntimamente relacionadas en el espacio (como 

ocurre por ejemplo con las células beta de los islotes pancreáticos en la diabetes tipo I). 
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No obstante, en modelos de transferencia pasiva en ratones  se ha podido demostrar 

que células CD4+ con especificidad para antígenos presentes en células beta de los 

islotes, pueden mediar la destrucción de solo dichas células (Ravinovich G, 2004), tanto 

que las citocinas pro-inflamatorias provocan la llegada de células cuyo efecto en el daño 

celular es inespecífico. 

Recientemente se ha puesto en evidencia un nuevo mecanismo  en la producción de 

lesiones tisulares en varias Enfermedades Autoinmunes: Tiroiditis de Hashimoto, 

Diabetes de ratones NOD y Síndrome de Sjögren. En estas entidades la concomitante 

expresión de Fas y Fas-L, en los tirocitos, en las células beta de los islotes pancreáticos 

y en el epitelio de las glándulas salivales, correspondientes a los órganos diana de las 

enfermedades mencionadas, lleva a la muerte por mecanismo de apoptosis (la 

destrucción se produce entre las propias células al interaccionar  Fas-L con Fas). Este 

mecanismo no requeriría en principio una respuesta autoinmune. Desde esta 

perspectiva las reacciones autoinmunes formarían parte de una fenomenología más 

amplia que conduciría a la destrucción de las células o tejidos involucrados (Parslow  T. 

et al,  2001). 

 
Colágeno y Autoinmunidad. 
 
El cartílago esta compuesto de cinco diferentes tipos de colágeno, entre estos es el 

colágeno tipo II el más abundante (15 a 25%), constituyendo aproximadamente la 

mitad de su peso seco. (Mayne R. 1989; Poole RA. et al, 1993; Nelson F. et al, 1998),   

 

Las proteínas fibrilares del colágeno tipo II están constituidas por tres cadenas 

codificadas en los cromosomas 7 y 17 de los osteoblastos y fibroblastos. Son 3 

cadenas aminoacídicas 1 alfa (Prockop DJ. et al, 1979; Schultz RM. et al, 1992), 

codificadas por los genes COL1A1 que son altamente susceptibles a la actividad de 

factores de transcripción que pueden modificar su síntesis. El colágeno es producido 

en su mayoría por fibroblastos en los tejidos conectivos. La síntesis del colágeno se 

inicia en el citoplasma formándose cadenas aisladas que son llevadas al retículo 

endoplasmático donde los residuos de lisina y de prolina son hidroxilados, mediante 
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enzimas que requieren Fe+3 y vitamina C como cofactores. La hidroxilación de la 

prolina hace termoestable a la proteína, mientras que la hidroxilación de la lisina 

permitirá el entrecruzamiento de varias triples hélices. En estos puntos, las glicosil-

transferasas del retículo endoplasmático glicosilan algunos restos de hidroxilisina. De 

esta forma, la triple hélice es ensamblada quedando los extremos como polipéptidos 

libres, que pueden plegarse para formar las estructuras globulares. Las triples hélices 

son transportadas al aparato de Golgi donde son modificadas por sulfatación y 

fosforilación de algunas serinas. El pro-colágeno resultante terminado es excretado de 

la célula a través de vesículas secretoras 

La conversión del pro-colágeno en colágeno tiene lugar en el espacio extracelular. Los 

telopéptidos terminales son hidrolizados por proteasas específicas y las triples hélices 

se ensamblan en fibrillas, momento en el que pueden participar formando otras 

proteínas del tejido conjuntivo como la laminina. Algunos de los restos de hidroxilisina 

son convertidos por la lisil-oxidasa en aldehidos reactivos, aldehidos que reaccionan 

con otros restos de lisina o hidroxilisina para formar los entrecruzamientos. 

Los polipéptidos de pro-colágeno difieren de la molécula madura por la presencia de 

secuencias, en N y C terminal, de polipéptidos de ~ 100 residuos; estos extremos son 

removidos por aminos y carboxil procolágenopeptidasas, enzimas que son específicas 

para los diferentes tipo de colágeno. (Peltonen L. et al, 1985; Risteli J. et al, 1999) 

(Figura 1). 

                       
Figura 1. Estructura molecular del colágeno según Risteli J. et al, (1999). 
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EL colágeno pertenece a una familia de glucoproteinas fibrosas, que se caracterizan 

por su alta resistencia a fuerzas de tensión, de tracción y de compresión; el colágeno 

constituye la proteína simple más abundante del cuerpo humano (25% del total de 

proteínas). A nivel estructural, una molécula de colágeno está compuesta por tres 

polipéptidos, (de igual o diferente composición de aminoácidos). Una vez terminados 

los procesos postraduccionales de hidroxilación y glicosilación ocurre la formación de 

la triple hélice de colágeno. La estabilización de ésta se logra mediante los diferentes 

puentes de hidrógeno que se forman entre las 3 cadenas. Los que se pueden 

establecer entre los grupos amino peptídicos de los residuos glicina y los grupos 

carbonilos peptídicos de los residuos de la otra cadena, o bien entre los grupos 

hidroxilos de los residuos de Hidroxiprolina y las moléculas de agua. De esta forma 

aparecen las interacciones cooperativas, ya que cada puente de hidrógeno es débil 

por sí solo, pero unidos logran la estabilización de la triple hélice (Figura 2). 

                                             

Figura 2. Estructura molecular del Colágeno, formación del hélice tricatenaria1 alfa, hasta la formación 
de fibrillas. (Schultz RM. et al, 1992) 

Una molécula simple de colágeno tipo I tiene una masa molecular de ~ 285 kD, una 

anchura de  ~ 14 Á y una longitud de ~ 3000 Á. Los mamíferos tienen alrededor de 17 

cadenas polipeptídicas genéticamente distintas, lo que determina las 13 variantes de 

colágeno que se encuentran distribuidas en los diferentes tejidos de un mismo 

individuo. Los diferentes tipos de colágeno pueden estar constituidos por un solo tipo 

de cadena o por varios. En el caso del colágeno tipo II, la composición de su cadenas 

es [α1 (II)]3 y esta distribuido en el cartílago hialino, el humor vítreo y los discos 

intervertebrales. (Jimenez SA. et al, 1977). 
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El colágeno tiene una distribución de aminoácidos muy particular: Gly- X – Y, donde un 

tercio de sus residuos es glicina, la X es a menudo prolina y la Y hidroxiprolina. La 

hidroxiprolina confiere estabilidad al colágeno a través de los puentes de  hidrógeno 

que su OH enlaza con las moléculas de agua. El colágeno es sintetizado bajo 

condiciones en las que el enzima prolina-hidroxilasa está inactiva. Se pierde su 

conformación nativa (desnaturalización) a 24ºC, mientras que el colágeno normal 

desnaturalizado a 39ºC es conocido como gelatina. La enzima prolina-hidroxilasa 

requiere para su actividad enzimática ácido ascórbico (vitamina C) como cofactor. En 

el escorbuto caracterizado por deficiencia de vitamina C, el colágeno no puede ser 

sintetizado en forma de fibras, resultando en lesiones de piel, fragilidad vascular y 

pobre capacidad de cicatrización.   

 

Los tipos de colágeno I, II y III están estructurados en forma de bandas fibrosas  de 

manera distinta en los diferentes tipos de colágeno, con un periodicidad de 680 Á y un 

diámetro de 100 a 2000 Ä dependiendo del tipo de colágeno y el origen del tejido. Por 

medio de un modelo de construcción computarizado se ha revelado que las moléculas 

de colágeno están lateralmente ordenadas y ajustadas. 

 

El colágeno contiene carbohidratos unidos covalentemente por puentes disulfuro a 

través de residuos 5 hidroxilisil, en una cantidad aproximada de ~ 0.4 a 12% por peso, 

dependiente del tejido de origen del colágeno. Estos pueden ser detectados en la 

matriz extracelular por métodos de inmunohistoquímica (Lee SK. et al, 1996). Los 

carbohidratos presentes son glucosa, galactosa, y sus disacáridos. No se conoce la 

función de cada uno de los carbohidratos en la molécula de colágeno pero como se 

encuentran en los espacios vacíos sugiere que están involucrados en el ensamblaje 

directo de la fibra. 

 

Se conocen varias alteraciones genéticas del colágeno. Una sustitución de 

aminoácidos en el polipéptido de colágeno rompe la triple hélice o se produce una 

deleción de segmentos del polipéptido. Entre los trastornos mas conocidos están las 

deficiencias en la síntesis de colágeno causados por una actividad anormal de las 
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enzimas involucradas en la síntesis del colágeno, tal es el caso del Síndrome de 

Ehlers Danlos, que se caracteriza por una hiperextensibilidad de la piel y 

articulaciones. Esta alteración es causada por una mutación de uno de los polipéptidos 

que inhibe la enzima que remueven los extremos N – C terminal del pro-colágeno. En 

el Síndrome de Marfan existe una reducción en la estabilidad y cantidad de colágeno 

tipo I, debido a la mutación del gen FBN1 que codifica la fibrilina 1, está caracterizado 

por la existencia de huesos frágiles y osteopenia imperfecta (Kuivaniemi H. et al, 

1997). 

 

La Respuesta Inmune contra colágeno en Enfermedades o procesos 
Autoinmunes. 
 

La identificación de estructuras tisulares y moleculares como posibles blancos para la 

instauración del fenómeno de Autoinmunidad o Enfermedad Autoinmune, es 

fundamental en la etiología de estos procesos. En procesos fibrosantes como la 

fibrosis pulmonar idiopática se produce un patrón en el que el antígeno es el colágeno 

contra el que se desata una respuesta inmune celular. No se conoce los factores que 

inician el proceso de daño a nivel de epitelio alveolar y/o endotelio vascular pero se 

estiman que son procesos de inflamación, interacción mesénquina-epitelio, apoptósis 

epitelial, alteraciones endoteliales y alteraciones en la coagulación (Luzina I. et al 

2008); estos mecanismos son redundantes y controlados tanto por factores genéticos 

como ambientales. Los procesos culminan con el inicio de la reparación (proceso 

alterado) del tejido. Este mecanismo de reparación conduce a la síntesis de diversos 

factores de crecimiento y citocinas como TGF-β que tiene un rol importante en la 

regulación de la inflamación, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); 

ambos actúan sobre los miofibroblastos para su diferenciación en fibroblastos y 

síntesis de más colágeno, lo que incrementa el proceso inflamatorio y de daño al 

aumentar localmente la cantidad del antígeno, produciéndose, por tanto, un círculo 

vicioso característico de la fibrosis que es progresiva e irreversible (Carvajal R. et al 

1981; Scotton C. et al, 2007). También se ha encontrado asociación de la fibrosis 

pulmonar con polimorfismos del gen de fibronectina (FN), (Avila J. et al, 1999).  
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La Esclerosis Sistémica es una Enfermedad multisistémica del tejido conectivo, 

caracterizado por gran variabilidad clínica a lo largo del curso de la enfermedad lo que 

incide también en su pronóstico. (Wigley FM. et al, 1998;  Medsger TA. et al 2001;  

Seibold JR. et al  2001). Se ha encontrado diferencias en las características clínicas y 

serológicas tanto en la esclerodermia limitada como en la difusa; esto es debido a los 

polimorfismos genéticos basados en la asociación entre los autoanticuerpos y las 

moléculas del MHC clase II (Gilchrist FC, et al, 2001; Johnson RW, et al, 2002).  

No se conoce el gatillo que desencadena el proceso inflamatorio, pero se estima que 

es el colágeno tipo I, el que produce una respuesta inmune celular con gran 

producción de citocinas pro-inflamatorias entre ellas el TNFα, el cual esta involucrado 

en la patogénesis de la oclusión vascular y/o el remodelamiento del tejido conectivo; 

esta citocina activa fibroblastos los cuales, como respuesta, producen colágeno tipo I, 

lo que incrementa el proceso inflamatorio de forma progresiva e irreversible (Atamas 

S. et al, 2003).   

 

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crónica, poligénica y multifactorial,  

predominantemente articular; afecta inicialmente, sobre todo a las pequeñas 

articulaciones de la mano y de los pies y luego tiende a ser sistémica. Esta 

enfermedad es ampliamente investigada ya que afecta al 1% de la población mundial 

siendo la incidencia de 20/100000 al año y la prevalencia de 500/100000 afectados al 

año (Cooper GS. et  al, 2003), con mas frecuencia en mujeres (3:1) entre las edades 

de 40 a 65 años.  

 

En nuestro medio no existen datos oficiales sobre la incidencia y prevalencia de la 

Artritis Reumatoide; sin embargo, se estima que es una enfermedad altamente 

incidente dadas las características genéticas de la población paceña (alta incidencia 

de haplotipo HLA-DR4), (Tellez M. et al, 1998). Se desconoce la etiología, pero 

estudios diversos han demostrado una predisposición genética en el locus HLA – 

DRB1  relacionado con la secuencia de aminoácidos de la tercera región hipervariable 

(QKRAA, QRRAA, o RRRAA) del MHC clase II. (Gregersen PK. et al, 1997). También 

se ha descrito factores ambientales como ser: agentes infecciosos (virus de Epstein 
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Barr, rubéola, citomegalovirus, micoplasma, parvovirus B19, mycobacterias), 

anticonceptivos orales y el consumo de tabaco; todos juegan un rol importante en el 

desarrollo de la enfermedad (Gourley M. et al, 2007). En fin, muchas interacciones 

inmunológicas y genéticas complejas están involucradas en el desarrollo de la 

actividad clínica de esta enfermedad. Varias investigaciones han demostrado la 

participación del colágeno tipo II en la génesis de la Artritis Reumatoide; destacan la 

capacidad de la respuesta inmune humoral contra esta molécula para la inducción de 

Artritis, la aplicación terapéutica de colágeno en procesos Autoinmunes para la 

inducción de tolerancia oral y la inducción de Artritis Reumatoide por anticuerpos 

monoclonales hacia colágeno tipo II, en modelos experimentales. 

 

El fragmento particular del colágeno tipo II contra el que se desencadena una 

respuesta inmune humoral es CB11 y CB10 (Schulte S. et al, 1998; Cook A. et al, 

2004). Varios epítopes han sido identificados en la molécula de colágeno tipo II nativa, 

particularmente los residuos 359 – 363 en CB11, los cuales fueron reconocidos por 

varios anticuerpos monoclonales (Schulte S. et al, 1998) y también por sueros de 

pacientes con Artritis Reumatoide (Burkhardt H, et al, 2002). De acuerdo con estos 

estudios, la secuencia primaría mínima para la reactividad de los Anticuerpos 

Monoclonales C1 contra colágeno tipo II era ARGLT (Ala, Arg, Gly, Leu, Thr). El 

Anticuerpo monoclonal CB 268 reacciona con el mismo epítope, que identifica un 

motivo particular, básico, hidrofóbico, a menudo RRL (Arg, Arg, Leu), este anticuerpo 

monoclonal era consistente con la construcción de un epitope conformacional con 

residuos en las cadenas alfa, conformado a partir de un modelo de colágeno II nativo. 

(Davies JM. et al, 1999; Xu Y. et al, 2004). El colágeno tipo II - C1 y otros anticuerpos 

monoclonales contra autoepítopes específicos para colágeno tipo II tienen efectos 

artritogénicos si se efectúa transferencia pasiva a ratones nativos, además se observó 

in vitro efectos destructivos de la matriz del colágeno cuando se agregó a condrocitos 

cultivados. (Amirahmadi SF. et al, 2004). 

 

La Artritis Reumatoide se genera por inflamación de las articulaciones como resultado 

de la hiperplasia de los fibroblastos sinoviales y la infiltración de células linfoides, 
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macrófagos, polimorfonucleares neutrófilos y células plasmáticas (Feldmann M. et al, 

1996). Por lo tanto se observa inflamación crónica, respuesta exacerbada hacia los 

componentes propios de la articulación y desregulación de la apoptósis.  

 

En la figura 3 se esquematiza el conjunto de eventos que se describen ocurridos en la 

inmunopatogénia de la Artritis Reumatoide. Al inicio existe una etapa de 

reconocimiento del autoantígeno en individuos genéticamente susceptibles, que lleva  

a la presentación antigénica por parte de células dendríticas y macrófagos. Las células 

dendríticas tienen influencia en el resultado de la autoinmunidad por modulación de la 

respuesta autoinmune, ya que estas tienen una composición diferente de moléculas 

involucradas en la activación de la célula T (van Duivenvoorde LM. et al, 2007).  Las 

Células T autoreactivas juegan un rol importante en el inicio de la respuesta 

autoinmune y en el mantenimiento de la inflamación de la sinovial, por activación de 

macrófagos sinoviales y fibroblastos para producir mediadores de la inflamación. La 

activación de las células T requiere de dos señales: la primera es una interacción 

específica del antígeno acoplado al MHC, en la superficie de la Célula Presentadora 

de Antígeno, con el TCR, y la segunda es a través de las moléculas co-estimulatorias 

CD28, que se encuentra en la célula T y CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) que se 

encuentran en la célula presentadora de antígeno. Esta interacción resulta en el 

incremento de la proliferación celular, producción de citocinas y resistencia a la 

apoptosis (Lenschow DJ. et al, 1996). Este proceso juega un rol importante en las 

enfermedades autoinmunes particularmente en la Esclerosis Múltiple (Windhagen A. et 

al, 1995); en la enfermedad inflamatoria intestinal (Liu Z. et al, 2001); y en la Artritis 

Reumatoide (Verwilghen J. et al, 1994).  

 

Las células T CD4+ juegan un  rol importante en la iniciación de la respuesta inmune, 

la activación de esta célula incluye la diferenciación en subgrupos denominados TH1 y 

TH2, existiendo un tercer grupo denominado TH17; estas últimas células tienen un rol 

importante contra patógenos extracelulares particularmente Gram negativos y hongos 

(Ye P, et al 2001; Huang W, et al 2004). En los casos en los que estas células son 

reactivas contra autoantígenos son altamente patogénicas produciendo una severa 
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inflamación y autoinmunidad. Las TH17 requieren citocinas y factores de transcripción 

para su diferenciación. Estas células TH17 producen IL-17F; IL-21 e IL-22 (Korn T, et 

al 2006; Liang SC, et al, 2006; Zheng Y, et al 2006; Nurieva et al, 2007).  La familia de 

IL-17 son un grupo de citocinas que contiene 6 miembros IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-

17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F (Yao Z, et al, 1995; Fort MM, et al, 2001 ;Kolls JK, et al, 

2004).  La IL-17A e IL-17F tienen propiedades pro-inflamatorias, actuando sobre 

diversas células que expresan citocinas (IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF), quimiocinas y 

metaloproteinasas; también intervienen en la reclutación, activación y migración de 

neutrófilos (Kolls JK, et al, 2004). La expresión de IL-17 ha sido detectada en diversas 

Enfermedades Autoinmunes como Esclerosis Múltiple, Artritis Reumatoide y Psoriasis 

(Steinman L, 2007). La IL-17 y las células TH17 juegan un rol importante en la 

inducción y propagación de la autoinmunidad, por ejemplo, en modelos experimentales 

tratados con un anticuerpo monoclonal anti-IL-17R antagonista o en ratones 

deficientes de IL-17 se ha visto la existencia de resistencia al desarrollo de Artritis 

inducida por Adyuvante (CIA) y menor severidad y retardo en el inicio de la 

Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) (Komiyama Y, et al 2006).  

 

Las células NK también tienen un rol importante en la patogenia de las Enfermedades 

Autoinmunes. Estas células son un grupo de células adicionales de linfocitos que 

regulan la respuesta autoinmune, inhibiendo la activación y/o proliferación de los 

linfocitos T (Fort MM, et al, 1998; Smeltz KB, 1999; Zhang B, et al, 1997). 

 

Las células autoinmunes comienzan a reclutarse en el órgano de choque porque a 

causa tanto, estimulaciones inespecíficas del sistema inmune, como la presencia del 

antígeno en dicho órgano incrementando su potencial de asentamiento (homing), lo 

que les confiere mayor capacidad de migrar al órgano blanco (Andre I. et al, 1996). En 

la Artritis reumatoide la célula T activada migra hacia la sinovial produciendo grandes 

cantidades de citocinas TH1 (IFN γ, IL-2); a su vez la activación de linfocitos T lleva a 

la diferenciación de células B en células plasmáticas, que producen anticuerpos contra 

estructuras articulares o contra IgG (Factor Reumatoide) lo que conduce a la 

formación de complejos inmunes y la consecuente activación de la vía clásica del 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

34

complemento en el sitio donde estos se depositan: la membrana sinovial. Las citocinas 

pro-inflamatorias (TNFα, IL-1, IL-6) son las responsables de estimular la angiogénesis 

por parte de las células endoteliales y de promover la proliferación y activación de 

fibroblastos sinoviales con la producción de metaloproteasas como la agrecanasa 

(Feldmann M. 2001), colagenasas, catepsinas y radicales libres, capaces, a su vez, de 

amplificar el fenómeno inflamatorio, inducir la formación del pannus artrítico y provocar 

la degradación del cartílago y la resorción del hueso mediada por osteoclastos. Se 

conoce la existencia de inhibidores enzimáticos tales como el TIMP3 (inhibidor de 

metaloproteinasas 3), que es un inhibidor tisular endógeno de la agrecanasa (en la 

actualidad, un blanco terapéutico) (Feldmann M. 2001), 

Otro fenómeno de destrucción tisular activo es el relacionado con el daño óseo 

circundante. La osteoclastogénesis es promovida por células que se encuentran en el 

tejido óseo lesionado e inflamado, el cual es incrementado por las citocinas pro-

inflamatorias como TNF α e IL-1. El receptor activador del factor de transcripción NFkB 

(RANK) es activado por su ligando RANKL; estas moléculas son esenciales para la 

diferenciación de osteoclastos, ya que la ausencia de cualquiera de las dos no permite 

la diferenciación del monocito precursor en osteoclasto. RANKL es expresado en las 

células T y los fibroblastos del tejido inflamado articular (membrana sinovial) y su 

expresión esta regulada por citocinas pro-inflamatorias. En modelos experimentales 

RANKL es inhibida por una molécula llamada osteoprotegerina (OPG), la cual se une a  

RANKL bloqueando así la interacción con RANK, por lo que la inhibición de RANKL 

esta siendo considerada un blanco terapéutico para la protección ósea durante el daño 

articular producido en la Artritis Reumatoide (figura 4).(Schett G. et al, 2005).  
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Figura 4. Esquema del balance de la destrucción y la formación de hueso.  

 

El diagnóstico de la Artritis Reumatoide esta basado en las manifestaciones clínicas y 

a menudo es difícil establecer con claridad  en estadios tempranos de la enfermedad. 

El único ensayo serológico de rutina empleado es la determinación de la presencia del 

Factor Reumatoide en suero; sin embargo, este ensayo no es específico ya que es 

positivo en otras Enfermedades Autoinmunes, otras enfermedades crónicas, procesos 

infecciosos y en el 15 % de la población sana, siendo mas frecuentes en personas de 

edad avanzada y hospitalizados; también existe casos de Artritis Reumatoide 

seronegativos. Por su parte los anticuerpos antinucleares aunque son frecuentes no 

son específicos de la enfermedad.  

Otro criterio de diagnostico es la radiografía de articulaciones afectadas con lesiones 

erosivas de cartílago; sin embargo esta solo está presente en etapas tardías de la 

enfermedad y por lo tanto se asocian con un pronóstico malo. 
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El tratamiento debe estar dirigido a mejorar la progresión de la enfermedad, evitar la 

destrucción de la articulación manteniendo su función vital, prevenir el desarrollo de 

manifestaciones extraarticulares, como vasculitis, serositis y fibrosis pulmonar 

(Ravinovich G. et al, 2002). Sin embargo, aún no existe una terapia farmacológica 

capaz de prevenir la progresión de esta enfermedad. Actualmente su tratamiento 

consiste principalmente en la administración de antiinflamatorios no esteroideos 

(AINES) cuya acción es la inhibición de la vía ciclooxigenasa y, con ello, la síntesis de 

prostaglandinas medida para aliviar solo el dolor, las drogas modificadoras de la 

enfermedad como las sales de oro, la d-penicilamina, la cloroquina, la sulfasalazina y 

el metrotexato y los glucocorticoides. Todos estos medicamentos tienen efectos 

tóxicos graves por lo que se exige un riguroso control.  

Entre otras medidas básicas están la fisioterapia para mantener la movilidad articular, 

pero este manejo no tiene la capacidad de retardar o invertir el proceso de deterioro de 

la enfermedad. Finalmente algunas personas requieren reemplazos articulares que se 

hacen quirúrgicamente.  

La investigación de los mecanismos implicados en la patogenia de la reacción 

autoinmune e inflamatoria ha revelado nuevos blancos de terapia génica en esta 

enfermedad, a través de modificadores biológicos, como antagonistas de citocinas, 

inhibidores de metaloproteinasas, u oligonucleótidos antisentido, ribozimas o RNA de 

interferencia capaces de inhibir mediadores tóxicos, citocinas pro-inflamatorias y 

factores de transcripción (Chernajovsky Y, et al 1998; Jorgensen C. et al, 1998; 

Ravinovich G. et al, 2002).  

Otra alternativa de tratamiento es la terapia biológica a través de anticuerpos 

monoclonales anti-TNF α (infliximab) y anti-receptor p75 soluble (etarnecept) los 

cuales han sido ampliamente utilizados tanto en modelos experimentales como en 

pacientes (Williams R. et al, 1992; Elliot M. et al, 1994; Chernajovsky Y. et al, 1999)  

 

EL bloqueo de la síntesis de citocinas pro-inflamatorias es otro blanco terapéutico a 

través del la inhibición de la vía NFkB a diversos niveles (figura 5) (Lipsky PE. et al, 

2000; Roman-Blas J. et al, 2006). La vía NFkB es activada por IL-1, TNFα, LPS, virus, 

CD154 (CD40L), RNAds, radicales libres, rayos UV y radiaciones γ. La vía NFkB tiene 
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5 miembros: p50, p52, Rel A (p65), cRel y RelB. Rel., p50 y cRel están involucrados 

en la maduración de las células dendríticas (Pettit AR, et al 1997; 2000; Neumann M, 

et al 2000; Schulz O, et al 2000; Thompson AG, et al, 2002; Martin E. et al, 2003); p50, 

cRel en la transcripción de IL-12 (Ouaaz F, et al, 2002); RelB y p50 están asociados 

con el incremento de la función de las células presentadoras de antígeno y la 

sobreregulación de la expresión de CD 40 y MHC en las células B (O´Sullivan K, et al 

2000). 

 

                    
Figura 5. Vía de señalización NF-kB. Los agentes terapéuticos pueden actuar a diferentes niveles: 

1. Fosforilación I-kB: AINES (Aspirina, salicilatos, ibuprofeno), 5 aminosalicilato. 
2. Actividad del proteosoma: Bortezomib, Ciclosporina A, lactacistina. 
3. Disminución de los niveles de NF-kB subunidades p65, p50: RNA si (de pequeña interferencia), 

Uncaria tomentosa (Carvajal, Trabajo en impresión – UMSA; 2008) 
4. Translocación nuclear de NF-kB: tracolimo (FK-506); BMS-205820; represión de I-kB,  
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Otra alternativa de tratamiento en las Enfermedades Autoinmunes, en especial la 

Artritis Reumatoide es la inducción de la tolerancia periférica a través de la Tolerancia 

Oral, consiste en la administración del antígeno el cual puede modificar la respuesta 

inmune. Este proceso terapéutico requiere la administración oral del antígeno y la 

participación de tejido linfoide asociado a mucosa intestinal, como las placas de Peyer, 

las células intraepiteliales y las vellosidades intestinales con funciones inmunológicas. 

Los mecanismo son la supresión de células activas (dosis bajas del antígeno) o 

anergia clonal o deleción (dosis altas de antígeno). Varios estudios en modelos 

experimentales han demostrado que la administración oral de antígenos o péptidos 

propios pueden disminuir o suprimir la Enfermedad Autoinmune por cambio en la 

respuesta de TH1 hacia una respuesta TH2/TH3 (Weiner  HL. et al, 1994; Xiao BG. et 

al, 1997; Krause I. et al, 1999). El efecto en la administración de colágeno tipo II en 

modelo experimental (CIA o Artritis inducida por pristane) puede suprimir el desarrollo 

de Artritis Experimental (Thomson HSG. et al, 1985; Nagler AC. et al, 1986; Zhang et 

al, 1990; Thomson SJ. et al 1993; Thomson SJ. et al 1993; Khare SD, et al 1995), este 

procedimiento también ha utilizado como terapia en pacientes con Artritis Reumatoide, 

donde se evidencio mejoría en la clínica (disminución del edema y del dolor) pero no 

se observó cambios en el VES, en el Factor Reumatoide y en los títulos de anticuerpos 

anti-colágeno tipo II (Trentham DE. et al, 1993), otro estudio similar mostró que existe 

asociación entre los niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II y la respuesta al 

tratamiento con colágeno tipo II (Barnett M. et al, 1998) aunque otro estudio mostró 

que no existe significancia estadística sin embargo es bien tolerado (Sieper J, et al 

1996).  

 
Respuesta inmune contra colágeno en la Artritis Experimental. 
 

Diferentes modelos experimentales de Enfermedades Autoinmunes han ampliado 

enormemente nuestros conocimientos sobre la posible etiología y patogénesis de 

estas enfermedades.  Para entender los mecanismos que se producen durante el 

curso de la enfermedad, necesitamos diversos modelos en animales. En la tabla 2 se 

muestra los modelos experimentales en Artritis (Müller-ladner U. et al, 2005). 
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Tabla 2.  Modelos experimentales en Artritis Müller-ladner U. et al, 2005. 

 

MODELO EJEMPLO CARACTERISITICAS Y VENTAJAS 
  

ARTRTITIS INDUCIDA 
POR ANTIGENO 

 
CIA 

• Evaluar las vías en artritis inflamatoria y erosiva. 
• Estimulación con antígeno en Background susceptible. 

Estudio de drogas. 
 

MODELOS DE 
 MUTACION 

 
MRL lpr/lpr 

• Evalúa Artritis Autoinmune. 
• 1 mutación (retrotransposon) lleva a Artritis altamente 

erosiva e inflamatoria. 

 
MODELOS 

TRANSGENICOS 

 
TNF 

• Sobreexpresión de moléculas conocidas para ser 
involucradas en Artritis humana. 

 
RATONES KNOCKOUT 

 
Genes diversos

• Análisis del rol de moléculas que pueden estar 
involucradas en la fisiopatología de Artritis y las vías en las 
cuales estas están moduladas. 

 
MODELOS HUMANOIDES 

 
SCID 

• Modelo de Artritis crónica, para el estudio de diferenciación 
celular, componentes tisulares y vías involucradas. 

 
CIA: Artritis inducida por colágeno; SCID: Inmunodeficiencia severa combinada;  

 
 

Varias investigaciones utilizan modelos de artritis experimental por inmunización con 

Adyuvante (Kawahito Y. et al, 1998), aceite (Jansson A. et al, 1999), Pristane (Vingsbo 

– Lundberg C. et al, 1998), componentes de paredes bacterianas (Wilder R. et al, 

1999), colágeno tipo II (Remmers E. et al, 1996; Gulko P. et al, 1998; Jirholt J. et al, 

1998; Mclndoe RA. et al, 1999; Yang H. et al, 1999; Griffiths M. et al, 2000; Vyacheslav 

A. et al, 2003) y transferencia de anticuerpos monoclonales anti-colágeno tipo II 

epítope específicos; en este último se observa exacerbación de la artritis a corto 

tiempo 3 días. (Miller SD. et al, 1997; Sakaguchi S. 2000).  La severidad e incidencia 

de este último modelo de artritis experimental esta controlada por la dosis de 

inoculación, la cepa y la edad del animal experimental (Nandakumar K. et al, 2003). 

 

El modelo mas utilizado para el estudio de la artritis reumatoide es la Artritis Inducida 

por Colágeno tipo II (CIA); este modelo es uno de los que más comparte similitudes 

patológicas e histológicas con la Artritis Reumatoide humana, donde los anticuerpos 

juegan un importante rol en la fase inflamatoria.    
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La susceptibilidad a la inducción de CIA esta asociada con moléculas MHC clase II, 

pero también depende del tipo de colágeno usado en la inmunización.  El colágeno 

tipo II heterólogo es mas inmunogénico y artritogénico que el colágeno tipo II 

homólogo en algunos animales. El modelo CIA puede ser inducido solo en ciertas 

cepas (DBA/j), sin embargo, se ha logrado inducir el proceso en cepas resistentes a 

CIA tales como C57BL/6 (H2b) y Balb/c (H2d) donde se observó que el MHC tiene un 

rol regulatorio importante en el desencadenamiento del proceso inflamatorio de la 

Artritis Reumatoide (Campbell I. et al, 2000; Nandakumar K. et al, 2006) 
 
La deleción de los genes TCR o del complemento causa resistencia en la inducción de 

CIA  (Chiocchia G. et al, 1991; Chu C. et al, 1996; Wang Y. et al, 2000); por su parte, 

las cepas de ratones deficientes de linfocitos B no desarrollan Artritis inducida por 

colágeno (Svensson L. et al, 1998; Wang Y. et al, 2000), lo que muestra el papel de la 

respuesta inmune humoral en el proceso. Inmunológicamente la Artritis inducida por 

colágeno tipo II en cepas de ratones DBA1/j es dependiente de células T, lo que lleva 

a la formación de autoanticuerpos para colágeno tipo II  que reconocen determinantes 

antigénicos o epítopes artritogénicos localizados en el fragmento CB11 del colágeno 

tipo II; esto activa el sistema de Complemento y de esa manera desencadena el 

proceso de inflamación característico de la Artritis Humana. 

 

La artritis inducida por anticuerpos anti-colágeno tipo II (AIAC) se obtiene por la 

administración de un anticuerpo monoclonal para colágeno tipo II y lipopolisacárido 

(Terato K. et al, 1995; Kagari T. et al, 2002). Comparado con el modelo clásico CIA, el 

modelo AIAC proporciona muchas ventajas como la inducción rápida dentro de un 

corto tiempo, independencia del Haplotipo MHC y alta reproducibilidad (Terato K. et al, 

1995).  

 
En un modelo experimental en el que se produjo depleción de células CD 25 en 

ratones DQ8 se encontró un incremento de la severidad y respuesta inmune después 

de la inmunización. Esto indica que existen células T reguladoras que modulan la 

artritis (Morgan M. et al, 2004).  
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En fin todo lo anterior muestra la importancia de la participación del colágeno y de los 

anticuerpos anti-colágeno tipo II en la Artritis Reumatoide. Sin embargo la presencia 

de estos dos elementos no parece ser suficiente ya que en los animales en los que se 

induce anticuerpos anti-colágeno no se presenta signos de inflamación articular si no 

son animales de cepa susceptibles (Bonsakc A. 2006). El papel de las células T y las 

moléculas MHC que inducen la respuesta a ciertos epítopes artritogénicos y la 

inducción de hipersensibilidad tipo IV, con la actividad de citocinas pro-inflamatorias 

que causan destrucción de tejidos, son fundamentales en el proceso global de la 

Artritis Reumatoide.  

 

Participación de la respuesta inmune contra la Membrana sinovial. 
 

La membrana sinovial envuelve la articulación, manteniendo una presión negativa y 

asegurando la presencia de líquido lubricante en el espacio articular. En la membrana 

sinovial se puede encontrar dos tipos de sinoviocitos A y B. Los sinoviocitos tipo A 

realizan la función de fagocitos y pueden interactuar con las células T como células 

presentadoras de antígeno (Edwards JC. 1994). Las células tipo B son fibroblastos en 

apariencia. Ambos tipos de células tipo A y B pueden sintetizar ácido hialurónico, el 

mayor componente del liquido sinovial.  

Los leucocitos entran al tejido a través de procesos como la adhesión celular a la 

pared de los vasos sanguíneos, migración a través del vaso y extravasación al tejido; 

moléculas de adhesión son expresadas en la adhesión y migración (Girard JP. et al, 

1995) como L selectina, moléculas de adhesión celular dependiente de glucosilación 

(GlyCAM-1) y  molécula de adhesión intracelular (ICAM–1) en los vasos sanguíneos, 

los leucocitos expresan antígenos de función linfocitaria (LFA–1). Macrófagos 

sinoviales pueden usar algunos receptores-ligando para acceder a la membrana 

sinovial (Koch AE. et al, 1991; Tak PP. et al, 1995), se citan la E- selectina en el 

epitelio sinovial y molécula de adhesión celular vascular (VCAM 1) e ICAM-1 en 

células endoteliales y macrófagos. El control de la inflamación en el tejido está 

regulado por la expresión de quimioatractantes y moléculas de adhesión.  
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La acumulación de células dendríticas, células T, macrófagos, células B, células 

plasmáticas y mastocitos, conducen al incremento de la celularidad e hiperplasia 

sinovial, incrementando la producción de varias citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, IL-17, 

TNFα, TGF β, quimiocinas, moléculas de adhesión, antígenos de superficie de 

membrana celular (el Receptor de IL-2, CD27, CD97, CD80 y HLA-DR) y proteinasas 

(granzimas y catepsinas) (Cutolo M. et al, 2007). El infiltrado celular es difuso u 

organizado como centros germinales que median la respuesta inmune consecuente a 

la ruptura de la tolerancia, a través de la expresión de genes activadores de la 

recombinación de inmunoglobulinas (RAG) de los linfocitos B, lo que conduce a la 

modificación del receptor (BCR) (Rochas C, et al, 2007). 

La sinovial reumatoide, engrosada y edematosa, presenta vellosidades que hacen 

relieve en la cavidad articular. El tejido sinovial se adhiere a los bordes de cartílago 

hialino y se transforma en un tejido de granulación llamado pannus, que 

progresivamente destruye y reemplaza el cartílago. Las superficies opuestas quedan 

conectadas por masas de fibrina que pueden organizarse y provocar anquilosis fibrosa 

u ósea. Las alteraciones histológicas que se producen a nivel de la membrana sinovial 

debido a la inflamación son: hipertrofia vellosa, hiperplasia de los sinoviocitos que se 

disponen en varias capas mas de 3 (en la sinovial normal solo existe una capa), 

vasodilatación y edema, infiltración a expensas de linfocitos y células plasmáticas, 

focos de necrosis fibrinoide; depósitos de fibrina en la superficie y depósitos de 

hemosiderina en las zonas profundas.   
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Otros mecanismos inmunológicos indicadores de inflamación: Procesos de 
citrulinización, factor reumatoide, proteína C reactiva, velocidad de 
eritrosedimentación. 

Durante el proceso inflamatorio en la articulación ocurren procesos vinculados a la 

destrucción tisular. Uno de estos incluye la citrulinización que es un proceso de 

modificación post-transcripcional donde existe la conversión de la arginina contenida 

en proteínas, a citrulina,  proceso llevado a cabo a través de una enzima llamada 

peptidilarginina-deiminasa dependiente de Ca++ (PAD). Se han identificado cinco 

isoformas de esta enzima (PAD 1, 2, 3, 4 y 6) (Vossenaar E. et al, 2003, 2004);  siendo 

la isoforma PAD4 la asociada a Artritis Reumatoide (Arita K. et al, 2006), la misma que 

está regulada por estrógenos. Como consecuencia de la aparición de esta estructura 

nueva para el sistema inmune (neoantígeno) se forman anticuerpos anti–CCP (péptido 

cíclico citrulinado) que son autoanticuerpos los cuales se han demostrado ser muy 

importantes para el diagnóstico de AR.   El valor diagnóstico y pronóstico de la 

medición de anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado (anti-CCP) fue evaluado en 

relación con la afectación articular y daño radiológico en la Artritis reumatoide 

temprana (Visser H, et al. 2002; Vossenaar E. et al, 2004; Van der Helm – van Mil A. et 

al. 2005). Se encontró que los anticuerpos anti–CCP pueden ser detectados años 

antes del desarrollo de los síntomas clínicos. Un estudio prospectivo de un grupo de 

pacientes demostró que el 93% de los pacientes anti–CCP positivos con artritis no 

diferenciada finalmente desarrolló Artritis Reumatoide, lo que demuestra el importante 

valor predictivo positivo de éstos anticuerpos (Kastbom A. et al, 2004; Van Gaalen F. 

et al, 2004). Además, se pudo determinar el alto poder discriminativo de este marcador 

entre artritis erosiva y no erosiva.  (Van der Helm – van Mil A. et al, 2005). 

Otro estudio determinó la especificidad y sensibilidad  en estudios clínicos con 311 

pacientes con AR, 942 pacientes enfermos de otras Enfermedades Autoinmunes e 

infecciosas y 330 controles sanos. La sensibilidad fue del 70% y la especificidad fue 

del 97% para pacientes enfermos con otras patologías y 99% para individuos sanos 

(Van Gaalen F. et al, 2004).  
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Las proteínas citrulinizadas y la enzima PAD no son detectables en articulaciones 

sanas humanas, ambas están presentes en Artritis Experimental en modelo animal 

(Lundberg K. et al, 2005). Los títulos altos de anticuerpos Anti–CCP correlacionan con 

la severidad de la inflamación. (Lundberg K. et al, 2005). 

 

Se han descrito otros anticuerpos relacionados con Artritis Reumatoide como los 

anticuerpos anti-factor perinuclear presente en aproximadamente el 50% de los  

casos, con una especificidad del 70% (Schellekens G. et al, 1998).   

El Factor Reumatoide esta conformado por autoanticuerpos anti-gamma globulina de 

tipo Ig G, Ig M e IgA, con especificidad hacia el fragmento Fc de la IgG principalmente 

y en menor grado a la IgA. Contribuyen a la formación de complejos inmunes y a la 

lesión de los tejidos. Fue descrito en primer lugar en la Artritis Reumatoide aunque no 

es específico de ella porque se encuentra en otras enfermedades de origen 

reumatológico, como Lupus Eritematodos Sistémico, Síndrome de Sjógren, 

Esclerodermia, enfermedades crónicas como el cáncer, enfermedades infecciosas e 

incluso en el 15 % de la población sana.   

La proteína C reactiva, es una glucoproteína no presente normalmente en el suero y 

constituye uno de los reactantes de la fase aguda inespecíficos, que aparecen en 

infecciones y agresiones hísticas con inflamación. 

La velocidad de sedimentación globular, también conocida como "velocidad en la 

sangre" o velocidad de eritrosedimentación, es una prueba inespecífica. Esta 

incrementada en procesos inflamatorios, neoplásicos, e infecciosos. No obstante, esta 

prueba puede usarse para averiguar enfermedades no sospechadas, usándose en la 

valoración rutinaria  y en la evolución de la enfermedad, pudiendo modificarse con el 

resultado del tratamiento. 
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III. ASPECTOS GENERALES DEL DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN. 
 
a. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 
Al ser las Enfermedades Autoinmunes un problema de salud, queda clara la 

importancia de realizar investigación dirigida a esclarecer la etiopatogénesis y a 

encontrar marcadores de diagnóstico con alta sensibilidad y especificidad, para la 

prevención y el tratamiento de estas enfermedades, cuya alta incidencia y prevalencia  

a nivel mundial destaca nítidamente. 

 

Dentro de las Enfermedades Autoinmunes, las Artropatías, en especial la Artritis 

Reumatoide, tienen alta incidencia en nuestro medio, (afecta al 1% de la población 

mundial, pero se estima que es mas alta en Bolivia, aunque no existen datos 

estadísticos). Desafortunadamente no se conocen los factores desencadenantes de la 

enfermedad ni el papel de los elementos involucrados. Al ser multifactorial, su 

evolución y pronóstico son inciertos en la mayoría de los casos. Esto se asocia con el 

hecho de que no se hayan definido aún de manera precisa y definitoria biomarcadores 

tempranos específicos de esta patología, que permitan medidas de prevención y 

manejo oportuno, asimismo el desconocimiento de este proceso concuerda con la 

dificultad de su manejo.  

 

Entre los componentes involucrados se encuentran el colágeno tipo II y los anticuerpos 

anti-colágeno tipo II descritos en modelos clínicos y en animales experimentales, otros 

autoanticuerpos y autoantígenos articulares también participan en este proceso. Sin 

embargo, no se conoce su papel en la Artritis Reumatoide humana, tanto como agente 

desencadenante o como posible marcador diagnóstico o pronóstico.   

 

 

 

 

 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

46

b. PREGUNTA DE INVESTIGACION.    
 

¿Existe un perfil de distribución característico de los niveles de autoanticuerpos en 

sujetos con Artritis Reumática y qué significado clínico tiene dicho perfil? 

 
 
c. JUSTIFICACIÓN 
 

Si bien no existen datos oficiales de la prevalencia de la Artritis Reumatoide en Bolivia, 

puede servir de referencia el hecho de que el  Perú tenga una prevalencia del 3% 

(Cooper GS. et al, 2003). Dado el parecido del patrón étnico con nuestro país, se 

esperaría que la prevalencia sea similar. A esta idea contribuye el perfil de distribución 

de los HLA que se asocian a la presencia de procesos autoinmunes (Klein J. et al, 

2000).  

 

En un significativo porcentaje de sujetos, la Artritis Reumatoide es una enfermedad 

altamente lesionante y deformante, que  puede llevar a la invalidez. Se asocia este 

hecho a la instalación de procesos que se acompañan de fibrosis y daño en el 

cartílago articular. Tal proceso al igual que otros procesos fibróticos puede tener 

vinculación con la existencia de una respuesta inmune contra colágeno tipo II, lo cual, 

conduciría a que el daño sea progresivo e irreversible, por tanto altamente lesionante, 

con deformidad e inmovilidad en las articulaciones afectadas. Para contribuir a 

desentrañar este hecho, es necesario conocer el perfil serológico en el que se evalúa 

la respuesta inmune humoral contra colágeno tipo II, tal proceso podría contrastarse 

con la respuesta inmune contra péptidos cíclicos citrulinizados y la respuesta inmune 

contra estructuras de la membrana sinovial. En consideración a que la respuesta de 

anticuerpos no es un hecho que solo tiene significancia en cuanto a la presencia o 

ausencia de anticuerpos, sino que la magnitud de la respuesta (títulos de anticuerpos) 

tiene significancia sobre la etiopatogénesis y la evolución, en este trabajo se plantea la 

búsqueda del perfil de distribución de los niveles de la respuesta humoral contra 

dichos autoantígenos en sujetos con Artritis Reumatoide, para ser comparado con 
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otras artralgias. Esta comparación permitirá establecer aspectos relacionados con la 

significancia de dichos autoanticuerpos. 

 

Para esto es necesario desarrollar procedimientos y estandarizar técnicas 

convencionales como es el método ELISA e Inmunofluorescencia para la evaluación 

de estos parámetros serológicos de la respuesta inmune contra colágeno tipo II y  

membrana sinovial. También es importante calibrar los protocolos, que se ejecutarán 

con algunos bioreactivos preparados en nuestro laboratorio, para contar con 

procedimientos validados experimentalmente.  

 
 
d. HIPOTESIS. 
 

El perfil de distribución de los niveles de autoanticuerpos es diferente entre la Artritis 

Reumatoide y otras artropatías inespecíficas. 

 

e. ESTRATEGIA DE EJECUCIÓN. 
 
Para responder a la pregunta de investigación y confirmar o rechazar la hipótesis de 

este trabajo se propone examinar los perfiles de distribución de la respuesta 

autoinmune humoral de sujetos con Artritis Reumatoide y otros con artropatías no 

compatibles clínicamente con Artritis Reumatoide, en comparación con sujetos 

normales, según lo esquematizado en la siguiente ruta crítica:  
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f. OBJETIVOS. 
OBJETIVO GENERAL. 

 

Determinar el perfil de distribución de los niveles de la respuesta de autoanticuerpos 

en sujetos con artropatía Reumática y en sujetos con artropatías inespecíficas.  
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 

• Determinar la magnitud de la presencia de anticuerpos anti-colágeno tipo II 

nativo en sujetos normales, en sujetos con artropatías reumáticas y en sujetos 

con artralgias inespecíficas.     

• Evaluar la presencia de anticuerpos anti-membrana sinovial tanto en los 

sujetos normales como en las artropatías reumáticas y no reumáticas. 

• Explorar la asociación entre niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo 

y anticuerpos anti-membrana sinovial para análisis de correlación. 

• Examinar la asociación entre niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II 

nativo y anticuerpos anti-péptidos cíclicos citrulinizados. 

• Evaluar la asociación entre niveles de anticuerpos anti-péptidos cíclicos 

citrulinizados y anticuerpos anti-membrana sinovial.  

• Evaluar la asociación entre niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo 

y la dieta en sujetos normales. 

• Evaluar la asociación entre niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo 

y el tratamiento así como la evolución en sujetos con artritis reumatoide y 

sujetos con artralgias inespecíficas. 
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IV. MATERIAL Y METODOS.  
a. Diseño de la investigación. 
 
Tipo de estudio.  
Es un estudio descriptivo, de corte transversal. 

Lugar. 
Instituto de Servicios de Laboratorio y de Diagnostico e Investigación en Salud  - 

SELADIS. 

 
Población y muestra.  
Se estudiaron en tres tipos de sujetos: 

 Sujetos con Artritis reumática diagnosticados bajo criterios clínicos (n=40). 

 Sujetos con “artralgias” no compatibles con Artritis Reumatoide (n=32). 

 Sujetos normales (n=41).  

 

Para evaluar y correlacionar los resultados obtenidos en la determinación de niveles 

de anticuerpos contra autoantígenos en los diferentes  cuadros clínicos, se agruparon 

a los sujetos de la población estudiada de la siguiente manera: 

 
Criterios de inclusión.  
Sujetos con Artritis Reumatoide diagnosticado por cualquiera de los siguientes 

criterios. 

• Artritis Reumatoide diagnosticada por especialista bajo los criterios del 

American College of Rheumatology (Arnett FC. et al. 1988). 

• Sujetos con artralgias que tienen anticuerpos Anti-CCP positivos.  

 

Sujetos con artralgias inespecíficas no compatibles con Artritis reumatoide que 

cumpla con los siguientes requisitos:   

• Dolor articular casual o eventual, que no cumple con los criterios del American 

College of Rheumatology. 

• Valores de Anti CCP (-). 
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Sujetos aparentemente sanos, sin antecedentes de artralgias recurrentes y en 

ausencia de infecciones recientes o concomitantes. 

 

Datos clínicos complementarios. 
En los casos con artritis reumatoide y artralgias inespecíficas se interrogó sobre (ver 

anexos): 

- Tratamiento (dosis y tiempo de uso). De acuerdo al tipo de tratamiento 

se definió la siguiente clasificación:  

A. Antiinflamatorio: AINES, AINES mas corticosteroides. 

B. Inmunosupresor: Metrotexato más corticoides 

C. Ninguno 

- Evolución. Se determino el grado de mejoría de la siguiente manera: 

• 4. Excelente: si remitió el dolor, si hay movimiento y actividad. 

• 3. Buena: si existe mejoría en el dolor, el movimiento o la 

actividad. 

• 2. Regular: si existe mejoría solo en alguno de los parámetros 

dolor, movimiento o actividad. 

• 1. Mala: si no hay mejoría. 

Solo en los sujetos normales se interrogó sobre: 

- Dieta, se exploró sobre el consumo de cartílago dentro de la dieta y ésta fue 

clasificadas como:  

- Dieta rica en cartílago, es aquella dieta con consumo de cartílago al 

menos una vez a la semana. 

- Dieta pobre en cartílago se refiere al consumo de cartílago al menos 

una vez al mes. 

- Dieta sin consumo de cartílago. No consume cartílago dentro de su 

dieta. 

 

Todos los sujetos de los tres grupos de estudio tenían entre 18 y 70 años de edad.  

El número de sujetos estudiados no responde a criterios de representatividad 

poblacional. 
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b. Ejecución de la Ruta Crítica. 
 
Con los criterios antes mencionados, evaluados en una entrevista clínica, se realizó la 

selección de los pacientes que acudieron al Instituto SELADIS, donde se les tomó una 

muestra de sangre venosa para la determinación de anticuerpos anti-Péptido Cíclico 

Citrulinizado, anticuerpos Anti-colágeno tipo II nativo y anticuerpos anti- membrana 

sinovial, según métodos previamente estandarizados. Los ensayos de laboratorio 

fueron ejecutados sin que el operador conozca la identidad de las muestras. 

Finalmente se estableció la correlación entre los parámetros clínicos y de laboratorio 

para obtener los resultados y conclusiones del presente trabajo. 
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c. Estandarización de procedimientos y de obtención de bioreactivos. 
 

i. Determinación de anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado (Anti CCP)  
por ELISA.  

 
Para la determinación de Anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado se usó un Kit 

Comercial Inmunoscan RA (Nº catálogo RA 96 – RT, Euro-Diagnóstica), siguiendo el 

siguiente protocolo:  

 

• Las muestras de suero fueron obtenidas a partir de sangre venosa después de 

permitir que coagule. Se almacenaron las muestras por un máximo de 48 horas 

a 4 – 8ºC.  

• Se diluyó la muestra de cada paciente 1:50 (mezclando 10 μl de la muestra en 

un tubo con 490 μl del tampón de dilución) y se usó 100 ul para el ensayo. 

• Se añadió a cada pocillo 100 μl de tampón de dilución. 

• Se añadió a cada posillo control 100 μl de controles negativo y positivo, por 

duplicado, (sueros de sujeto normal o sujeto con niveles elevados de 

anticuerpos anti – CCP provistos por Euro-diagnostica). 

• Se añadió a cada pocillo experimental 100 μl de cada muestra (suero en el que 

examina la presencia de anticuerpos  que reaccionan con el péptido pegado en 

la placa) en sus correspondientes diluciones. El tiempo total de pipeteo de los 

pasos 3 a 6 no excedió los 15 minutos. 

• Se incubó durante 60 minutos a temperatura ambiente (18º – 25º). 

• Se eliminaron los sobrenadantes de la microplaca y se lavaron 3 veces los 

posillos con solución de lavado. 

• Se añadió a cada pocillo 100 μl de la solución de conjugado (IgG de cabra anti- 

IgG humana acoplada a HRP). 

• Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente (18º - 25º). 

• Se eliminó el sobrenadante del conjugado de la microplaca y se lavó con 

solución de lavado (3 veces). 
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• Se añadió a cada pocillo 100 μl de la solución de co-sustratos (TMB 3, 3´, 5, 5´, 

tetrametil benzidina). 

• Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente (18º - 25º). 

• Se añadió 100 μl de solución de parada (H2SO4) a 0.5M. 

• Los valores de absorbancia fueron leídos inmediatamente a 450 nm en un lector 

ELISA (Avareness) 

 

El punto de corte para establecer los sueros positivos y negativos se obtiene por 

calibradores según las indicaciones del proveedor (Euro-diagnostica). Sin embargo, 

en este trabajo, para establecer correlaciones con otros marcadores, se 

consideraron todas las diferentes absorbancias, independientemente del punto de 

corte. 

 

ii. Estandarización de Procedimientos: Determinación de Anticuerpos anti–

colágeno tipo II nativo por prueba de ELISA indirecto. 
 
Consideraciones teóricas. 
 

En el presente trabajo para detectar anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo se utilizó la 

técnica de Ensayo Inmunoenzimático en sustrato plástico (poliestireno). El 

procedimiento se desarrolló con el antígeno obtenido y preparado en nuestro 

laboratorio y se estandarizó en todos sus aspectos para asegurar su eficacia 

diagnóstica.   

 

La estandarización y validación de los sistemas de ELISA requiere una secuencia 

Metodológica preparativa y analítica. La especificidad de los anticuerpos a cuantificar, 

determina el tipo de sistema para evaluar. Es por lo anterior, que la técnica que fue  

estandarizada constituye un Sistema de ELISA Indirecto, fundamentado en la titulación 

de anticuerpos en suero humano que reconocen específicamente a su antígeno 

adherido a una superficie sintética, complejo que es reconocido por un anticuerpo 
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policlonal anti-IgG humano acoplado a una enzima que cataliza una reacción de color 

en un co-sustrato donador de electrones. 

La validación de un sistema ELISA, evalúa la exactitud mediante la linearidad, que 

considera cambios en las lecturas de color que son proporcionales a la cantidad de 

anticuerpos detectados. La precisión es validada según repetibilidad y reproducibilidad 

(Tijssen P. 1993). 

 

Los procedimientos de los Sistemas de ELISA aplicados en modelos de 

Autoinmunidad, corresponden a protocolos ya analizados en exactitud y precisión, por 

lo que la técnica de ELISA indirecto estandarizado en el presente trabajo valida la 

especificidad determinada en concentraciones experimentales óptimas para 

anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, donde se han eliminado la probabilidad de 

reactividad cruzada, inespecificidad o exceso de reactante.  

Por lo demás, se sabe que un suero que contiene anticuerpos contra un antígeno no 

purificado presentará un porcentaje variable de anticuerpos no específicos que pueden 

unirse a otras moléculas o al sustrato del polímero de plástico y enmascarar el 

resultado. (Tijssen P. 1993). Por esto, también se trabajó en este ensayo con colágeno 

purificado y se evaluó la eficacia en el pegado o coating en el que se determina el 

rango de concentración de antígeno a ser utilizado. 

 

Finalmente, también se evaluó la posibilidad de interferencia por moléculas 

cromógenas provenientes de contaminantes de suero tales como la hemoglobina, en 

el proceso de lectura de la intensidad de color en las fases correspondientes del 

protocolo ELISA: TMB – Urea – H2O2. 

 

Por lo anterior, el protocolo general de ELISA requirió la estandarización y 

normalización de los cuatro eventos principales en el Sistema de ensayos enzimático: 

Pegado, formación de inmunoclomplejos Ag – Ac, concentración de conjugado y 

revelado de la reacción enzimática (Tijssen P. 1993). 
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Obtención y preparación del Colágeno tipo II. 
 

El protocolo utilizado en el presente trabajo esta basado en una secuencia de etapas 

que ha demostrado resultados altamente reproducibles (Weir M. 1996). 

• Se obtuvieron secciones de cartílago de tabique nasal de hocico bovino, el cual  

fue obtenido de cabeza fresca de res. Cada sección de cartílago fue cortada 

con escalpelo en direcciones perpendiculares hasta obtener trozos cúbicos 

menores de 1 mm.  

• Para la pulverización de los trozos de cartílago se uso nitrógeno líquido (Carrera 

de Física – UMSA) en combinación con hielo seco (Praxair S.A.) logrando una 

temperatura aproximada de -120ºC. El estado físico producido por 

criovidrificación del cartílago facilitó su pulverización en mortero de porcelana. 

Se colocó el polvo de cartílago en desecador por 2 días, posteriormente se 

determinó el peso seco. 

• Una fracción de polvo seco fue resuspendido en 5 volúmenes de clorhidrato de 

guanidina 4 M (p/v) (SIGMA, Aldrich Corp.) en medio amortiguador de Tris 0.05 

M, pH7.5 para eliminar los proteoglicanos. (Weir M. 1996, www.chondrex.com). 

• Se incubo toda la noche a 4ºC y con leve agitación; posteriormente se 

centrifugó a 2000 g. (14000 r.p.m.) por una hora a 4ºC. 

• Se descartó el sobrenadante, se lavó con ácido acético 0.5 M en tres tiempos 

de centrifugación a 14000 r.p.m., para eliminar residuos. 

• Se sometió a digestión con Pepsina (SIGMA Aldrich Corp.) en una relación de 

50:1 cartílago/pepsina, en medio acidificado por acetato 0.5 M permitiendo una 

digestión por 24 a 48 horas a 4ºC con agitación magnética. Este paso permite 

digerir telopéptidos localizados en el extremo N–terminal y C-terminal de la 

molécula de colágeno y solubiliza el colágeno de fibras colágenas diferentes al 

tipo II. La pepsina no digiere los enlaces intra e intermoleculares del colágeno 

tipo II (www.chondrex.com). 

• La remoción del material insoluble fue realizada por centrifugación a 14000 

r.p.m. por 3 periodos de 20 minutos, a 4ºC  en buffer de  acetatos 0.5 M. 

http://www.chondrex.com/
http://www.chondrex.com/
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• Se recuperó el sobrenadante y se precipitó el colágeno tipo II por adición 

gradual de Na Cl, agitando hasta lograr una concentración final de 0.9 M de Na 

Cl.  Posteriormente se centrifugó a 14000 r.p.m. por 3 periodos de 20 minutos a 

4ºC y se resuspendió el precipitado en solución  NaCl 0.5 M en tris 0.05 M, pH 

7.5. Se dejó en agitación leve en este buffer durante toda la noche a 4ºC, para 

inactivar los residuos de pepsina. Los fragmentos de la digestión péptica se 

eliminaron por diálisis exhaustiva de la suspensión contra ácido acético 0.5 M. 

• Se liofilizó y se guardó a 20ºC hasta su uso.  

Se determinó la concentración de colágeno tipo II por peso seco y con esto se realizó 

una curva con Rojo Ponceau, la que nos permitió determinar la concentración en las 

preparaciones sucesivas del producto. 

 

Pegado del antígeno. 
El proceso de adsorción de moléculas antigénicas a la superficie del  polímero es 

denominado Coating o pegado. En este ensayo se busca la unión de proteínas de 

estructura fibrilar con la superficie de poliestireno; ésta requiere interacciones 

hidrofóbicas y polares simultáneas para estabilizar la adsorción y mejorar la unión 

(Termo Electrón Corporation). Los motivos porque el poliestireno (Figura 6) fue el  

material utilizado en las placas multipozo son: 

• Adsorbe muchos componentes biológicos particularmente proteínas. 

• Presenta una excelente calidad óptica con baja absorbancia basal. 

• Es resistente a los reactivos químicos utilizados en el procedimiento 

inmunoenzimático (Termo Electrón Corporation, Gorni, 2003).                                           

 

                  
 

 

 

 

 

 

Figura 6. Molécula de poliestireno  
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Los factores que pueden intervenir con el proceso de pegado y que en el 

procedimiento de estandarización fueron considerados son: 

• La calidad de superficie del poliestireno determinada por la pureza de la materia 

prima. 

• Las propiedades del colágeno como la estructura, polaridad, concentración y 

otros. 

• El tiempo y temperatura del pegado. 

• La fuerza iónica y pH de las soluciones usadas como buffers, que pueden ser 

modificadas por detergentes. 

• El bloqueo inapropiado de sitios no saturados. 

• La necesidad de lavados exhaustivos para eliminar los reactantes que no 

participan en la reacción. 

 

La cantidad de antígeno o anticuerpo unido al poliestireno, es crítica en la sensibilidad 

del ensayo, por lo cual el proceso de pegado fue cuidadosamente ejecutado, no 

obstante que este paso no define la adecuada orientación molecular, que es 

impredecible y puede reducir el potencial de sitios de unión, en el caso del colágeno 

tipo II, dada su estructura fibrilar, este hecho parece no ser significativo. El bloqueo de 

los sitios no pegados fue llevado a cabo con una solución de caseína/PBS preparada 

según protocolo calibrado en múltiples ensayos previos de ELISA que utilizan el 

mismo material (poliestireno) y diferentes antígenos (Tijsen P. 1993).   

 

Para la formación de Ag – Ac, la máxima cantidad de inmunoglobulinas que puede ser 

adsorbida en monocapa es alrededor de 650 ng/cm2 (Termo Electrón Corporation). 

Para que en nuestro sistema pueda unirse la mayor cantidad de moléculas de 

anticuerpos del suero con el antígeno pegado y que estos puedan mantenerse unidos 

mientras dure el ensayo, fue necesario otorgar las adecuadas condiciones de pH y 

fuerza iónica en el medio; esto aseguró la adecuada estabilidad lo que, por lo tanto, 

determinó la sensibilidad y la precisión del ensayo. 
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Estandarización del Procedimiento:  
 

Para evaluar el pegado, determinar la dilución de suero (anticuerpos) a ser utilizado y 

definir la concentración de conjugado, se realizó el siguiente procedimiento.  

 

1. El colágeno tipo II a una concentración de 2 ug/ml (Weir M. 1996), se adicionó 

a placas multipozo en una solución de Tris ClNa (Tris: 0.05 M; ClNa: 0.2 M), a 

pH 7,4 y se incubó a 4ºC por una noche. 

2. Se lavó 5 veces con PBS 0.15 M, pH 7,4. 

3. El área de la placa no pegada con el antígeno fue bloqueada con PBS/caseina 

2% (p/v) (Leche Morinaga con alto contenido de caseína), incubando por 1 hora 

a 37ºC. Se lavó con PBS/Tween 20 a 0.05% (v/v), 5 veces. 

4. Se realizó un segundo bloqueo PBS/caseina 2% (p/v), incubando por 1 hora a 

37ºC y se lavó con PBS/Tween 20, 5 veces. 

5. Se incubó con suero, conteniendo anticuerpos a diferentes diluciones en 

PBS/tween 20 en un volumen de 100 ul por pozo, durante 1 hora a 37ºC. 

6. Se lavó con PBS/Tween 20 a 0.05% (v/v), 5 veces. 

7. Se incubó con diferentes diluciones de conjugado (IgG de Cabra, anti Fc–IgG 

humana acoplada a peroxidasa de rábano (INC Pharmaceuticals, Inc)), a 200 

ul/pozo, por una hora a 37ºC. 

8. Se lavó con PBS/Tween 20 a 0.05% (v/v), 5 veces. 

9. Se colocó 100 ul/pozo de sustrato TMB (Trinity), por 15 minutos a temperatura 

ambiente. 

10. Se colocó solución de parada: H2SO4 (Trinity) 0.13M, en un volumen de 100 

ul/pozo. 

11. Se midió las absorbancias en lector de placas multipozo ELISA (Avareness), a 

450 nm, 630nm.  

 

La correlación existente entre absorbencias generada por la concentración del reactivo 

coloreado y los títulos es un hecho conocido; por esta razón se utilizó indistintamente 
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ambos denominativos para referirse a la concentración de anticuerpos séricos 

específicos. 

 

La presentación del polvo liofilizado de HRP conjugado con IgG de carnero anti-Fc IgG 

Humano, presenta dos puntos críticos importantes de manipulación para el control de 

calidad. 

 

• Considerando que la reconstitución debe ser rápida y homogénea, por su 

higroscopía; se utilizó 2 ml de agua bidestilada y la solución fue alicuotada en 

viáles estériles de 200 ul y guardada a – 20ºC. 

• Para la determinación de la dilución de trabajo se efectuaron soluciones 

semilogarítmicas (b10) a partir de la concentración de conjugado en la solución 

reconstituida en 2 ml de agua bidestilada, desionizada, alicuotado a 200 ul en 

viales estériles y guardados a  - 20ºC.   

 

Para conocer la dilución óptima del suero en la que se detecta la presencia de 

anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, se realizó un ensayo multivariable en el cual se 

realizaron, también, diluciones semilogarítmicas de dicho suero.  

 

Preparación del control negativo. 
 

En serología, habitualmente se utiliza como suero control el que se obtiene de 

personas aparentemente sanas; sin embargo, esto corresponde en general a los 

estudios de enfermedades infecciosas. En el caso de enfermedades autoinmunes no 

siempre existe la posibilidad de encontrar sujetos enmarcados en la normalidad, ya 

que en las personas aparentemente normales pueden ocurrir fenómenos autoinmunes  

(Procesos en los que existe la presencia de efectores autoinmunes como anticuerpos 

o células T pero no fenómenos de hipersensibilidad que causen daño tisular a 

diferencia de las Enfermedades Autoinmunes en los que existe daño tisular y 

manifestación clínica de este proceso). Por tanto, no es suficiente contar con suero 

control “normal” sino con suero exento de anticuerpos anti-colágeno tipo II; pero que 
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incluyen es su composición los elementos  que otorgan las condiciones fisicoquímicas 

(presión oncótica, solutos, etc) a la reacción. Para esto, se procedió a preparar un 

suero libre de estos anticuerpos a través de absorciones seriadas de sueros de sujetos 

normales (en los que en ningún caso se encontró negatividad con absorbancia cero).     

     

• El colágeno tipo II nativo a una concentración óptima de 100 ug/ml, se adicionó 

a placas multipozo en una solución de Tris ClNa (Tris: 0.05 M; ClNa: 0.2 M), a 

pH 7,4 y se incubó a 4ºC por una noche. 

• Se lavó 5 veces con PBS 0.15 M, pH 7,4. 

• Se incubaron los pozos con un volumen de 100 ul de suero por pozo, durante 

12 horas a temperatura ambiente, con leve agitación.  

• Se recuperó sobrenadante y se adicionó a otros pozos pegados con antígeno, 

repitiendo el proceso (reabsorción) y el sobrenadante se guardó a -20ºC. 

 
Control de puntos críticos en la reacción cromogénica. 

 
El cromógeno empleado en la medición de la actividad de peroxidasa HRP fue la 

tetrametilbenzidina (análogo no cancerígeno de la benzidina (TMB), Microwell 

peroxidase substrate System, TMB solution for ELISA), en cuya reacción de cambios 

de color actua como donante de electrones, siendo el peróxido de hidrógeno el 

sustrato enzimático de la peroxidasa.     

 

 

     
  
Catálisis y reacción enzimática de la oxidación de TMB, donde actúa como donador de 
electrones durante la reducción de H2O2 a H2O catalizada por actividad enzimática. 
 

Durante esta reacción, hasta la medición de la absorbancia, se reconocen dos eventos  

ajenos a la reacción que en los que se puede generar densidad óptica medible por 

espectrofotometría: Por un lado, la actividad de peroxidasa endógena, que es 

necesario ser excluida cuando se emplea HRP como marcador de anticuerpos. Las 

TETRAMETIL          H2O2                 H20                   BENZIDINA 
 
BENZIDINA                      OXIDADA 
                       

     HRP 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

61

células sanguíneas de la serie polimorfonucleares que de alguna forma contaminan el 

suero obtenido, mantiene su actividad peroxidasa temporalmente (Peroxidase model 

systems). Por otro lado, los eritrocitos  lisados determinan la variación del color normal 

del suero por la presencia de hemoglobina. Esta molécula metaloprotoporfirinica 

genera coloración roja al capturar oxígeno la que pude determinarse 

espectrofotometicamente a 560 nm. La interferencia básicamente se relaciona con la 

Hb residual presente durante la reacción enzimática de HRP (cuya estructura también 

es protoporfirinica) con sus co-sustratos TMB/H2O2, (Lindsay S. et al, 2001). Estas 

interferencias fueron evitadas o controladas en este trabajo mediante el uso de sueros 

no hemolisados y por la introducción de un suero control en diferentes diluciones y 

controles sin conjugado y sin cromógeno.   

 

 

iii. Determinación de anticuerpos anti-membrana sinovial por 
Inmunofluorescencia Indirecta. 

 
Inmunofluorescencia Indirecta. 
 
En este trabajo se montó la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta con tejido 

sinovial humano. Para esto, se estandarizaron los siguientes puntos: 

 

a. El lavado del tejido que permite la eliminación de Inmunoglobulinas del donante 

del tejido depositadas en el espacio extravascular, que por ser de origen 

humano pueda reaccionar con el conjugado IgG anti−IgG humano Fluoresceína, 

generando fluorescencia inespecífica. 

b. Las diluciones del suero a ser utilizadas para detectar niveles de fluorescencia 

que eviten por exceso fluorescencia inespecífica o insuficiencia de este 

reactante. 

c. Las diluciones óptimas del conjugado IgG anti−IgG Humano – Fluoresceína. 

d. Obtención de suero control negativo. 
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Obtención del tejido.  
 
El tejido sinovial articular humano, fue obtenido de un paciente que se sometió a 

reemplazo de la articulación de la cadera, por una prótesis. La biopsia obtenida según 

técnicas quirúrgicas convencionales fue guardada en un frasco con PBS estéril a – 

20ºC. 
 
Eliminación de inmunoglobulinas de depósito en tejido sinovial mediante 
lavados. 
 

Debido a la posibilidad de que en el tejido sinovial pueda existir inmunoglobulinas  

depositadas en el espacio extravascular, se sometió el tejido a lavados sucesivos con 

buffer acetato. Este procedimiento, que se realizó sobre el corte de tejido extendido en 

el portaobjetos, requiere que la fijación no incluya la presencia de calor o de agentes 

químicos que desnaturalicen proteínas y precipiten las inmunoglobulinas del tejido, 

imposibilitando su remoción. De esta forma al no poder utilizar calor ni acetona se 

ensayo la utilización de una serie de sustancias que hagan que el tejido se adhiera sin 

despegarse de la placa de vidrio y conserve su estructura. El lavado de las muestras 

fue realizado con PBS pH 7.4 y Buffer acetato (BA) pH 3.5; este último para la 

eliminación de inmunoglobulinas que, además de estar depositadas, puedan estar 

fijadas en tejido sinovial, permitiendo así que estas al modificar levemente su 

estructura terciaria disminuyamos su afinidad por el pH ácido y se despeguen de los 

antígenos, en caso de que estuvieran formando inmunocomplejos en los tejidos (Weir 

M, 1996). 

Se realizó un ensayo multivariable en el cual se consignan diferentes números de 

lavados en tejido fijado con diferentes agentes de pegado. También se varió el buffer 

de lavado PBS (pH 7.4) y buffer acetato (pH 3.5), la tabla 3 muestra el diseño 

mencionado. En todos los casos se examinó la presencia de los tejidos en el 

portaobjetos y después la presencia de fluorescencia inespecífica remanente de la 

adición del conjugado IgG anti−IgG humano – fluoresceína, sin suero.   
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Numero de lavados. 

Ninguno 20 lavados 30 lavados 40 lavados 80 lavados 

Sustancia. 

BA PBS BA PBS BA PBS BA PBS BA PBS

Ninguna.           

Ovoalbúmina           
Goma liquida            

          
          
          

Goma Arabiga 
50% 
25% 

             10% 
5%.           

Bálsamo de Canadá           

 
Tabla 3 Diseño experimental multivariable para la estandarización del pegado del tejido en el portaobjetos 
para la Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. PBS Buffer fosfato salino a pH 7.5; BA Buffer de 
acetatos a pH 3.5. 
 
Determinación de las diluciones óptimas del suero y del conjugado 
fluoresceinado. 
 

Se realizó un ensayo multivariable con diluciones seriadas de ambos reactantes para 

definir tanto la dilución óptima del suero, como la del conjugado. Para esto se utilizó un 

pool de sueros de personas con títulos altos de anticuerpos Anti−CCP.  

Las diluciones para determinar la concentración óptima de sueros fueron: 1:20; 1:100 y 

1:200. Las diluciones para determinar la concentración óptima de conjugado fueron: 

1:100; 1:200 y 1:400. 
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Preparación del  suero control negativo. 
 
En consideración a que el suero de personas sanas en ensayos previos contra 

colágeno tipo II, daba niveles de absorbancia relativamente elevados y ante la 

incertidumbre sobre la probabilidad de la existencia de anticuerpos anti-membrana 

sinovial con niveles “normales” en el conjunto de la población o, alternativamente, ante 

la eventualidad de que esto solo ocurra en algunos sujetos que, precisamente, son los 

controles usados, se procedió a obtener sueros verdaderamente negativos, esto es, 

exentos de anticuerpos anti−membrana sinovial, a través de procedimientos de 

absorción.  

   

Para esto se utilizaron sueros de personas en las que se les determinó anticuerpos 

anti-CCP positivos y negativos. Para el ensayo se utilizaron las concentraciones 

óptimas de suero y conjugado,  determinados preliminarmente. 

 

Como control positivo se utilizó un pool de sueros anti-CCP (+) con mayor o igual 

concentración de anticuerpos anti-CCP que el control positivo del kit (Euro-

diagnostica), teniendo en cuenta la posibilidad de que los antígenos que se encuentran 

en membrana sinovial sean los que hayan sufrido el proceso de citrulinización 

(Vossenaar et al, 2003; Masson-Bessiere C. et al, 2001). 

 

Para la preparación se suero absorbido exento de inmunoglobulinas anti-membrana 

sinovial, el  pool de sueros de sujetos aparentemente sanos, procesado siguiendo el 

siguiente protocolo: 

 

• El tejido sinovial de la muestra obtenida según procedimientos citados en la 

página 60, se corto en trozos pequeños con bisturí. 

• Se adicionó 400 ml de PBS. 

• El material fue sometido a homogenización en una jeringa de vidrio hasta 

conseguir un aspecto homogéneo. 
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• Se colocó la suspensión en un frasco estéril en el que se adicionó 400 ul del 

pool de sueros escogidos. 

• Se dejo en agitación toda la noche a temperatura ambiente. 

• Se centrifugó a 1500 r.p.m.  

• Se recuperó sobrenadante y se reinició el procedimiento con otro monto de 

tejido homogenizado y se guardo a -20ºC. 

 

Determinación de anticuerpos anti−tejido sinovial: procedimiento. 

 

• La muestra de tejido sinovial fue cortada con micrótomo de congelación con un 

grosor de 5 um. 

• Los cortes fueron pegados sobre un portaobjetos por calor. 

• Se dejó en cámara húmeda por 1 hora. 

• Se congeló a – 20ºC, hasta su uso. 

• Se dejó en cámara húmeda por 15 minutos. 

• Se lavó con PBS; el número de lavados fue establecido por un ensayo previo. 

• Se dejó secar. 

• Se fijó con metanol – acetona (v:v) por 30 minutos, sin dejar que el tejido se 

seque. 

• Se INCUBÓ CON SUERO de sujetos en estudio (en diluciones 

preestablecidas con PBS), por 30 minutos, a 37ºC, en un volumen de 30 ul por 

corte de tejido.  

• Se lavó con PBS 5 veces. 

• Se INCUBÓ CON DILUCIONES DE CONJUGADO (anti-inmunoglobulina 

humana marcada con isotiocianato de fluoresceína (MP Biomedicals)) en PBS, 

por 30 minutos, 37ºC, a un volumen de 30 ul por corte de tejido.  

• Se lavó con PBS, 5 veces.  

• Se incubó con azul de Evans, por 5 minutos. 

• Se lavó con PBS, 5 veces. 
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• Se observó en un microscopio de fluorescencia (Olimpus). La observación al 

microscopio fue efectuada dentro de los treinta minutos después del último 

lavado *.   

 

iv. Otros Marcadores. 

Se realizaron las técnicas convencionales para determinar la concentración de Factor 

Reumatoide (Test de aglutinación, Human), determinación de la concentración de 

Proteína C Reactiva (Test de Aglutinación, Human) y la velocidad de 

Eritrosedimentación (Método de Westergren). Estas pruebas no fueron parte 

sistemática de este estudio y solo se practicó en algunos sujetos de acuerdo a la 

demanda de los especialistas. 

 
d. Análisis estadístico. 
 

El Test Kruskal - Wallis fue usado para comparar los grupos de estudio. 

El T de student  fue usado para examinar diferencias entre los grupos (modos) 

encontrados en los perfiles de distribución de los sujetos de estudio. p menores de 

0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 

Se utilizó regresión lineal para conocer la correlación entre los grupos de estudio.   

Se utilizó el programa estadístico SPSS 12.0 de Windows para la realización de los 

gráficos, en los que construyeron las curvas de densidad – frecuencia de Kerner.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*Dificultades de orden técnico impidieron contar con imágenes fotográficas en este trabajo.  
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V. RESULTADOS. 
 

i. Determinación de anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado (Anti-CCP) por 
ELISA indirecto.  

 

La citrulinización es un proceso por el cual se convierte residuos de arginina a 

residuos de citrulina a través de una modificación de deimidación post-transcripcional 

modulado por una enzima Ca++ dependiente la Peptidil arginina deimidaza PAD 

(Vossenaar E. et al, 2004, 2003). Este proceso se lleva a cabo en proteínas presentes 

en las articulaciones y puede ser el posible mecanismo de la inducción de 

autoinmunidad en la respuesta de las células T CD4+ en procesos artritogénicos como 

la Artritis Reumatoide (Así, la formación de anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado 

es considerado como un marcador temprano de la enfermedad, por su alta 

sensibilidad y especificidad. 

 

En la figura 7 se observa la determinación de anticuerpos Anti-CCP en los tres  grupos 

de estudio. En los pacientes con Artritis Reumatoide de una población de 40 sujetos 

estudiados solo 22 (55%) presentaron positividad para Anticuerpos Anti-CCP; 18/40 

(45%) fueron diagnosticadas como Artritis Reumatoide con base en criterios clínicos 

pero no presentaron positividad para anticuerpos anti-CCP.  

  

En  los Pacientes con Artralgias inespecíficas no compatibles con Artritis Reumatoide y 

en personas aparentemente sanas, ninguno presentó anticuerpos Anti-CCP. Lo 

anterior muestra que es altamente específico pero poco sensible. Los niveles de 

anticuerpos anti-CCP fueron muy variables en los sujetos estudiados (entre 25 UI/ml y 

2130 UI/ml).    
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• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (+). 
• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (-). 

 
Figura 7. Determinación de Anticuerpos Anti-CCP, en los tres grupos de estudio (Artritis Reumatoide, 
Artralgias no compatibles con Artritis Reumatoide, y otro tipo de artralgias no compatibles con las 
Reumatológicas). 
 

El promedio de la población positiva para anticuerpos anti-CCP (excluyendo a los 

negativos) es de 329.7UI/ml  y una desviación estándar de 477.85.  

La figura 8 muestra que en la distribución de Anticuerpos Anti-CCP con títulos 

mayores a 25 UI/ml, en pacientes con Artritis Reumatoide, se discrima claramente dos 

poblaciones, un modo mayor esta cerca de 400 UI/ml, pero hay sujetos con valores 

superiores a 2200 UI/ml que corresponden al modo menor, sin embargo, existe una 

tercera curva extensamente solapada con la de menores títulos. 
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Figura 8. Curva de distribución de frecuencia de Anticuerpos anti-CCP, en pacientes con Artritis 
Reumatoide con anticuerpos anti−CCP positivo. 
 
 
 
ii. Estandarización de Procedimientos para la determinación de anticuerpos 

anti-colágeno tipo II nativo por ELISA indirecto. 
 

Los linfocitos B juegan un rol importante en el desarrollo del ataque y la severidad de 

reactividad autóloga de las Enfermedades Autoinmunes, en de especial aquellas 

mediadas por la formación de complejos inmunes circulantes o inmunocomplejos 

(hipersensibilidad tipo III), como ocurre en la Artritis Reumatoide.  

 

En esta enfermedad se produce un proceso de selección pre-inmune de Linfocitos B, 

que tienen acceso a epítopes artritogénicos en la superficie intacta de tejido 

cartilaginoso (Schulte S. et al, 2000; Nandakumar K. et al, 2004). En estudios 

experimentales se ha comprobado la síntesis de autoanticuerpos por los Linfocitos B 

hacia epítopes artritogénicos de colágeno tipo II y hacia segmentos aminoacídicos de 
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IgG. (Hanly W. 1994; Lynn R. et al, 1995; Edward F. et al, 1996; Chang J. et al, 1998 ; 

Morris H. et al, 1999; Schulte S. et al, 2000; Nandakumar K. et al, 2003, 2004). La 

determinación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo es, por lo tanto, un 

procedimiento para examinar el proceso artritogénico. 

Para evaluar esta respuesta se desarrollo y estandarizó los diferentes pasos para el 

ensayo inmunoenzimático. En este capítulo se muestra, en inicio los resultados de 

dicho proceso de estandarización.  

 
a. Estandarización de Procedimientos. 
 
Para poder evaluar con suficiente certidumbre la presencia de anticuerpos contra 

colágeno tipo II nativo, (también contra estructuras de la sinovial articular y tejidos 

asociados), en este trabajo se desarrollaron procedimientos y se estandarizarón 

técnicas que permitieron su validación. Lo anterior responde a la necesidad de 

normalizar los protocolos que se ejecutaron con bioreactivos preparados en nuestro 

laboratorio y al requerimiento de contar con las concentraciones óptimas de reactantes 

y con procedimientos validados experimentalmente. En este marco, se muestra al 

inicio de este subcapítulo, los resultados de los procesos de estandarización ya que 

estos fueron parte importante del desarrollo de esta tesis. 

 

Determinación de las diluciones óptimas de los reactantes. 
 

Considerando que una proporción importante de los Péptidos cíclicos citrulinizados 

constituyen parte de las estructura de la proteína de colágeno  tipo II (Koivula M. et al, 

2007),  se estimo la posible existencia de una correlación entre anticuerpos anti−CCP 

y anti-colágeno tipo II nativo en los sujetos afectados. Tal posibilidad podía expresarse 

en los sueros con alto titulo de anticuerpos anti-CCP los cuales darían respuestas 

positivas para colágeno tipo II, Con este entendido se seleccionaron sueros con altos 

títulos de anti-CCP y con ellos se estandarizó la prueba para determinar tanto la 

concentración óptima de sueros a ser utilizado en este estudio, como la concentración 

de conjugado. 
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El proceso de obtención de anticuerpos monoclonales conjugados con HRP 

(Horseradish Peroxidase) genera un producto altamente concentrado, por lo que se vió 

la necesidad de establecer ciertas consideraciones analíticas para su uso. Entre estas 

resalta el hecho de que el proceso de lavado, no garantiza ausencia de interacciones 

inespecíficas cuando se trabaja a elevadas concentraciones de conjugado. Para esto 

se realizaron diluciones a 10 X del conjugado IgG anti−IgG Humano-HRP, en 

búsqueda de la dilución óptima del mismo. 

 

La figura 9 muestra una relación de proporcionalidad entre la concentración del 

conjugado y la absorbancia obtenida en sueros en diferentes concentraciones. Se 

evidencia la existencia de interacciones inespecíficas a las diluciones 1/100 y 1/1000, 

que disminuyen gradualmente cuando se incrementa la dilución. Esta interacción se 

pone en evidencia también con la utilización de conjugado solo. A diluciones 1/10000 y 

1/100000 se tiene valores de absorbancias medios en la escala presentada, mientras 

que a dilución 1/1000000 para adelante las absorbancias son casi insignificantes en 

ambos grupos de sueros utilizados en las diferentes diluciones (sueros anti-CCP 

positivos y negativos). La concentración de conjugado adecuada se sitúa entre 

diluciones de 1:10000 y 1:100000 por lo que, para su uso en los siguientes pasos se 

preparó una concentración intermedia entre estos valores. 

 

En la figura 9 también se observa que la concentración de suero adecuada para la 

determinación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, por la linearidad obtenida, es 

la dilución 1:100. No se ensayaron diluciones mayores a 1:100 debido a que en 

ensayos previos  se encontró ausencia de reactividad a mayor dilución.   
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Estandarización de diluciones de suero y conjugado 
para ELISA anti colágeno tipo II
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C 1/100 Anti CCP(+)
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Figura 9. Para evitar las interacciones inespecíficas por exceso de reactantes se determinó la relación 
de diluciones de Conjugado HRP Ac. Anti-Fc Humano, la dilución de Suero Humano-Ac. Anti CCP (+). 
Las diluciones de los sueros humanos fueron 1/10, 1/30 y 1/100 (A, B y C son sueros con títulos altos 
de anticuerpos anti-CCP). La interacción Ac séricos – conjugado HRP Ac. Anti-Fc humano se detectó 
por ELISA indirecto cuantificado en Lector de Microplacas multipozo a 450 nm. Se observa una relación 
de suero humano y conjugado de carácter proporcional. 
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En la figura 10 se evidencia que a la concentración de 1/10000 existen títulos altos en 

los sueros absorbidos y en los casos con solo el conjugado. En cambio a la dilución 

1:32000 se aprecia diferencias entre sueros positivos, sueros negativos, absorbidos y 

solo conjugado.    
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Figura 10. Determinación de las absorbancias obtenidas con diluciones intermedias de Conjugado HRP 
Anticuerpo Anti−Fc Humano, con sueros de anticuerpos anti−colágeno tipo II nativo de títulos altos y 
bajos y suero reabsorbido. La dilución del suero humano fue 1:100. La interacción Anticuerpos séricos – 
conjugado HRP Ac. Anti−Fc humano se detectó por ELISA indirecto cuantificado en Lector de 
Microplacas multipozo a 450 nm. Se observa que a la dilución 1:10000 no existen diferencias claras 
entre sueros de alto y bajo títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo. En la dilución de 1:32000 
se aprecia diferencias evidentes. 
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Para normalizar el proceso de dosificación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, 

se tuvo la necesidad de contar con un control negativo adecuado para lo cual se uso 

pool de sueros de personas aparentemente normales, en las que se determinó 

previamente anticuerpos anti-CCP los cuales presentaron títulos bajos. Este pool fue 

absorbido y reabsorbido para su uso.  La figura 11 nos muestra que el pool de sueros 

reabsorbidos puede ser considerado como control verdaderamente negativo en la 

determinación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo. Estimamos que este 

bioreactivo (suero total sin anticuerpos anti-colágeno tipo II) cuenta con todos los 

elementos propios del suero como la presión oncótica, densidad, etc. los que juegan 

un papel importante en la reacción antígeno anticuerpo; por tanto tiene un 

comportamiento mas consistente que la solución de BSA utilizada como control 

negativo en otros trabajos (Burkhardt H. et al, 2006; Mullazehi M. et al, 2007). Sin 

embargo, el hecho de que los sueros reabsorbidos  aparentemente contengan 

reactividad, no obstante a la absorción, se da por la presencia de interacciones 

inespecíficas entre la colágena y los anticuerpos, la cual sin embargo, es de 

proporciones muy escasas.    

                 

Determinación de pool de suero para la 
elaboración del  control negativo.
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Figura 11. Elaboración del control (-) para la determinación de anticuerpos anti−colágeno tipo II nativo. 
Se preparó un pool de sueros los cuales fueron sometidos a reabsorción con colágeno tipo II, a una 
concentración de 100 ug/ml, en movimiento por 12 horas; el suero reabsorbido fue sometido a este 
procedimiento en dos oportunidades. La dilución de suero para este ensayo fue de 1:100 y de 
conjugado 1:32000. 
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iii. Determinación de títulos anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo por ELISA. 
 

En este trabajo se determinaron los títulos (absorbancias) de anticuerpos anti-

colágeno tipo II nativo en los tres grupos de estudio. La tabla 4 muestra los promedios 

de edad en los grupos (Sujetos con Artritis Reumatoide y sujetos con artralgias 

inespecíficas) son muy similares 42.5 años, DE 15.03 y 48 años DE 13.7. El grupo de 

sujetos normales contaba con un promedio de edad de 27 años y una desviación 

estándar de 7.9. La mayor parte de los sujetos examinados en los tres grupos 

corresponden al sexo femenino (90%,  81% y 80% respectivamente). El primer grupo, 

que corresponde a pacientes con Artritis Reumatoide, diagnosticados según los 

criterios del American College of Rheumatology, dio un promedio de anticuerpos 

anti−colágeno tipo II nativo de 0.577, con una desviación estándar de 0.288. El 

segundo grupo representa a las pacientes que sufren dolores articulares inespecíficos 

no compatible con Artritis Reumatoide, presentando un promedio de anticuerpos anti-

colágeno tipo II nativo de 0.473 con una desviación estándar de 0.192. En el grupo de 

sujetos aparentemente  sanos presenta un promedio de 0.506 (densidad óptica), con 

una desviación estándar de 0.199.  
 
Tabla 4. Características de 72 pacientes con algún tipo de artralgias y sujetos normales en estudio (41).  
 

 

 

 

 

Sexo  
CLASIFICACIÓN 

 
No. 

 

Edad 
prom. 

 
D.S. 

F M 

Prom. Ac. 
Anticolag 

D.O. 

 
D.S. 

Prom. 
Ac. Anti 

CCP 
U.I. 

 
D.S. 

ARTRITIS 
REUMATOIDE 

 
40 

 
42.5 

 
15.03 

 
36 

 
4 

 
0.577 

 
0.288 

 
329.7 

 
477.8 

ARTRALGIAS 
INESPECÍFICAS  

 
32 

 
48.05 

 
13.7 

 
26 

 
6 

 
0.473 

 
0.192 

 
1.9 

 
2.045 

NORMALES  
41 

 
27.7 

 
7.9 

 
33 

 
8 

 
0.506 

 
0.199 

 
0 

 
0 
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La comparación entre grupos muestra que no existe diferencia estadística entre el 

grupo de sujetos con artralgias inespecíficas y el grupo de los normales (p 0.5 – 0.4). 

La comparación entre el grupo de Artritis Reumatoide y los normales no muestra 

diferencia estadística (p = 0.2), de la misma manera que lo que ocurre entre Artritis 

Reumatoide y sujetos con artralgias inespecíficas (p = 0.1 – 0.05). 

 

En la figura 12 se muestra los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo de 

todos los sujetos de los tres grupos. Se puede observar que en los grupo de sujetos 

normales y sujetos con artritis reumatoide existen una gran dispersión de títulos con 

algunos casos con niveles altos que sobrepasan una desviación estándar: 6/41 

(14.5%), aunque no existen sujetos con valores mayores a las dos desviaciones 

estándar. Semejante figura se presenta en los pacientes con artralgias no compatibles 

con AR ya que solo 4/32 (12.5%) presentan títulos altos, pero ninguno pasa las dos 

desviaciones estándar del promedio del grupo de sujetos normales.  

En el grupo de pacientes con Artritis Reumatoide se presenta un número mayor de 

sujetos con títulos altos de anticuerpos Anti-colágeno tipo II nativo,  11/40 (28%), que 

pasan una desviación estándar; entre estos, hay sujetos con niveles altos de 

Anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo que sobrepasan las dos desviaciones estándar 

8/40 (20%). Además se puede notar que en este grupo también hay sujetos con 

niveles bajos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo. 
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• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (+). 
• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (-). 
 

Figura 12. Determinación de Anticuerpos Anti−colágeno tipo II nativo, en los grupos de estudio (Artritis 
Reumatoide, Artralgias inespecíficas y los normales). No se observan diferencias entre los tres grupos. 
 

Por lo demás, es posible observar que, no obstante  a la dispersión de los datos, estos 

tienden a acumularse alrededor de ciertos valores. Para elucidar este hecho se 

elaboraron gráficas que muestran las frecuencias en el conjunto de los sujetos 

examinados y también en cada uno de los grupos.  
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Como se observa en las figuras siguientes se aprecia que cada grupo muestra un 

perfil de distribución totalmente diferente. Así en la Figura 13 del grupo de sujetos 

normales, se observa una curva bimodal, en la que el primer modo esta alrededor de 

0.2 (D.O.) y el segundo modo esta alrededor de 0.66 (D.O.), mostrando la existencia 

de un grupo de bajos títulos y otro de títulos mayores, lo que puede tener 

connotaciones importantes en su interpretación. Examinando la posibilidad de que 

ambos grupos (modos) sean diferentes, se realizó un análisis estadístico en el que 

ambos grupos se conformaron incorporando en cada uno a todos los sujetos que se 

incluyen en la curva proyectada (figura 13), La prueba t muestra que hay diferencia 

estadísticamente significativa (p < 0.001) entre los dos modos.  

 
Figura 13. Curva de densidad de los títulos de Anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en los sujetos 
normales, observándose dos modos, uno de títulos bajos y otro de títulos mayores. 
 

 

 

 

 

(Absorbancias) 
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Por su parte, en los sujetos con Artritis Reumatoide (Figura 14) también se aprecia, 

con mucha evidencia, la existencia de dos poblaciones, una de títulos bajos y otra de 

títulos altos que incluye el 20 % de sujetos y que supera las dos desviaciones estándar 

del promedio general. Los picos de ambos modos corresponden a 0.441 D.O. y 1.014 

D.O. que son drásticamente diferentes al perfil de los sujetos normales. Haciendo el 

mismo procesamiento de datos que el realizado para los sujetos normales, se 

encuentra también una diferencia estadísticamente significativa entre los dos modos (p 

<0.001). 

 
Figura 14. Curva de densidad de los títulos de Anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en los sujetos con 
Artritis Reumatoide. Se aprecia, la existencia de dos poblaciones, una de títulos bajos y otra de títulos 
altos que incluye el 20 % de sujetos y que supera las dos desviaciones estándar del promedio general. 
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En el grupo de sujetos que reportan Artralgias inespecíficas no compatibles con Artritis 

Reumatoide (Figura 15), la curva de distribución también es bimodal, con una 

distribución de frecuencias en la que el primer modo corresponde a títulos más altos 

que los sujetos normales (0.413 D.O. vs 0.346 D.O.). Existe diferencias 

estadísticamente significativas entre los dos modos (p < 0.05).  

 
Figura 15. Curva de densidad de los títulos de Anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en los sujetos con 
Artralgias inespecíficas. La curva de distribución también es bimodal, con una distribución de 
frecuencias en la que el primer modo corresponde a títulos más altos que los sujetos normales. 
 

Comparando las curvas de densidad de los tres grupos de estudio en conjunto (figura 

16) se observan diferencias lo que permiten definir perfiles propios para cada entidad 

patológica. Sin embargo, es importante subrayar que algunos grupos (modos) 

comparten su ubicación entre los tres grupos de estudio. Así, los sujetos normales y 

los que refieren artralgias inespecíficas tienen el modo de títulos elevados en la misma 

ubicación (pico 0.67). Igualmente, el modo de título bajo de las artralgias inespecíficas 

tiene la misma ubicación que el pico de títulos bajos de los artríticos (0.4 y 0.44); solo 

el pico mas bajo de los normales y el mas alto de los artríticos son de carácter 

específico no comparables entre grupos.   
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Figura 16.  Distribución de frecuencias de los resultados serológicos en los tres grupos de estudio. El 
título de los cortes (Cut−off) esta marcado con una línea café. Es puede observar que algunos grupos 
(modos) comparten su ubicación entre los tres grupos de estudio. 
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Evaluación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo como método de 
diagnóstico. 
 
El criterio empleado para conocer el valor diagnóstico de una prueba es evaluar su 

capacidad para distinguir una población enferma de otra población no enferma.  Este 

criterio es especialmente valioso en las enfermedades infecciosas. En el caso de las 

enfermedades Autoinmunes, se presentan dificultades por la imposibilidad de definir a 

la población normal. Las gráficas descritas antes muestran este hecho. No obstante lo 

anterior, la figura 16 donde se muestra la distribución en todos lo grupos, se asignaron 

varios puntos de corte (Cut-off). El primer punto de corte es de 0.22 D.O., el segundo 

punto de corte es de 0.52 D.O.y el tercer punto de corte es de 0.84 D.O. El primero 

corresponde al punto de intersección entre el pico mas bajo de los sujetos normales 

con los picos mas bajos de los sujetos con Artritis (Artritis Reumatoide y artralgias 

inespecíficas). El segundo corresponde al punto de intersección entre los picos de 

valores bajos de artríticos y los picos altos de los normales y los sujetos con artralgias 

inespecíficas. El tercero corresponde al punto de intersección entre los picos más altos 

de los normales y los sujetos con artralgias inespecíficas y el pico de títulos elevados 

de los sujetos con Artritis Reumatoide. 
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iv. Determinación de anticuerpos contra tejido sinovial por 
Inmunofluorescencia Indirecta. 

 
Estandarización de la prueba de inmunofluorescencia para la determinación de 
Anticuerpos Anti-membrana sinovial. 
 

En consideración a que una proporción importante de péptidos cíclicos citrulinizados 

constituyen parte de la estructura proteica de la membrana sinovial (Vossenaar E. et 

al, 2003), se estimó la posibilidad de una correlación entre anticuerpos anti-CCP y 

anticuerpos anti-membrana sinovial. Para determinar este hecho con la suficiente 

precisión se procedió a optimizar los procedimientos utilizados así como la 

concentración de bioreactivos.   

 
Estandarización del pegado del tejido al soporte de vidrio (portaobjetos). 
 
En ensayos preliminares para determinar las diluciones óptimas del suero y del 

conjugado, se encontró que la muestra se tejido sinovial en la que solo se adicionó 

Conjugado IgG Fluoresceína anti-IgG humana daba resultados positivos, lo que 

sugería la presencia de depósitos de IgG en tejido sinovial normal.  
 
Para evitar este hecho se sometió el tejido a lavados con buffer acetato a pH 3.5  y 

con PBS a pH 7.4 para eliminar la presencia de IgG humanas de depósito, y así evitar 

falsos positivos. Sin embargo, para lograr lo anterior era preciso fijar el tejido en el 

portaobjeto sin utilizar calor o fijadores químicos que alteren la estructura de la 

muestra y por tanto precipiten las inmunoglobulinas en el tejido, evitando su remoción. 

  

En la tabla 5 se aprecia los resultados del uso de diferentes agentes que ayudan al 

pegado del tejido al portaobjetos, ninguno de los agentes utilizados mostró eficacia 

para retener el tejido al portaobjetos cuando se efectuaba los lavados; entre las 

soluciones de lavado, se encuentra que el buffer de acetatos a pH 3.5 es él mas 

deletéreo en su efecto de despegado del material de vidrio. Ante esto, se optó por 

emplear el procedimiento físico que consiste en cambio de temperatura de – 20ºC (en 
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el micrótomo) a temperatura ambiente en el exterior y luego se guardo a – 20 ºC hasta 

su uso. Esto permitió un óptimo pegado sin el uso de reactivos químicos.  

En cuanto al lavado con buffer PBS o Buffer acetato pH 3.5 (para remover la unión de 

Anticuerpo-Antígeno y así las Inmunoglobulinas fijadas) se encontró que ambos 

disminuyen la fluorescencia inespecífica por lo que se decidió el uso de PBS que 

asegura tanto la liberación de Inmunoglobulinas como la preservación de la estructura 

antigénica.  
 
Tabla 5.   Determinación de la sustancia para el mejor pegado del tejido al portaobjetos. 
 
 

Numero de lavados. 

Ninguno 20 lavados 30 lavados 40 lavados 80 lavados 

Sustancia. 

BA PBS BA PBS BA PBS BA PBS BA PBS

Ninguna. √ √ † √ † √ † √ † † 

Ovoalbúmina √ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 
Goma líquida. √ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 

√ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 
√ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 
√ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 

Goma Arabiga 
50% 
25% 

             10% 
5%. √ √ † ‡ † ‡ † ‡ † † 

Bálsamo de Canadá √ √ √ √ √ √ √ √ † † 

 
 
√ Presencia de tejido, estructura conservada.   
† Ausencia de tejido. 
‡ Rastros de tejido. 
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En cuanto al número de lavados que asegura la eliminación de fluorescencia 

inespecífica se encontró que estos deben ser al menos 40 veces (figura 17).  
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Figura 17. Determinaciones del número de lavados, para la eliminación de fluorescencia inespecífica y 
remoción de depósitos de IgG en tejido sinovial, para la Inmunofluorescencia. El número de lavados 
para la eliminación de fluorescencia inespecífica es de 40 veces Los valores de fluorescencia son: 
 
1 = Negativo.  
2 = Rastro.  
3 = (+) fluorescencia leve.  
4 = (++) fluorescencia moderada. 
5 = (+++) fluorescencia elevada. 
6 = (++++) fluorescencia intensa. 
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Determinación de las diluciones adecuadas de suero y de conjugado para 
determinar la presencia de anticuerpos anti-membrana sinovial. 
 
La figura 18 muestra que la concentración óptima, para la determinación de 

anticuerpos anti-membrana sinovial, es una dilución de suero de 1:20 (absorbido) y de 

conjugado 1:200. En estas diluciones no existen indicios de fluorescencia inespecífica 

que puedan dar resultados falsos positivos.  
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Figura 18. Determinación de las diluciones del conjugado y del suero. Se usaron sueros Anti-CCP (+) 
como control positivo; como control negativo se uso un pool de sueros absorbidos. La concentración 
óptima, para la determinación de anticuerpos anti-membrana sinovial, es la dilución de suero de 1:20 y 
de conjugado 1:200. A la intensidad de fluorescencia se le asignaron los siguientes valores: 
1 = Negativo.  
2 = Rastro.  
3 = (+) fluorescencia leve.  
4 = (++) fluorescencia moderada. 
5 = (+++) fluorescencia elevada. 
6 = (++++) fluorescencia intensa. 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

87

Determinación de los niveles de anticuerpos anti-membrana sinovial.  
 
El tejido sinovial es el principal blanco de inflamación en la Artritis Reumatoide; este  

se expresa como un proceso que es el resultado del depósito de complejos inmunes y 

que se denomina sinovitis; este proceso es el principal responsable del daño tisular 

difuso en la articulación. Existe la posibilidad de que además de los fenómenos 

autoinmunes ya conocidos en la Artritis Reumatoide (IgM Anti-IgG, IgG anti-CCP, IgG 

anti-colágeno tipo II). El fenómeno inflamatorio induzca a la exposición de 

autoantígenos, desencadenando una respuesta autoinmune contra estructuras de la 

membrana sinovial, con la producción de anticuerpos anti-membrana sinovial 

(hipersensibilidad tipo II) y formación de nuevos complejos inmunes (hipersensibilidad 

tipo III) los cuales se depositaría en este tejido provocando un proceso inflamatorio 

que explica el daño sostenido y severo.    

 

Para examinar esta hipótesis de la población total estudiada se separaron al azar 70 

muestras (62%) en los cuales se determinó la presencia de anticuerpos anti-

membrana sinovial por inmunofluorescencia. 

 

La figura 19 muestra que en los tres grupos existen sujetos con anticuerpos anti- 

membrana sinovial. Sin embargo, los títulos tienen una distribución amplia, 

detectándose la existencia de Anticuerpos Anti-membrana sinovial con altos títulos 

solo en pacientes con Artritis Reumatoide 7/33 (21%), siendo dos personas de este 

grupo las que presentan la mayor intensidad de fluorescencia (++++), a diferencia del 

resto de los grupos. Un caso es una Artritis Reumatoide Juvenil con sero-negatividad 

para anticuerpos anti-CCP y el otro es una Artritis Reumatoide crónica.  

 

En los pacientes con artralgias inespecíficas solo 7/26 (27%) presentan anticuerpos 

anti-membrana sinovial pero en títulos bajos (solo rastros o una cruz).   
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Interesantemente en los casos normales, solo un sujeto mostró anticuerpos anti-

membrana sinovial (++), aunque debe destacarse que dicha persona presenta 

artralgias eventuales.   
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Figura 19. Determinación de anticuerpos anti-membrana sinovial en los tres grupos de estudio 
incluyendo a los normales. Se observa la existencia de Anticuerpos Anti-membrana sinovial con altos 
títulos solo en pacientes con Artritis Reumatoide, en los pacientes con artralgias inespecíficas presentan 
anticuerpos anti-membrana sinovial pero en títulos bajos (solo rastros o una cruz), interesantemente en 
los casos normales, solo un sujeto mostró anticuerpos anti-membrana sinovial. 

• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (+). 
• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (-). 
 

1= Negativo. 2 = Rastros. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
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La figura 20, muestra la curva de frecuencia que expresa la distribución de anticuerpos 

anti-membrana sinovial en el conjunto de los tres grupos de estudio, este presenta un 

domo principal que se encuentra cerca de uno, este valor corresponde a valores 

negativo en la Inmunofluorescencia. Pero se puede observar que existe un lomo 

pequeño al final que corresponde a pacientes con Artritis Reumatoide, que poseen 

títulos cualitativamente altos a diferencia del resto de los grupos de estudio. Uno de 

ellos corresponde a una Artritis Reumatoide juvenil y el otro caso es un Paciente 

diagnosticado de Artritis Reumatoide que no tiene una característica particular que la 

diferencie del resto del grupo. 

 

 

               
            
         
Figura 20. Curva de distribución de Anticuerpos anti-membrana sinovial. Se observa que existe un lomo 
pequeño al final que corresponde a pacientes con Artritis Reumatoide 
1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
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Presencia de Anticuerpos contra otras estructuras del tejido sinovial. 
 
En los tres grupos incluyendo los normales, se encontraron casos en los que se 

observa presencia de fluorescencia en la fibras de colágeno que conforman el tejido 

sinovial lo que se interpretó como existencia de anticuerpos Anti-colágeno tipo I en el 

suero. Los tres grupos de estudio presentan un patrón de distribución parecido (Figura 

21), aunque en los sujetos normales hay un número menor de sueros positivos (5/12).  
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Figura 21. Determinación de anticuerpos contra otras estructuras del tejido sinovial (presumiblemente 
anticuerpos anti-colágeno tipo I) en los tres grupos de estudio, incluyendo a los normales. Los tres 
grupos de estudio presentan un patrón de distribución parecido. 

• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (+). 
• Pacientes con Anticuerpos Anti-CCP (-). 

1= Negativo. 2 = Rastros. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
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Por su parte en los tres grupos se encontraron sueros que muestran fluorescencia en 

la membrana basal capilar, hecho que se interpretó como la posible existencia de 

sujetos con anticuerpos Anti-elastina. En los tres grupos se encontró el mismo patrón 

de distribución: existencia de casos con fluorescencia leve; en el grupo con Artritis 

Reumatoide es 12.5% (4/32), en el grupo de artralgias inespecíficas 3.8% (1/26).  

 
v. Niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo y su relación con datos 

clínicos. 
 
En la figura 22 se muestra los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo de 

sujetos normales en los que se indago sobre el consumo de cartílago en su dieta. En 

principio se puede observar que la mayoría de la población estudiada consume poca 

cantidad de cartílago en su dieta 24/41 (58%), muy pocos sujetos consumen una dieta 

rica en cartílago 5/41 (12%).  

Lo anterior parece indicar que la dieta no influye en los títulos de anticuerpos anti-

colágeno tipo II nativo, se observa títulos altos tanto en sujetos con una dieta pobre y 

rica como en aquellos que no consumen cartílago en su dieta. 
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Figura 22. Determinación de anticuerpos anti-colágeno tipo II en sujetos normales que ingieren cartílago 
dentro de su dieta. Se observa títulos altos tanto en sujetos con una dieta pobre y rica como en aquellos 
que no consumen cartílago, por lo que no influye en los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II 
nativo,  
 

La comparación entre grupos muestra que no existe diferencias estadísticas entre el 

grupo se sujetos con ingesta rica en cartílago y el grupo sin ingesta de cartílago (p> 

0.5). La comparación entre el grupo de los que no ingieren cartílago y los que ingieren 

poca cantidad en la dieta no muestra diferencia estadística (p>0.3), de la misma 

manera que lo que ocurre entre los sujetos con pobre ingesta de cartílago y los sujetos 

con rica ingesta de cartílago (p >0.5).  

 

La figura 23 muestra la curva de frecuencia de los títulos de anticuerpos anti-colágeno 

tipo II nativo en sujetos normales,  en los sujetos que tienen ingesta de cartílago dentro 

de su dieta. Los tres grupos presentan curvas bimodales levemente diferentes en 

cuanto a amplitud y altura pero no en ubicación en los niveles o títulos de anticuerpos.  
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Figura 23. Curva de frecuencias de distribución de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, en sujetos 
normales en relación a la ingesta de cartílago dentro de su dieta. Los tres grupos presentan curvas 
bimodales parecidas. 
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La comparación entre grupos muestra que no existe diferencias estadísticas entre el 

grupo de sujetos que recibió tratamiento con antiinflamatorios y el grupo de sujetos 

que no recibieron tratamiento (p > 0.5).  La comparación ente el grupo de sujetos que 

recibieron tratamiento con antiinflamatorios y el grupo que recibió tratamiento con 

inmunosupresores no muestra diferencia estadística (p > 0.1), de la misma manera no 

existe diferencia estadística ente los sujetos que recibieron tratamiento en base a 

inmunosupresores y ente los sujetos que no recibieron tratamiento (p > 0.2) (Figuras 

24, 25, 26). 

 

En la figura 24 se muestra la frecuencia en relación al título de anticuerpos anti-

colágeno tipo II nativo en el grupo de sujetos que recibieron tratamiento con base a 

antiinflamatorios, se observa una curva bimodal en la que el primer modo presenta una 

meseta y un segundo modo mas pequeño al final, lo que muestra la existencia de un 

grupo mayor de bajos títulos y otro pequeño de títulos altos. 
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Figura 24. Curva de frecuencia (densidad) de los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en 
sujetos que recibieron tratamiento con antiinflamatorios (AINES más corticosteroides). 
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Por su parte en los sujetos que recibieron tratamiento con inmunosupresores (figura 

25) se aprecia la existencia de una sola población de amplia distribución, solo con 

títulos bajos. 
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Figura 25. Curva de densidad de los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en sujetos que 
recibieron tratamiento con inmunosupresores (Metrotexato más corticoides). 
 
 
En el grupo de sujetos que no recibieron tratamiento (Figura 26), se observa una curva 

bimodal, con una distribución similar a la de los sujetos que recibieron tratamiento con  

antiinflamatorios. Pero el primer modo (títulos bajos) es alto y amplio, no presenta la 

meseta del grupo con tratamiento antiinflamatorio, también existe un pequeño modo al 

final que correspondería a los sujetos con títulos altos de anticuerpos anti-colágeno 

tipo II nativo: 
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Figura 26. Curva de densidad de los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en sujetos que no 
recibieron tratamiento.  
 

Comparando las curvas de densidad de frecuencia de los tres grupos (Figura 27), se 

observa importantes diferencias en la distribución, lo que permite definir perfiles en 

cada grupo según el tratamiento recibido, particularmente es factible diferenciar el 

grupo con tratamiento inmunosupresor que no tiene el modo de títulos altos, el cual sí 

se presenta en los otros dos grupos.  
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Figura 27. Curva de frecuencias de distribución de anticuerpos anti-colágeno tipo II, en sujetos que 
recibieron tratamiento con antiinflamatorios, con inmunosupresores o que no recibieron tratamiento.  
 

Comparando las curvas de frecuencia (densidad) de la evolución de los sujetos de 

estudio (Figura 28), se observa importantes diferencias en la distribución, lo que 

permite definir perfiles en cada grupo, La curva de distribución de evolución excelente  

presentan una distribución amplia que incluye un primer modo amplio y alto de títulos 

bajos, un segundo modo pequeño al final de títulos altos. Esta figura también se puede 

observar en los sujetos con evolución buena pero algo mas acentuada. La curva de 

distribución del grupo de evolución regular presenta una distribución bimodal simétrica 

(el primero alrededor de 0.5 D.O. y el segundo alrededor de 1.2).   
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Figura 28 Determinación de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, en dos grupos de estudio (Artritis 
Reumatoide y Artralgias inespecíficas) y su relación con la evolución no encontrándose diferencias en 
los títulos de anti-colágeno tipo II nativo. 
 
 

vi. Correlación entre los niveles de anticuerpos contra diferentes 
autoantígenos en artropatías. 

 
Tomando en cuenta de que el colágeno puede ser sustrato de citrulinización por la 

enzima Peptidil arginina deimidasa (Vossenaar E. et al, 2004, 2003), se decidió 

evaluar la posibilidad de que los sueros de los sujetos con anticuerpos anti-CCP 

también reconozcan al colágeno como antígeno. Para esto se examinó la correlación 

entre los niveles de anticuerpos contra ambos antígenos. Se encontró que existe una 

leve correlación entre los niveles de anticuerpos anti-CCP y Anticuerpos Anti-colágeno 

tipo II nativo, como se observa en la figura 29. Puede apreciarse también que al 

menos cuatro sujetos tienen títulos de anticuerpos anti-CCP y anti-colágeno tipo II 

mayores a una desviación estándar.  
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Figura 29. Correlación entre anticuerpos anti-CCP y Anticuerpos Anti-colágeno tipo II nativo. 
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Igualmente la correlación entre los anticuerpos Anti-CCP y Anticuerpos anti-membrana 

sinovial es muy leve (Figura 30). Solo tres pacientes presentan anticuerpos anti-CCP y 

Anti-sinovial positivos. 4 presentan anticuerpos anti-membrana sinovial positivos pero 

Anticuerpos Anti-CCP negativos; y 12 no presentan anticuerpos anti-membrana 

sinovial, pero si tienen Anticuerpos Anti-CCP positivos. 
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Figura 30. Correlación entre anticuerpos anti-sinovial y anti-CCP. 

1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
 

 

 

 

 

 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

101

En los referente a la posibilidad de que los anticuerpos anti-CCP reconozcan péptidos 

citrulinizados en el colágeno tipo I. Se examinó la correlación entre ambos parámetros 

(Figura 31). Se observó que no existe correlación significativa entre los anticuerpos 

anti-CCP y Anticuerpos anti-colágeno tipo I, aunque puede observarse una leve 

tendencia de correlación negativa.      
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Figura 31. Correlación entre anticuerpos anti-colágeno tipo I y anti-CCP. 

1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
 

         
 

 

 

 

 

Anticuerpos Anti-CCP (Log de UI/ml) 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

102

En referencia a la relación de anticuerpos anti-elastina y otros parámetros, el hecho de 

que los casos positivos se caracterizan por una fluorescencia intensa y no existe casos 

de sueros con fluorescencia de intensidad intermedia, impide hacer una correlación 

estadística adecuada. Sin embargo se puede inferir una ausencia de correlación ya 

que existen sujetos con títulos elevados de anticuerpos anti-CCP que son negativos 

para anticuerpos anti-sinovial y también existen casos que presentan lo contrario, es 

decir, sujetos con títulos bajos de anticuerpos anti-CCP y positivo para anticuerpos 

anti-elastina (Figura 32).  
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Figura 32. Correlación entre anticuerpos anti-elastina y anti-CCP. 

1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
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Por otra parte se evidenció que no existe correlación significativa entre anticuerpos 

anti-membrana sinovial y anti-colágeno tipo II (figura 33). Solo se observó una leve 

tendencia a una correlación negativa. 
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Figura 33. Correlación entre anticuerpos anti-membrana sinovial y Anticuerpos anti-colágeno tipo II. 

1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
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Tampoco existe correlación entre los anticuerpos anti-colágeno tipo I y Tipo II (Figura 

34), solo se aprecia una muy leve tendencia negativa, por la existencia de títulos altos 

de anticuerpos anti-colágeno tipo I en sujetos con títulos bajos de anticuerpos anti-

colágeno tipo II. 
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Figura 34. Correlación entre anticuerpos anti-colágeno tipo I y Anticuerpos Anti-colágeno tipo II. 

1= Negativo. 2 = Rastro. 3 = (+). 4 = (++). 5 = (+++). 6 = (++++). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

105

VI. DISCUSIÓN.  
 

Los procesos autoinmunes caracterizados por la afectación del aparato locomotor 

incluyen, entre sus componentes patogénicos, la existencia de fenómenos fibrosantes 

de diferente magnitud. Tales fenómenos parecen estar asociados a la existencia de 

reactantes autoinmunes contra el colágeno y contra otros componentes de los tejidos 

afectados. En el caso de las artropatías, particularmente la Artritis Reumatoide, este 

componente autoinmune aún no ha sido dilucidado en toda su magnitud. Sobre la 

base de los antecedentes que asocian la existencia de anticuerpos contra estructuras 

en las que participa el colágeno y conduce al daño articular. En este trabajo, se han 

desarrollado procedimientos, que condujeron a la exploración de la respuesta de 

anticuerpos contra diferentes autoantígenos de la estructura articular.  

Para esto, en principio, se montaron procedimientos de análisis inmunológico que 

permitieron evaluar los niveles de anticuerpos contra colágeno tipo II nativo y contra 

otras estructuras articulares. En este orden, se procedió a implementar de manera 

controlada las técnicas de ELISA e Inmunofluorescencia Indirecta contra colágeno tipo 

II y contra  tejido sinovial, respectivamente.  

 

Se conoce que la determinación de anticuerpos anti-péptido cíclico citrulinizado (anti-

CCP) tiene un importante valor diagnóstico; sobre esta base, se propuso en principio 

utilizar esta técnica para la selección de los sujetos de estudio. Para la determinación 

de anticuerpos anti-CCP se uso un Kit comercial*, el cual estaba estandarizado y 

validado previamente. No obstante se procedió a su validación en nuestro laboratorio.  

Los resultados encontrados muestran que este procedimiento es reproducible y 

alcanza suficiente precisión.  

 

 

 

 

 

 

* Los reactivos para la determinación de anticuerpos anti-CCP utilizados corresponden a la primera 
generación (Nº catálogo RA 96-RT, Euro-Diagnóstica), los anti-CCP de segunda generación no 
fueron utilizados en este trabajo en vista de que un número significativo de pacientes ya habían sido 
estudiados con el primer tipo de reactivo, para lograr un numero representativo de sujetos que 
permita un análisis estadístico adecuado se continuo utilizando los reactivos de primera generación. 
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Varios estudios muestran una importante especificidad de los anticuerpos Anti-CCP 

para el diagnóstico de Artritis Reumatoide; esta es mayor a 89% según Simón M. et al 

(1993), Schellekens GA. et al (1998), Goldbach-Mansky R. et al (2000), Schellekens 

GA. et al (2000), Bizzaro N. et al (2001), Suzuki K. et al (2003), Rantapäa-Dahlqvist S. 

et al (2003), Van Gaalen F. et al (2004), Lundberg K. et al (2005) y Van der Helm – van 

Mil A. et al (2005).  

Este hecho se da, no obstante que, existen otras patologías inflamatorias de 

naturaleza similar (Avouac J. et al, 2006) y que en muchas ocasiones involucran a los 

tejidos articulares, ya que la citrulinización es un fenómeno dependiente de la 

existencia de enzimas que se expresan como efecto de la existencia de señales 

inflamatorias (TNF α, IL-1) y que se regula por la presencia de estrógenos (lo que 

explicaría la mayor incidencia de estos anticuerpos en mujeres).  

 En cambio la sensibilidad, tiene una variación mayor y va desde el 33,7% al 87,6% 

según diferentes autores (Simón M. et al, 1993; Schellekens GA. et al, 1998; 

Goldbach-Mansky R. et al, 2000; Schellekens GA. et al, 2000; Bizzarro N. et al, 2001; 

Rantapra-Dahlqvist S. et al, 2003; Suzuki K. et al, 2003). En nuestro trabajo hemos 

encontrado que de los pacientes que presentaban signosintomatología propia de la 

artritis reumatoide, según los criterios del American College of Rheumatology, solo el 

50% dieron resultados positivos para este biomarcador (títulos mayores a 25 UI/ml). 

Estos resultados son similares a los de Raza K. et al, 2005 quienes encuentran 

también el 50%.  

Por lo anterior, todos lo sujetos anti-CCP positivos fueron incorporados en el grupo de 

Artritis Reumatoide (compatibles o no con los criterios del American College of 

Rheumatology) en este sentido según, este criterio, los sujetos con artritis 

inespecíficas y los testigos normales fueron siempre negativos. Los niveles de 

anticuerpos anti-CCP en artríticos, expresados como UI/ml * (montos equivalentes al 

título de anticuerpos anti-CCP), mostraron una amplia dispersión (X=329.68 UI/ml; 

rango 0–2130 UI/ml; DE=477,85 UI/ml), estos datos incluyen a 18 sujetos con anti-

CCP negativo (dos sujetos con 16 UI/ml y dos sujetos 4 UI/ml; el resto = 0 UI/ml).  

 

* Kit comercial Euro-Diagnotica. 
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Si excluimos los sujetos que dieron = 0, el promedio es 597,4 UI/ml, el rango es 65.6 – 

2130 UI/ml y la DE es 507,1 IU/ml lo que muestra una variación importante; esta 

diferencia de valores a primera vista parece no tener un significado claro; sin embargo, 

si se examina cuidadosamente la distribución de los niveles a lo largo del rango se 

observa un importante agrupamiento alrededor de 329 UI/ml y solo algunos casos 

alcanzan valores significativamente altos. Tal es el caso de una paciente con Artritis 

reumatoide con títulos extremadamente elevados (2130 UI/ml), los cuales se 

mantienen no obstante estar recibiendo tratamiento inmunosupresor.  

 

Esto podría indicar que el nivel de anticuerpos no correlaciona con la diferente 

reactividad tisular. En este orden, se conoce que los anticuerpos anti-CCP se presenta 

en niveles elevados en periodos tempranos de la enfermedad, sin embargo, en 

nuestro trabajo hemos encontrado sujetos que mantienen títulos altos, no obstante 

cursar en fases tardías y con tratamiento inmunosupresor. 

 

En la pretensión de indagar sobre la naturaleza de la reactividad contra el colágeno 

tipo II (articular) la parte central de este trabajo consiste en la evaluación de la 

respuesta inmunológica contra este autoanticuerpo (Kim W. et al, 2000), en sujetos 

con Artritis Reumatoide, en comparación con sujetos con artralgias inespecíficas y con 

sujetos normales, Para esto se montó y estandarizó la técnica detección de 

anticuerpos séricos contra colágeno tipo II nativo. El procedimiento se inició con la 

obtención de cartílago nasal de buey y su preparación como bioreactivo para realizar 

un ensayo inmunoenzimatico. El procedimiento utilizado, y ya validado ampliamente 

(Weir M. et al, 1996) mostró adecuada eficacia y alto rendimiento. Asimismo, el 

manejo y dosificación fue altamente reproducible. De todos modos, se procedió a 

obtener en una ocasión un monto elevado (lote), que permita la utilización del mismo 

bioreactivo en todas las pruebas utilizadas.  

Para la detección de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, fue necesario 

estandarizar el procedimiento inmunoenzimático de modo que se pueda trabajar en las 

óptimas condiciones para lograr la reproducibilidad y la linearidad que asegure la 

confiabilidad de los resultados. Los aspectos que debieron normalizarse fueron 
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aquellos relacionados a la concentración de los reactantes, particularmente el 

conjugado IgG de Cabra, anti-Fc de IgG humana, acoplada a peroxidasa de rábano; la 

concentración de suero a ser utilizado y la preparación del suero control negativo. Para 

esto se realizaron pruebas con diferentes concentraciones (diluciones 

semilogarítmicas) de los dos primeros reactantes. Los datos obtenidos fueron 

procesados en matrices de concentración de datos y se logró conocer las diluciones  

óptimas, las cuales se utilizaron a lo largo de todo el trabajo. Es importante apuntar 

que las concentraciones encontradas están en el mismo orden de magnitud que las 

reportadas por diferentes autores (Burkhardt H. et al, 2006; Mullazehi M. et al, 2007). 

Para contar con un adecuado control negativo, fue necesario preparar un suero exento 

de anticuerpos puesto que la posibilidad de encontrar sueros negativos (reactividad = 

0) en sujetos sanos no era suficientemente alta. Evidentemente, resultados 

preliminares nos mostraron que el suero de gran parte de personas aparentemente 

sanas, reaccionan en ensayos inmunoenzimáticos, con el colágeno tipo II en 

diferentes niveles (la significancia de este hecho se discute mas adelante). En este 

orden la preparación del control negativo fue efectuada a partir de sueros negativos 

para anticuerpos anti-CCP de sujetos normales, los cuales fueron absorbidos con 

colágeno tipo II nativo, incubando  el pool de sueros en condiciones de cultivo por 

diferentes tiempos (12 y 24 horas), en placas multipozos a las que se adhirió este 

bioreactivo. Con este procedimiento se obtuvieron sueros con títulos anti-colágeno tipo 

II significativamente bajos; sin embargo, nunca pudo lograrse valores iguales a cero. 

Asumimos que este hecho puede deberse a la existencia de interacciones 

inespecíficas entre el colágeno tipo II y las inmunoglobulinas séricas. Es posible que 

por esta causa otros autores utilicen como control negativo una solución de Albúmina 

Sérica Bovina (BSA); sin embargo, estimamos que este compuesto no reúne todas las 

condiciones fisicoquímicas que otorga el suero para que se reproduzca 

adecuadamente la reacción antígeno-anticuerpo. 

Con estas condiciones se procedió a medir los niveles de anticuerpos anti-colágeno 

tipo II nativo (reportado en Unidades de Densidad Óptica U.D.O.) en sujetos con 

Artritis Reumatoide, en sujetos con artralgias inespecíficas y en sujetos normales. Fue 

interesante encontrar que en las tres poblaciones existían sueros positivos y 
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negativos, aunque los primeros se encontraban en mayor proporción en los artríticos. 

La distribución de los resultados era aparentemente similar en los tres grupos (el 

promedio en sujetos con Artritis Reumatoide es de 0.577 ±  0.288 D.O.; de los sujetos 

con artralgias inespecíficas es de 0.473 ± 0.192 D.O; de los sujetos normales de 0.506 

± 0.199 D.O). Lo anterior parecía en principio indicar que los niveles de anticuerpos 

anti-colágeno tipo II y su presencia no guardaban relación con los procesos articulares 

autoinmunes, al menos con los reportados en este trabajo. Sin embargo, una 

observación cuidadosa de la distribución de estos datos en lo referente al título, mostró 

que solo en el grupo de los sujetos con Artritis reumatoide existían sujetos con altos 

títulos, los cuales sobrepasaban las dos desviaciones estándar del promedio de los 

sujetos normales. Este hecho estaba ausente en los sujetos con artralgias 

inespecíficas. Lo anterior permitió poner en evidencia que los niveles de anticuerpos 

anti-colágeno tipo II se agrupaban alrededor de ciertos valores, tanto en los sueros de 

sujetos reumáticos como en los sujetos con artralgias inespecífica. Para poner en 

evidencia este hecho, se elaboraron curvas de frecuencia según el procedimiento de 

Kerner*. En principio se trazo una curva de distribución de frecuencias que incluya a 

los tres grupos en conjunto. Se pudo observar una gran curva de tipo gausseano con 

un pico máximo al rededor de 0.6 U.D.O. y otro pico menor alrededor de 1.04, este 

ultimo, interesantemente, correspondía exclusivamente a los sujetos con artritis 

reumatoide de alto título. 

Para evidenciar las diferencias entre los tres grupos se trazaron curvas para cada uno 

de ellos, lo cual permitió observar lo siguiente (figura 16): 

Los sujetos normales mostraron una distribución bimodal que consistía en un modo 

pequeño de títulos bajos (pico alrededor de 0.2) y un modo más amplio y alto de títulos 

mayores (intermedios alrededor de 0.66). Este hecho sugería la existencia de dos 

poblaciones de las cuales  la primera pareciera corresponder a los sujetos 

enteramente sanos  por la ausencia de reactividad para colágeno tipo II, y la segunda 

curva a los sujetos que no tienen expresión clínica pero pudieran tener reactividad 

detectable en el suero; de hecho, la anamnesis de estos sujetos reporta que 

precisamente en estos casos existía artralgias eventuales asociadas con episodios de 

enfriamiento de las extremidades (“humedad o frío ambiental extremo”). 

*Paquete estadístico SPSS, versión 12.0.
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En el caso de los sujetos con artritis reumatoide, también se encontró una curva 

bimodal cuyo primer modo esta alrededor de 0.441 D.O. y el segundo modo alrededor 

de 1.014 D.O.; analizando estadísticamente ambos modos eran significativamente 

diferentes (p<0.001). Lo anterior mostraba la existencia de dos poblaciones 

evidentemente distintas: la que reportaba alto título y la de título menor, esta última en 

los mismos niveles del modo mayor de los sujetos normales. El mismo tratamiento 

estadístico para los sueros de sujetos con artralgias inespecíficas mostró también una 

curva bimodal cuyos picos estaban alrededor de 0.4 y 0.68 D.O; el primer modo tenía 

un máximo con ubicación similar al del primer modo de los sujetos con Artritis 

Reumatoide, el otro modo de títulos mayores era muy similar al segundo modo de los 

sujetos normales (Figura 16). 

En resumen, en el conjunto de los sujetos estudiados se encontró: un pico de títulos 

muy bajos, alrededor de 0.2 D.O, solo observable en el  grupo de los sujetos normales; 

otro pico intermedio, alrededor de 0.441 D.O. que se encontraba en sujetos con Artritis 

reumatoide y sujetos con artralgias inespecíficas, un pico mayor que corresponde a los 

títulos elevados de los sujetos normales y los que padecen artralgias inespecíficas y 

por último un pico de niveles muy elevados correspondiente solo a los reumáticos 

(Figura 16).  

Lo anterior puede interpretarse como la existencia de poblaciones con diferentes 

títulos entre las cuales destaca el hecho de que el grupo de sujetos normales y el de 

los que tienen artralgias inespecíficas existen casos con títulos altos pero en ningún 

caso con títulos iguales o mayores a los del grupo extremadamente elevado existente 

entre los sujetos con Artritis Reumatoide. Esta población (inexistente en el grupo de 

Artritis Reumatoide) pudiera ser el reflejo de la existencia de sujetos predispuestos 

que, obviamente, ya no se los visibiliza en el grupo de los sujetos con Artritis 

Reumatoide. De la misma forma, en los sujetos con Artritis Reumatoide y sujetos con 

Artralgias Inespecíficas existe un pico intermedio que no se hace evidente en los 

sujetos normales y que pudiera significar la existencia de una población con la 

patología en curso en la que cantidades importantes de anticuerpos se encuentran 

depositados en el sitio de afectación, lo que explicaría la disminución de su título en 

suero.        
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El último pico, el más elevado que aparece exclusivamente en los sujetos con Artritis 

Reumatoide, parece ser una característica propia de ciertos sujetos con alta 

reactividad artritogénica. Interesantemente, se pudo encontrar que estos sujetos 

correspondían a aquellos en cuya evolución y tratamiento no se incluye el manejo de 

fármacos inmunosupresores; en otras palabras, todo indica que los sujetos con Artritis 

Reumatoide que no reciben esquemas terapéuticos con inmunosupresores muestran 

este perfil de altos títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II. Esto, por tanto, sugiere 

que los sujetos incorporados en el pico de títulos intermedios (sujetos con artritis 

reumatoide) son precisamente aquellos que han recibido tratamiento inmunosupresor 

y que por tanto no se les permitió tener títulos elevados o que si los tuvieron retornaron 

a los niveles intermedios, pero en ningún caso a la normalidad. En el caso de los 

sujetos con algun tratamiento (AINES, corticosteroides o inmunosupresores) estos 

muestran un perfil muy definido, no obstante que dichos sujetos tenian diferente 

antigüedad en el tratamiento. De hecho, el tiempo de tratamento no fue una variable 

examinada en este trabajo por las dificultades que signiica la obtenión de este dato. 

 

La elaboración de curvas de frecuencia en relación al título de anticuerpos, tienen en 

la inmunología una importante utilidad diagnóstica. Esto es particularmente importante 

en las enfermedades infecciosas, en las que los sujetos normales o no infectados (sin 

presencia microbiana en el medio interno), no forman anticuerpos y si estos existen 

están en niveles bajos que se expresan en una curva de frecuencia con un pico en 

títulos “dentro de lo normal”; la población de sujetos que tienen presencia microbiana  

activa y, por tanto, han formado anticuerpos séricos, expresa títulos elevados que 

configuran una curva cuyo pico esta alejado del pico de los sujetos normales 

(MacMaster 1983; Riegelman AK. et al, 1991). El punto de intersección (depresión) de 

estos picos se denomina cut-off y permite separar a ambas poblaciones, aunque 

también debe considerarse la existencia de una franja de incertidumbre en la que se 

incluyen sujetos que teniendo la enfermedad infecciosa tienen títulos similares al de 

los sujetos normales y también sujetos normales o que ya no cursan con la 

enfermedad que tienen títulos relativamente elevados. Con esta base teórica se buscó 

examinar si las curvas de frecuencia de los títulos de anticuerpos anti-colágeno tipo II 
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podrían ser útiles para diferenciar poblaciones de sujetos que cursan o no con la 

patología autoinmune en estudio. Como puede observarse en los resultados, es 

evidente la imposibilidad de trazar un cut-off que permita distinguir los sujetos con el 

padecimiento de los sujetos sanos ya que se encontraron curvas bimodales tanto en 

los sujetos aparentemente sanos como en los que padecían artropatías. Sin embargo, 

en este trabajo se planteo la posibilidad de sobreponer las curvas de las tres 

poblaciones y establecer “varios cut-off” en las depresiones observables (figura 16). 

Un primer cut-off se ubica alrededor de 0.22 D.O, este diferenciaría los sujetos sanos 

(“normales”) de los sujetos que tienen predisposición a desarrollar procesos 

autoinmunes. Otro cut-off (segundo) podría ubicarse alrededor de 0.51 D.O. que 

permite diferenciar entre los sueros con títulos intermedios de los de títulos elevados, 

estableciendo separación entre sujetos predispuestos y los sujetos que cursan con la 

patología. Un tercer cut-off a nivel de 0.84 D.O. que diferencia entre los sujetos que 

cursan con la enfermedad autoinmune de aquellos cuya reactividad autoinmunitaria 

mediada por anticuerpos anti-colágeno tipo II es muy alta y traduce las ausencia de 

procesos de inmunomodulación ya sean naturales (del propio organismo) o inducidos 

por fármacos (inmunosupresores). Pero considerando el levado grado de 

solapamiento entre las muestras de Artritis Reumatoide, artralgias inespecíficas y 

normales, la cantidad de falsos positivos o falsos negativos esperable será 

extremadamente elevada por lo que el ensayo sería de utilidad diagnóstica relativa. 

La presencia de efectores autoinmunes contra otras estructuras de los tejidos 

articulares ha sido planteada por diferentes autores (Mackay I. et al, 2004), 

particularmente en modelos experimentales (Cho Y, et al 2007). En patología humana 

no se ha reportado fehacientemente la presencia de este tipo de anticuerpos o células 

T, siendo mas bien de importancia destacada los complejos inmunes contra otras 

moléculas, los cuales se depositarían en la sinovial articular en el marco del 

mecanismo de la Hipersensibilidad tipo III: el tejido viene a ser un “blanco inocente”. 

Los antígenos que generan los complejos circulantes, que se depositan en la 

articulación pueden ser tanto de origen endógeno (IgG, DNA, etc) como exógenos 

(estructuras virales o bacterianas) (Kamradt T. et al, 1991; Klinman DM. et al, 1996; 

Perron H. et al, 1997; Tough DF. et al, 1997; Horwitz MS. et al, 1998; Cella M. et al, 
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1999; Abbas A. 2002; Infante-Duarte C. et al, 2000; Gourley M. et al, 2007). En el caso 

presente se propuso la búsqueda de anticuerpos contra otras estructuras articulares 

por Inmunofluorescencia Indirecta en los sueros de sujetos artríticos, de sujetos con 

artralgias inespecíficas y de sujetos normales. 

Para esto fue importante estandarizar los procedimientos, en la intención de lograr 

resultados que eviten, en lo posible, la aparición de falsos positivos y falsos negativos. 

Uno de los puntos críticos consistió en superar las dificultades que conlleva el hecho 

de trabajar en tejidos humanos puesto que, se sabe, existen inmunoglobulinas que 

están presente en cualquier tejido, como efecto del traslado de estas moléculas del 

suero a los tejidos aun cuando fuese en cantidades mínimas (trasudación fisiológica); 

estas inmunoglobulinas al reaccionar con el conjugado fluoresceína Ig anti-IgG 

humana produciría fluorescencia inespecífica. Para evitar esto, en los estudios 

utilizados para explorar autoinmunidad se usa habitualmente tejidos animales 

(modelos experimentales); sin embargo, en el caso presente fue de interés examinar la 

reactividad contra estructuras homólogas para eludir la posibilidad de que los 

autoanticuerpos no reconozcan epítopes que no son parte constitutiva de la estructura 

de los tejidos articulares heterólogos y si de las estructuras moleculares humanas – lo 

que explicaría, en parte, la escasez de reportes sobre la existencia de anticuerpos 

séricos contra sinovial y otras estructuras articulares, ya que en general estos se 

detectan utilizando tejidos animales. 

Para lograr lo anterior (trabajar con tejido homólogo) fue necesario implementar 

procedimientos que eliminen las inmunoglobulinas de los tejidos, por la evidente 

posibilidad, de que estas al reaccionar con el conjugado (anti-IgG humana marcada 

con isotiocianato de fluoresceína) generen resultados falsos positivos o, como ya se 

dijo, abundante inmunofluorescencia inespecífica. Para lograr este propósito se 

ensayaron técnicas de lavado del tejido que incluían la utilización de un Buffer ácido 

(acetatos, pH 3.5) para remover inmunoglobulinas particularmente aquellos 

anticuerpos que pudieran estar reaccionando (reacción antígeno-anticuerpo) con 

alguna estructura tisular. También se busco efectuar procedimientos de lavado de los 

cortes sobre el sustrato de vidrio sin que el tejido haya sufrido procesos de fijación 

químicos o físicos (solventes, formaldehído, calor) para evitar que las 
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inmunoglobulinas se precipiten y no puedan ser removidas aquellas cuya presencia en 

el tejido es incidental o que, por otro lado, se alteren los epítopes de las estructuras 

proteicas que se pretende detectar con los anticuerpos séricos. Los múltiples ensayos 

realizados, nos mostraron que es posible fijar los tejidos al sustrato de vidrio 

(portaobjetos) sin utilizar agentes físicos o químicos (pegamento o fijadores): en este 

caso se logró este propósito solamente aprovechando el cambio de temperatura: de 

congelación (-20ºC) a Temperatura Ambiente, lo cual permite que el tejido no se 

despegue con los sucesivos lavados. Por otra parte, se pudo también encontrar que es 

posible realizar la remoción de los anticuerpos inespecíficos con un buffer neutro 

(PBS, pH 7.4) sin acudir al buffer ácido (pH 3.5, que favorece el desprendimiento del 

tejido del portaobjetos), ya que en los resultados preliminares se encontró que el 

lavado con PBS elimina inmunofluorescencia inespecífica de manera satisfactoria. 

También fue importante conocer, la concentración óptima del conjugado a ser 

utilizado. Para esto se trabajo con diferentes concentraciones de modo que se alcance 

aquella que no genere inmunofluorescencia inespecífica por alta concentración del 

reactante, ni genere falsos negativos por ausencia de una concentración crítica. La 

concentración encontrada después de realizar varios ensayos y después 

satisfactoriamente utilizada fue de 1:400. También se procedió a determinar la 

concentración óptima del suero a ser examinando; para esto se utilizaron otros 

ensayos con diferentes concentraciones y se utilizó un suero control negativo, cuya 

preparación fue llevada a cabo con absorciones sucesivas en presencia de fragmentos 

de tejido sinovial e incubaciones a temperatura ambiente y agitación constante. Con 

este suero control, que estaba exento de anticuerpos que dieran fluorescencia 

inespecífica, se realizaron los experimentos que dieron lugar a la determinación de la 

concentración óptima de suero y de conjugado.  

Los resultados de la investigación de autoanticuerpos por inmunofluorescencia 

indirecta muestran que tanto en los grupos de sujetos con artritis reumatoide como en 

sujetos con artralgias inespecíficas y los sujetos normales, se presentan casos con 

evidente inmunofluorescencia positiva para algunas estructuras. Sin embargo, estas 

son más evidentes y se presentan en mayor número en sujetos con Artritis 

Reumatoide (21%). No contamos con una explicación clara sobre la existencia de 
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casos de anticuerpos anti-membrana sinovial, presumiblemente anti-colágeno tipo I y 

anti-elastina en algunos casos de sujetos normales y, excluyendo la posibilidad de 

fallas procedimentales, solo queda proponer la existencia eventual de fenómenos 

autoinmunes sin daño tisular en sujetos aparentemente normales. La significación de 

esto para la emergencia de procesos de daño posterior, y patología evidente solo 

podrá conocerse con estudios longitudinales (de cohorte) a lo largo de varios años. 

 

Conociendo el hecho de que la tolerancia oral regula la respuesta inmune humoral a 

través de la activación de las células T reguladoras, varios autores han explorado esta 

perspectiva en procesos autoinmunes como en el caso de la Artritis Reumatoide 

((Weiner  HL. et al, 1994; Xiao BG. et al, 1997; Krause I. et al, 1999) mediante la 

administración de colágeno tipo II por vía oral para inducir la tolerancia periférica  

(Trentham DE. et al, 1993; Sieper J, et al 1996; Barnett M. et al, 1998). Ante este 

hecho se exploró la posibilidad que la dieta rica en cartílago que contiene elevada 

proporción de colágeno tipo II) pudiera incidir en los títulos de anticuerpos anti-

colágeno tipo II en la población de sujetos normales. Los resultados muestran que 

tanto el grupo con ingesta rica en colágeno tipo II, el grupo de sujetos con ingesta 

escasa y el grupo que no ingiere cartílago presentan perfiles de frecuencia parecidos, 

no encontrándose diferencias claras entre los grupos. En los tres existe una 

distribución bimodal donde se aprecia un pico pequeño con títulos bajos y un pico 

mayor con títulos elevados. Estos datos sugieren que la ingesta de cartílago o de 

colágeno tipo II no tiene relación con la respuesta inmune humoral anti-colágeno tipo II 

y, por tanto, la perspectiva de este tipo de terapia parece no ser tan promisoria como 

lo mencionan algunos autores. Lo anterior esta en concordancia con los resultados de 

Trentham DE. et al, 1993; Sieper J. et al, 1996 y Barnett ML. et al, 1998, quienes 

afirman que los niveles de anticuepos anti-colágeno tipo II no se modifican con la 

ingesta de este antígeno. 

 En referencia al mecanismo de acción de ciertos fármacos, especialmente los 

inmunosupresores y corticoides, en la disminución de la producción de anticuerpos por 

inhibición de las células B productoras (Parslow T. 2001), se exploro la relación entre 

la terapia utilizada en los pacientes estudiados  y los niveles de anticuerpos anti-



UMSA - SELADIS 

J. Deyni Torrez B.                   Tesis de Maestría en CBBM.  

116

colágeno tipo II. Los resultados obtenidos muestran que, en las curvas de frecuencia 

en relación a los títulos, existen diferencias en los tres grupos de estudio. En los 

pacientes que recibieron AINES y corticosteroides, se observa una curva bimodal, 

donde el primer modo amplio y relativamente elevado incorpora a la mayor parte de 

los sujetos con títulos bajos o intermedios y un modo pequeño al final con títulos altos, 

que por el perfil mostrado parece ser un grupo diferente del anterior (p<0.001). En los 

sujetos sin tratamiento se observa también una curva bimodal, en el que el primer 

modo es amplio y más agudo, e incorpora a la mayor parte de los sujetos con títulos 

bajos o intermedios y un modo pequeño al final con títulos altos que, por el perfil 

mostrado, parece ser también un grupo diferente del anterior.  

Interesantemente el grupo con tratamiento inmunosupresor presenta una curva 

unimodal de distribución gausseana; no existe el modo de títulos elevados. Es 

importante notar que el modo de títulos elevados que se aprecia en los sujetos sin 

tratamiento o con antiinflamatorios esta comprendido exclusivamente por sujetos con 

Artritis Reumatoide. 

Lo anterior muestra, con bastante claridad que, como se dijo al inicio, el perfil de 

distribución de anticuerpos anti-colágeno tipo II tiene características distributivas muy 

evidentes que asocian los altos títulos al grupo de sujetos que no recibe tratamiento 

inmunosupresor; por el contrario, los que si lo reciben se incorporan en la 

subpoblación de títulos bajos. 

La significancia clínica y etiopatogénica de los anticuerpos anti-colágeno tipo II aún no 

esta completamente dilucidada; un intento por aclarar este aspecto fue realizado en 

este trabajo al examinar el perfil de distribución de frecuencia de los niveles de 

anticuerpos anti-colágeno tipo II en relación con la evolución del proceso. La figura 28 

muestra que los perfiles en cada caso son relativamente diferentes. Así, los sujetos 

con evolución “excelente” muestran una distribución muy amplia que incluye un pico 

mayor de bajos títulos y un pico pequeño con altos títulos. Esta figura se repite algo 

mas acentuada en sujetos con evolución “buena”; este perfil se modifica en los sujetos 

con evolución “regular” donde se aprecia una franca distribución bimodal simétrica en 

la que se aumenta el número de sujetos en el pico de títulos altos; (los sujetos con 

evolución “mala” no están en números significativos por lo que no han sido 
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considerados en este análisis). Lo anterior sugiere que existe una relación directa 

entre títulos altos y daño tisular o pobre respuesta al tratamiento. Este hecho puede 

indicar que en el trasfondo de la dinámica de la respuesta inmune, unos sujetos están 

migrando de un grupo a otro, dinámica que a su vez, como se sabe, es altamente 

dependiente de factores externos como la terapia, condiciones ambientales, estrés, 

infecciones asociadas, etc.    

 

También se realizaron análisis estadísticos para determinar la correlación (asociación) 

entre los diferentes autoanticuerpos medidos en este trabajo. Se pudo determinar que 

no existe correlación entre los niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II y los niveles 

de anticuerpos anti-CCP, por lo que se puede decir que el epítope citrulinizado no esta 

presente en el colágeno, o que los epítopes del colágeno que reconoce los 

anticuerpos de los sujetos estudiados en general no son citrulinizados. En los pocos 

casos en los que los anticuerpos Anti-CCP y Anti-colágeno tipo II nativo son positivos 

se puede pensar que en estos sueros existen anticuerpos contra epítopes en el 

colágeno y contra péptidos cíclicos citrulinizados y que ambos sean reconocidos por 

este suero y que tal hecho sea el desencadenante del proceso de hipersensibilidad 

tipo II, característico de la Artritis Reumatoide. 

 

En los casos de pacientes con artralgias inespecíficas (todos anti-CCP negativo, pero 

anti-colágeno tipo II positivo) puede que se trate de epítopes diferentes que pueden 

mediar la hipersensibilidad tipo II, que, si bien causan lesión, no se traduce en el 

cuadro clínico típico de la Artritis Reumatoide, y que, por tanto, no generan las señales 

inflamatorias a los que conducen los títulos altos de Anticuerpos Anti-CCP. 

 

No existe correlación entre niveles de anticuerpos anti-membrana sinovial y 

anticuerpos anti-CCP, pero existen casos que son positivos para ambos, lo que puede 

ser explicado por la posibilidad de que proteínas de la membrana sinovial sufran 

procesos de citrulinización y sean los autoantígenos responsables del proceso 

inflamatorio. En el resto de los sujetos es probable que sea otro el epítope responsable 

de la reacción inflamatoria en la membrana sinovial. 
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En cuanto a la correlación entre los anticuerpos anti-colágeno tipo I y anticuerpos anti-

CCP, se vio que existen casos que son anti-colágeno tipo I y anti-CCP positivos, se 

puede pensar que es en estos en los que el colágeno tipo I sufre el proceso de 

citrulinización; el resto reconoce otros epítopes que no son citrulinizados. 

 

En la correlación de anticuerpos anti-CCP y el patrón de reactividad por 

inmunofluorescencia corresponde a algo que podría ser compatible contra elastina, se 

puede reflejar la posibilidad de que al menos en algunos sujetos los epítopes 

citrulinizados estén en la elastina, lo que sugiere que la elastina estaría involucrada en 

la posibilidad de convertirse en un sustrato para el proceso de citrulinización de 

proteínas. 

 

En relación a la asociación entre anticuerpos anti-colageno tipo II y con anticuerpos 

anti-membrana sinovial, se puede observar una correlación levemente negativa, así 

como entre los niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II y anticuerpos anti-colágeno 

tipo I. Esto puede sugerir que presumiblemente sean epítopes diferentes los que estén 

participando en estas moléculas para desarrollar el proceso inflamatorio en la Artritis 

Reumatoide. 
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VII. CONCLUSIÓN. 
 

El sistema inmunoenzimatico de detección de anticuerpos utilizado (ELISA) y la 

técnica de Inmunofluorescencia Indirecta otorgan la suficiente garantía de precisión y 

de reproducibilidad para realizar estudios como el de determinar el perfil de los 

anticuerpos en procesos reumatológicos. 

  

Los estudios realizados permiten concluir que: 

- Los niveles de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo en los tres grupos 

estudiados incluyendo los normales, presentan curvas de distribución bimodal, 

pero los perfiles de dichas curvas son totalmente diferente entre ellos: en los 

sujetos normales existe un pico de títulos bajos y otro de títulos altos, en los 

sujetos con artralgias inespecíficas existe un pico de títulos intermedios y otro de 

títulos altos y en los sujetos con Artritis Reumatoide existe un pico con títulos 

intermedios y otro de niveles “muy elevados “. El grupo de sujetos que constituye 

la curva de los niveles muy elevados de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo 

en Artritis Reumatoide, esta conformado solo por los individuos que no reciben 

tratamiento inmunosupresor. 

- No existe correlación entre estos marcadores con los anticuerpos anti-CCP con 

los anticuerpos anti-membrana sinovial y con la ingesta de cartílago.   

- Por tanto, los niveles elevados de anticuerpos anti-colágeno tipo II nativo, 

parecen constituir un predictor temprano de la instalación y la evolución de la 

Artritis Reumatoide, en sujetos con artralgias y en la población normal.  
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VIII.  RECOMENDACIONES. 
 

Conociendo que la respuesta inmune en los procesos autoinmunes tiene componentes  

de Respuesta de Hipersensibilidad tipo IV, corresponde complementar el estudio con 

pruebas de Respuesta Inmune Celular contra este Antígeno. En nuestro laboratorio se 

inicio este proceso y se encuentra en fase de estandarización (Andersson M. et al, 

1990; Andersson M. et al, 1991). 

Además, es necesario realizar un estudio de cohorte de los diferentes grupos de 

estudio para conocer, de manera mas clara, el papel de los anticuerpos anti-colágeno 

tipo II en la inmunopatología de la Artritis reumatoide y en las perspectivas para su uso 

como marcador predictivo o de efectividad terapéutica.  
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ANEXOS                         HISTORIA CLINICA 
 

 
Nombre: …………………………………………………. 
 
Edad:……………………………………………………….. 
 
Procedencia……………………………………………… 
 
Diagnostico………………………………………………………….…………………………………………….  
 
Año: ………………………………………………………………………………………………………….………. 
 
 

Tratamiento Dosis  Tiempo.  

   

 
 
Respuesta al Tratamiento. 
 
GRADO DE 
MEJORIA 

DIAS 
 

SEMANAS 
 

MESES 
 

Excelente   
 

Dolor  
 No            Si 

Movimiento 
No             Si 

Actividad  
No           Si 

Buena 
 

Dolor  
 No            Si 

Movimiento 
No             Si 

Actividad  
No           Si 

Regular 
 

Dolor  
 No            Si 

Movimiento 
No             Si 

Actividad  
No           Si 

Mala Dolor  
 No            Si 

Movimiento 
No             Si 

Actividad  
No           Si 
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HISTORIA CLINICA 
 
Nombre:…………………………………………………. 
 
Edad:………………………………………………………. 
 
Procedencia/residencia:…………………………………………………………………………………… 

 

Antecedentes.    

Infecciones 
recientes 
                  
Recurrentes. 

Bacteriana Viral  Otros 

Manos  Codos Hombros Artralgias            
Si ………… 
                          
No ……… 
 

Pies  Rodillas  Caderas 

Antecedentes 
patológicos 

 

Procesos de 
cicatrización 

Rápido  Lento  Queloide. 

Dieta Rica en carne 
Rica en 
cartílago 

Pobre en carne 
Pobre en cartílago 

Vegetariana 

Fuma.                    
             Si ………. 
                            
             No …….. 
 

……cigarrillo/ 
día 
 
tiempo………….. 

……..cigarrillo/ 
semana 
 
tiempo………………… 

…….cigarrillo/ mes  
 
 
tiempo…………………. 

Bebe.                     
             Si ………. 
                            
             No …….. 
 

……veces/  
semana 
 
tiempo………….. 

Llega al estado de embriaguez 
       Si  
 
       No 

Domicilio calle Tierra  Empedrado Adoquinado Asfaltado 

Fabricas cerca. 
Tipo de fábrica u otros 

 
 

contaminantes. 
 

 
 


	Factores hormonales.   
	Las hormonas sexuales femeninas intervienen, de forma aún no aclarada, favoreciendo la aparición de Enfermedades Autoinmunes. De hecho, las Enfermedades Autoinmunes son en general mucho más frecuentes en mujeres que en varones. La relación mujer varón va desde 4:1 para la Diabetes tipo I y para la Artritis Reumatoide, hasta 50:1 para la Tiroiditis de Hashimoto, Cirrosis Biliar Primaria y Hepatitis Autoinmune clásica, todos estos procesos pueden estar relacionados con los estrógenos. (Cutolo M. et al, 2005). 
	Enfermedades Autoinmunes. 
	Mecanismos patogénicos en las Enfermedades Autoinmunes    



