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RESUMEN
Con este trabajo se pretende realizar la cuantificacion de
Inmunoglobulina A en suero sanguineo de nifos en edad
escolar, comparando dos métodos de analisis: la
Inmunodifusion Radial (IDR) y Elisa Cuantitativo Indirecto.
Para esta valoracion se recurre a nifilos de la escuela Nicolas
Sdjos, con un estado de salud aparentemente bueno, en
edades comprendidas entre los 6 y 12 afos y cuya condicion

socio-economica es media baja.

Para la cuantificacion de IgA se procedi6 a tomar 40
muestras de suero sanguineo de esos nifios, obtenidas
asépticamente en tubos al vacio con agujas vacutainer, para
luego ser centrifugadas y congeladas a -20 °C maximo 2

horas después de su recoleccion hasta su analisis.

Luego de obtenidas las muestras de suero se procedié a
realizar la cuantificacion de IgA por ambos métodos de
analisis, comenzando por la Inmunodifusion Radial y luego
mediante el Elisa Cuantitativo Indirecto, siguiendo todas las
condiciones y protocolos de trabajo indicados para cada

técnica.
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Con las concentraciones de Inmunoglobulina A obtenidas de
todas las muestras por ambos métodos de ensayo, se
procedio a realizar un analisis estadistico T para muestras
emparejadas, y segun el resultado obtenido de prueba se

procedera a aceptar o rechazar la hipotesis planteada.

Asi, los resultados finales obtenidos en este trabajo
demuestran que, “no existen diferencias estadisticamente
significativas entre un método y otro” por lo tanto se podra
aplicar cualquiera de los dos métodos de analisis para la
cuantificacion de inmunoglobulina A en suero sanguineo, sin
que haya duda de que ambos nos den resultados seguros y

confiables.

Palabras clave: Inmunidad, Inmunoglobulina A,
Inmunodifusion Radial, Elisa Cuantitativo Indirecto, Suero

Sanguineo, Prueba T student.
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INTRODUCCION

Gracias a los avances en los ultimos afios de la ciencia y
tecnologia, sobre todo en el campo de la Inmunologia, se ha
permitido el descubrimiento de novedosos procesos
involucrados en la respuesta inmune, a la vez la aplicacién
de estos conocimientos en la deteccion de nuevas
enfermedades y en el avance de técnicas para su
diagnostico. Es importante destacar la determinacion de la
concentracion de inmunoglobulinas, sobre todo Ia
cuantificacién de IgA motivo de este estudio, que es util en la
investigacion de infecciones recurrentes de Tracto
Respiratorio Superior, en nifos y en otro tipo de patologias.
Asi mismo es importante su valoracién en nifios que sufren
desnutriciones severas, que se traduce en una disminucion
de la respuesta inmunoldgica, aumentando el riesgo de sufrir
enfermedades recurrentes. Se estima que uno de cada 750
individuos es deficiente de inmunoglobulina A, aunque la

mayoria son asintomaticos.

Asi, hoy en dia para la cuantificacion de anticuerpos se
cuenta con numerosas técnicas, tales como Ia
Inmunodifusion Radial y el Elisa Cuantitativo, los cuales han

sido ampliamente estudiados y son utilizados por muchos
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laboratorios en diferentes paises. Sin embargo estos
métodos utilizan principios diferentes, también no comparten
el mismo patron de complejidad en cuanto a condiciones de
trabajo, protocolos usados, tiempo que demora el analisis,
cantidad de materiales, equipos a ser utilizados y también

algo muy importante el acceso econémico.

De esta manera se ha realizado la valoracion de IgA en
suero sanguineo de nifos en edad escolar en condiciones
aparentes de buena salud, lo cual podra dar una idea de las
concentraciones de IgA en estos nifios, y relacionarlos con
las condiciones socio-econdmicas en las que se encuentran.
Ademas se permitira hacer una comparacion entre estos dos
meétodos y tener como alternativa para su determinacion en
los laboratorios clinicos convencionales, sin que haya duda
de que ambas nos den resultados seguros y confiables,
permitiéndonos escoger cual de estos métodos podrian estar

a nuestro alcance y en un periodo de tiempo adecuado.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES SOBRE LA INMUNIDAD

1- INMUNIDAD

oI

o oo

Figura 1: respuesta inmune mediada por anticuerpos (20)

Histéricamente inmunidad deriva de la palabra griega
inmunitas, que se refiere a la exencidn de diferentes deberes
civicos y procesos legales que se ofrecia a los senadores

romanos mientras permanecian en el cargo.

Inmunidad significaba proteccion frente a la enfermedad, y

mas especificamente a las enfermedades infecciosas. (1)

11
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2- RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune es un mecanismo de defensa que
protege al organismo contra la agresion de diversos
microorganismos como: virus, bacterias, hongos y parasitos
o cualquier sustancia extrafa que ingrese a nuestro
organismo. Sin embargo la respuesta inmune no solo se
aplica a estos, sino también a que pueden generarse
respuestas contra nuestras propias células debido a una
alteracion en el reconocimiento de las mismas, lo cual lleva a

producir enfermedades autoinmunes.(4)(6)

3- SISTEMA INMUNE Y ENFERMEDAD

La comprension de los mecanismos basicos de la inmunidad
han permitido: avanzar en el conocimiento de una serie de
enfermedades cuya fisiopatologia era hasta hace pocos afnos
oscura, como alergias y las enfermedades autoinmunes;
desarrollar nuevos procedimientos y técnicas de diagndstico;
iniciar procedimientos de inmunoterapia para el control de
muchas enfermedades; facilitar los trasplantes de érganos, y
entender como inmunodeficiencias congénitas o adquiridas

dificultan una defensa adecuada contra agentes patdgenos.
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En la alergia y en las enfermedades autoinmunes la reaccion
inmunoldgica se inicia contra agentes no patdégenos, o contra
tejidos propios del organismo y da lugar a diferentes

procesos inflamatorios nocivos.

Asi, cuando se produce un desequilibrio o desorden de estos
mecanismos que protegen al organismo, da lugar a

reacciones multiples que concluyen en enfermedad. (6)

4- CLASES DE INMUNIDAD

Varias células del sistema inmune y de moléculas producidas
por ellas, mantienen una permanente vigilancia para detectar

lo extrano, atacarlo, y tratar de destruirlo.

Por medio de un conjunto de mecanismos conocidos como
inmunidad innata o natural, que es inespecifica, es decir se
ejerce contra todos los microorganismos patdogenos empieza
la respuesta inmune. Si no logra controlar al agresor inicia
una serie de procesos adicionales conocidos como
inmunidad adquirida o especifica, en la cual se produce
anticuerpos (inmunidad humoral) o células (inmunidad

celular), con capacidad de destruir un agente patdégeno

13
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especifico aisladamente o con la célula dentro de la cual se
ha ocultado. (1)(6)

4.1- INMUNIDAD NATURAL

Cada especie animal es naturalmente resistente a muchos
patdgenos que encuentra en su medio ambiente sin
necesidad que se de un proceso previo de entrenamiento de

las células que integran el sistema inmune.

Los individuos sanos se protegen a si mismos contra los
microorganismos por medio de diferentes mecanismos muy

diversos, estos incluyen:

- Factores genéticos

- Las barreras naturales

- Fagocitosis

- Sistema del complemento

- Inflamacion

- Las células asesinas naturales conocidas como NK (natural

killer en ingles).

Todos estos mecanismos estan presentes antes de la

exposicion a microorganismos infecciosos u otras

14
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macromoléculas extrafas, no aumentan por tales
exposiciones y no discriminan entre la mayor parte de las
sustancias extranas. Asi una de las respuestas de la
inmunidad natural, se da a nivel de las mucosas a través de
diferentes mecanismos con el fin de destruir al agente

agresor. (1)(6)

4.1.1- Principales mucosas del organismo e inmunidad

4.1.1.1- Del arbol respiratorio: Esta cubierta respiratoria es
una barrera mecanica similar a la piel, pero carece de estrato
cérneo; en su lugar tiene una capa bilipida de secrecion
serosa y mucosa, cuyo componente principal es la mucina,
una glucoproteina, que atrapan entre ellas gran cantidad de
agua. Otro componente en este tejido son las células
ciliadas, que presentan cilios o prolongaciones de entre 3 a
6 micras, que cuando se presentan efectos irritativos
aumentan su secrecion produciendo la tos, acelera la

expulsion de agentes extrafios con el esputo.

También posee sustancias con accidén bactericida, como la
lisozima, enzima que es capaz de destruir la membrana
celular de muchos gérmenes gram positivos; también

algunos macrofagos penetran la pared de los alvéolos y

15
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fagocitan gérmenes o particulas extrafias que entran a la via

aérea.

Otro mecanismo de defensa a este nivel es la presencia de
la IgA secretora, anticuerpo que empieza a ejercer la
respuesta especifica contra los patdgenos (especialmente
virus) que han logrado sobrepasar las barreras antes

mencionadas.

4.1.1.2- Del tracto gastrointestinal: el pH del estdmago,
que es acido destruye a la mayoria de gérmenes que entran
con la alimentacién. También algunas enzimas pancreaticas
e intestinales, como la bilis, tienen importante accion

bactericida.

El peristaltismo intestinal ayuda a la expulsiéon de gérmenes.
Los anticuerpos (IgA) que se vierten a la luz intestinal
cumplen también una funcidon de defensa importante. Por
ultimo, la flora normal del intestino nos protege contra los
agentes patdgenos, ya que compiten por los alimentos y por
receptores de membrana, impidiendo su colonizacion.
También esta mucosa contiene grandes cantidades de IgA
secretora que ejerce una funcidon neutralizadora, destruyendo
gran variedad de microorganismos a este nivel.

16
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4.1.1.3- Del tracto genito urinario: esta protegido por el
epitelio plano y por mucus rico en anticuerpos
principalmente la IgA y enzimas que protegen a este epitelio
de la invasion por parte de microorganismos patdgenos.
También el pH acido de la orina; como la hipertonicidad de la

parte medular del rindn tienen efecto bactericida.

4.1.1.4- Las lagrimas y saliva: es una secrecion por la que
son eliminados gérmenes que entran en contacto con el ojo.
También la lisozima, de potente actividad microbicida, esta

presente en esta secrecion. (6)

En las glandulas salivales, las moléculas de IgA son
secretadas por las células plasmaticas, en tanto que otra
proteina conocida como el componente secretor es
producida en las células epiteliales del recubrimiento de los
conductos, que le da la propiedad a IgA secretora de no ser
degradada por las enzimas proteoliticas de las secreciones

exocrinas.

La IgA secretora es la predominante en la saliva humana, los

anticuerpos de esta clase de inmunoglobulinas son los que

17
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mas probablemente proporcionan proteccion contra los

microorganismos cariogénicos. (10)

4.2- INMUNIDAD ADQUIRIDA O ESPECIFICA

Estas respuestas especificas se estimulan cuando el
individuo se expone a un antigeno extrafno. Este proceso de
inmunizacion se llama inmunidad activa, ya que el individuo
inmunizado desempeina un papel activo en la respuesta al
antigeno. Esta inmunidad puede adquirirse transfiriendo al
individuo células o suero a partir de otro individuo
inmunizado de forma especifica. Por lo tanto este tipo de
inmunidad se denomina pasiva. La inmunizacidon pasiva es
un meétodo para transferir resistencia con rapidez, sin tener
que esperar hasta que se desarrolle la respuesta inmunitaria

activa. Asi, hacen parte de la inmunidad adquirida:

- Los linfocitos T que se originan en la médula Osea,
maduran en el timo y producen moléculas citotdxicas y
moléculas estimuladoras llamadas citoquinas.

- Los linfocitos B que se originan en el higado embrionario

y en la médula dsea las cuales produciran anticuerpos.
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- Las células de memoria que brindan una respuesta mas
rapida contra una agresion futura de gérmenes causantes de

respuestas anteriores.

Gracias a esta inmunidad, la respuesta inmune contra el
agente agresor se perfecciona por un proceso de
“aprendizaje” en el momento del primer contacto del
individuo con el agente patogeno; asi los linfocitos son
‘programados” para empezar una respuesta, rapida y eficaz
cuando el mismo agente agresor trate de ingresar por

segunda vez. (1)(6)

4.2.1- Clases de inmunidad especifica

4.2.1.1- INMUNIDAD CELULAR

La respuesta celular es mediada por los linfocitos T o
timodependientes o por células efectoras activadas por ellas.
Los linfocitos T se producen en la médula 6sea por accion de
la timopoyetina, hormona producida por el timo. Durante su
proceso de maduracion, los linfocitos T adquieren antigenos
de membrana, que permiten distinguirlos y hacer su

subsecuente clasificacion.
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Figura 2: linfocito T (21)

Actia como mecanismo de ataque en contra de los
microorganismos intracelulares, tales como virus y algunas
bacterias, capaces de sobrevivir y proliferar en el interior de
los fagocitos y otras células del huésped, lugar al que no
tienen acceso los anticuerpos circulantes. La defensa frente
a este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular,
que induce la destruccion del microorganismo residente en

los fagocitos o de las células infectadas. (1)(6)
4.2.1.1.1- Mecanismos de accion de lainmunidad celular

Los macréfagos con microorganismos ingeridos producen
antigenos desde sus vesiculas intracelulares y las presentan
en su membrana sobre moléculas de MHC (complejo mayor
de histocompatibilidad). Las del MHC-I reaccionan con
linfocitos T citotoxicos (CD8+) mientras que los antigenos en
el MHC-II lo hacen con linfocitos T CD4+ efectores (Ty1). Los
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CD8+ liberan citocinas mediadores de la inflamacion y las

citocinas de los CD4+ activan a macrofagos para la

destruccion de los microorganismos ingeridos.

Figura 3: respuesta inmune mediada por linfocitos T (22)

Si los fagocitos son infectados con microorganismos en el
citoplasma y no en sus vesiculas, activan directamente a los

CD8+ para la destruccion de la célula infectada. (11)

4.2.1.2- INMUNIDAD HUMORAL
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Figura 4: célula plasmética (23)

La inmunidad humoral es un mecanismo especifico de
defensa que cumplen los linfocitos B gracias a sus productos
de secrecidén que son los anticuerpos o inmunoglobulinas. La
inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa
contra los microbios extracelulares y sus toxinas, en el cual,
los componentes del sistema inmune que atacan a los
antigenos no son las células directamente sino los

anticuerpos secretados por activacion antigénica.(1)(6)

4.2.1.2.1- Mecanismo de acciéon de la inmunidad humoral

La primera fase de la inmunidad celular es el reconocimiento
de antigenos extrafios dentro del organismo por células B a
través de su receptor de membrana (BcR). Sin embargo, a

pesar de la interaccion con el antigeno, la célula B no se
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activa hasta ser estimulada por una linea de linfocitos T
llamados linfocitos T cooperadores (LTh o helper). Esa union,
célula B-linfocito T cooperador, estimula la expansién clonal

y diferenciacién de los linfocitos B.

Figura 5: respuesta inmune mediada por anticuerpos (24)

La respuesta de anticuerpos en contra de los antigenos no
proteicos (lipidos, polisacaridos) no requieren la participacion
de linfocitos T cooperadores, por lo que son llamados

Antigenos T-independientes.

Las células que producen los anticuerpos son células
plasmaticas, un tipo especial de linfocito B que se especializa
en la produccién de un anticuerpo particular y especifico.
(12)
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5- ANTICUERPOS o INMUNOGLOBULINAS

5.1- Definicion: son moléculas de glucoproteinas
especializadas (tetrapéptidos), llamadas también
inmunoglobulinas, que son producidas por células
plasmaticas que tienen la capacidad de reaccionar

especificamente con el antigeno. (6)

Las inmunoglobulinas poseen dos regiones funcionales
diferentes, una que reconoce al antigeno, que es muy
variable, y la otra que tiene una funcion efectora, que es
constante, tiene la capacidad de fijar el complemento, obrar
como opsonina, facilitar el paso de anticuerpo a través de
membranas.(1)

Los anticuerpos representan entre un 10 y 20% de las

proteinas totales del plasma. (6)
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5.2- Estructura de las inmunoglobulinas

Lugar de Lugar dz

union del unicn del
antigeno ‘ ’ antigano
. Regionas ]ﬁ,"
N N
Ruptura Lugar de
enzaimatica unian del
‘_" antigeno

Cadena
ligera

Fragmento Fab

Figura 6: estructura de una inmunoglobulina (25)

Estan unidas por dos cadenas pesadas de 440 aminoacidos
cada una, a su vez, unidas a dos cadenas livianas de 220
aminoacidos cada una. La union de las cadenas livianas a
las pesadas forma una especie de pinza, encargada de
atrapar al antigeno. Asi su union forma un monémero que se

puede encontrar en el plasma o0 membranas. (1)(6)

5.2.1- Cadenas Ligeras.

Hay dos tipos de cadenas ligeras: cadenas ligeras tipo kappa
(k) y cadenas ligeras tipo lambda (A). La familia de genes que

codifica para la cadena ligera K se localiza en el cromosoma 2
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y los loci de los genes homodlogos que codifican para la
cadena A, en el cromosoma 22. En cada molécula de
inmunoglobulina las dos cadenas ligeras son del mismo tipo, kK
o bien A, pero nunca existe una combinacion de cada tipo de

cadena en la misma inmunoglobulina.

Las cadenas ligeras estan formadas por unos 200
aminoacidos con la particularidad de que existen dos puentes

bisulfuro que unen grupos de unos 50 aminoacidos. (1)(6)

5.2.2- Cadenas pesadas.

Estas cadenas poseen unos 400 aminoacidos,
estableciéndose entre algunos de ellos puentes bisulfuro
(intracatenarios), que asocian unos 60 aminoacidos y que
condicionan la estructura secundaria del polipéptido. Estas
dos cadenas pesadas estan unidas la una a la otra por
puentes bisulfuro intercatenarios, ya indicados anteriormente,
y que pueden ser de uno a cinco dependiendo del tipo de

inmunoglobulina.

En estas cadenas pesadas, y a nivel de los puentes bisulfuro
intercatenarios, hay una zona de unos 15 aminoacidos, de
gran flexibilidad debido a su estructura y constituye lo que se
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denomina zona bisagra por donde se deforma la molécula de
inmunoglobulina cuando se produce la unidn con el antigeno,

facilitandose asi el acoplamiento con éste. (1)(6)

5.2.3- Parte variable y constante de las cadenas ligeras y

pesadas.

Estructuralmente, las cadenas ligeras poseen dos partes: una
corresponde al extremo carboxilico que diferencia las
cadenas ligeras en dos tipos K y A, y constituye la parte
constante de las cadenas ligeras (C.). La otra corresponde al
extremo aminico, constituye la parte variable de las cadenas
ligeras (VL) y corresponde a la zona de interaccion con el
antigeno. Las partes constante y variable son practicamente

de igual tamaro en las cadenas ligeras.

También las cadenas pesadas poseen una parte variable y
otra constante. Aproximadamente el tercio del extremo
aminico de estas cadenas se caracteriza por ser
estructuralmente muy variable, por lo que se conoce como
parte variable de las cadenas pesadas (Vy). La estructura de
este dominio, al igual que en las cadenas ligeras, depende del
tipo de antigeno que reconoce, dado que este extremo

participa en la unidn de la inmunoglobulina con el antigeno.
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Por el contrario, aproximadamente los dos tercios del extremo
carboxilico de todas las cadenas pesadas de un mismo tipo
de inmunoglobulina posee una estructura idéntica. Esta parte
constante es diferente segun la clase de inmunoglobulina que
consideremos, determinando la existencia de cinco tipos de
cadenas pesadas: y, a, 4, 0 y € que definen a su vez las cinco
clases de inmunoglobulinas: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE

respectivamente. (1)(6)

5.2.4- Regiones hipervariables

Las zonas variables, tanto de la cadena L como H, poseen a
Ssu vez unas regiones en donde se concentra
fundamentalmente la variabilidad. Son tres pequefos
segmentos que constituyen las denominadas regiones o
segmentos hipervariables o regidon determinante de
complementariedad, pues determinan la forma del centro
activo que permite el reconocimiento y union al antigeno.
Cada una de estas regiones hipervariables se componen de
17 a 20 aminoacidos y cambios en muy pocos aminoacidos
de estas zonas suponen una enorme diversidad de
posibilidades de unién al antigeno sin variar el resto de la

molécula.
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5.2.5- Gozne: es una zona de transicion en la cadena de
aminoacidos, compuesta por una cadena de ocho a quince
aminoacidos. Su funcidon es la de dar movilidad a la

estructura de la cadena pesada vy liviana. (1)(6)

i CH3| ¢

w w
COOH L /L|COOH

Figura 7: fragmentos Fab y Fc de las inmunoglobulinas (26)

5.3- Expresion de los genes y formacion de las

inmunoglobulinas

Los linfocitos B, al reconocer un determinado antigeno
mediante las inmunoglobulinas de superficie, se activan,
proliferan y diferencian hasta células plasmaticas que poseen
la propiedad de sintetizar y secretar inmunoglobulinas en
grandes cantidades. La sintesis de inmunoglobulinas, se
efectua en los ribosomas de las células plasmaticas, donde
tiene lugar la traduccion de RNA mensajero correspondiente

a las cuatro cadenas peptidicas. Posteriormente se producira
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el proceso de la glicosilacion de dichas cadenas y la

secrecion de las mismas. (1)

5.3.1- Genes implicados en la sintesis de

inmunoglobulinas.

A partir de los estudios de Tonegawa en 1976, aparece un
acumulo de conocimientos por lo que se sabe que la sintesis
de las cadenas ligeras y pesadas se regula por genes que se

encuentran en cromosomas distintos.

Otra caracteristica importante de Ila formacion de
inmunoglobulinas es que, en la sintesis de cada una de las
cadenas de inmunoglobulinas participan varios segmentos
de genes de cuyas combinaciones resultan los diversos
genes funcionales, responsables directos de la codificacion
de cada una de las cadenas de inmunoglobulinas. Esto
explica las multiples posibilidades de formacion del gran
numero de inmunoglobulinas partiendo de un limitado

material genético. (1)
5.3.2- Tipos de segmentos génicos

Estos segmentos codifican por separado la parte variable, la
parte constante y las partes por las que ambas regiones se

unen, esto es, las regiones bisagra. Los segmentos que
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codifican la parte variable son de dos tipos, segmentos V vy
segmentos D, responsables de la variabilidad y diversidad de
las inmunoglobulinas respectivamente. Le siguen los
segmentos J o de union, responsables de unir los fragmentos
anteriores con los segmentos C que codifican para la parte
constante. EI numero de segmentos responsables de la
codificacion de la parte constante es muy limitado en
relacién con el numero de segmentos que codifican la parte

variable de las inmunoglobulinas.

En consecuencia se puede concluir que: La sintesis de las
cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas esta
regulada por cromosomas distintos. En esta sintesis
participan varios segmentos de genes que combinados dan
lugar a los genes funcionales responsables de la codificacion

de las cadenas de las inmunoglobulinas. (1)

5.3.3- Reordenamiento de los segmentos génicos de las

inmunoglobulinas.

A lo largo del proceso madurativo de los linfocitos B, se
produce un reagrupamiento de segmentos de genes para la
iniciacidon de la sintesis de las cadenas ligeras y pesadas. A
este fenbmeno se denomina recombinacion

intracromosomica.
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A medida que se produce el proceso madurativo de los
linfocitos B, los segmentos V, D y J cambian de sitio en el
cromosoma de tal manera que se colocan juntos.
Posteriormente este conjunto V/D/J se reagrupa con el
segmento C correspondiente quedando constituido en
consecuencia un gen con toda la informacion de la cadena.
Cuando el linfocito B es maduro posee ya reagrupados los
genes correspondientes a sus cadenas ligeras y pesadas y

s6lo podra producir un determinado tipo de anticuerpo. (1)

Segmentos del locus de la cadena pesada
nmmmn
SHHHE—H—HH—

Retirada de los segmentos génicos p y ) no utilizades

o o

+Qu

Recombinacion de los exones Dy J -Recombinacion DJ

Retirada de los segmentos V' y D no utilizados

oa . T
a8

Recombinacien de los exones 'y DJ -Recombinacion VDJ

El transcrito de anticusrpo también Incluye el fragmenta para |a regldn constants

Figura 8: reordenamiento genético en la sintesis de

inmunoglobulinas (27)
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5.4- Funcién de las inmunoglobulinas

. Inmovilizacion: pueden unir flagelos y de esta forma

inmovilizar gérmenes y disminuir su capacidad invasora.

. Neutralizacién: los anticuerpos reaccionan con toxinas o

particulas virales, impidiendo su fijacion a membranas

celulares.

. Activacion de los fagocitos por la unién de anticuerpos

de clase IgG a los receptores especiales que para su
fraccion Fc existen en células como macrofagos,
granulocitos, linfocitos y células del sistema reticulo

endotelial.

. La activacion del complemento, activando asi la

inflamacion y fagocitosis.

. Proteccidn del feto y el nifio lactante gracias al traspaso

de la IgG a través de la placenta y calostro.

. Incremento de la quimiotaxis por activacion del

complemento con la liberacidn de las particulas C5a del

complemento.

. Degranulacion de mastocitos. Accion importante dentro

del proceso de inflamacion y con lo cual se produce la
liberacion de los mediadores primarios de la
inflamacion. Esta accidn esta a cargo principalmente de
la IgE.
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8. Facilitar que ciertas células puedan ejercer funciones

citotoxicas. (1)(6)

5.5- Distribucion de las inmunoglobulinas.

Las inmunoglobulinas se encuentran distribuidas en todos los
fluidos organicos de los vertebrados y en las membranas de
los linfocitos B y células plasmaticas. Las cantidades relativas
de cada una de las clases de inmunoglobulinas en los

diferentes compartimentos del organismo son muy diferentes.

En el torrente sanguineo predomina la IgG mientras que en
las secreciones (saliva, lagrimas, secrecidn bronquial, asi
como en el liquido cefalorraquideo y mucosas) la IgA es la
predominante. Los niveles de inmunoglobulinas séricas
flucttan ampliamente en funcion de diversos aspectos, tales

como el estado nutricional, la edad, etc. (1)
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5.6- Clases de inmunoglobulinas (lgs):

Figura 9: clases de inmunoglobulinas (28)

Existen 5 clases de inmunoglobulinas. Su produccion esta
determinada unas veces por el tipo de antigeno, otras por
efecto de las citoquinas. Los lipopolisacaridos generan IgM,
en tanto que los alergenos inducen la produccion de IgE. La
IL-4 ayuda a producir IgG1 e IgE, la IL-5 estimula la
produccion de IgM e IgA, y el Interferon y la 1IgG2.

Cada clase (isotipo) de inmunoglobulina tiene su propia clase
de cadena pesada:

Y para la IgG

a para la IgA

M parala IgM

O para la IgD

€ parala IgE (1)(6)
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5.6.1- Subclases de inmunoglobulinas:

Figura 10: subclases de inmunoglobulinas (28)

Cada clase de anticuerpo puede tener varias subclases de
acuerdo con el numero y localizacion de los puentes
disulfuros. Se reconocen 4 subclases para la IgG: la 1gG1,
1gG2, 1gG3, y la IgG4, donde cada una de ellas tiene una

accion especifica en relacion con el complemento.

La IgA tiene dos subclases, que se diferencian por la rapidez
con la que son catabolizadas, estas son la IgA1 y la IgA2.

Hay de la misma manera dos clases de IgM: la IgM1 e IgM2.

(1)(6)
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5.6.2- Inmunoglobulina M

Todo estimulo antigénico estimula su produccion inicial, y
solo mas tarde en las respuestas secundarias, se producira
la IgG o las otras clases. El recién nacido tiene pequeras
cantidades de IgM, menor a 25mg/100ml, pero inicia su
produccion después del nacimiento, por estimulos del medio
ambiente. La concentracion en el adulto es de 250mg/100ml.
Su peso molecular es de 900.000 daltons.

Posee una estructura pentamérica, con capacidad de
reaccionar con diez terminaciones antigénicas. La IgM es un
potente anticuerpo contra antigenos que se presentan
repetidamente a lo largo de la molécula o gérmen, como
polisacaridos de los gram positivos, y otros antigenos de

neumococos, flagelos bacterianos y algunos virus.

La IgM es la mas activa en la activacion del complemento por
via clasica. Su poder de opsonizacion es mayor a la IgG. Su

vida media es de cinco a seis dias. No atraviesa la placenta.

(6)
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5.6.3- Inmunoglobulina G

Esta constituye el 85% del total de las inmunoglobulinas en
el plasma. Su produccién es inducida principalmente por
bacterias gram positivas, virus, y antitoxinas. Su
concentracion plasmatica oscila entre 700 a 1800 mg/100ml.
Tiene una vida media de quince a treinta y cinco dias. No es
sintetizada por el feto y es la Unica capaz de atravesar la

placenta durante el embarazo.

Es capaz de fijar el complemento por la via clasica. Su peso
molecular es de 150.000, que permite facilmente el paso a
los tejidos, por lo tanto, una de las mas importantes en la

defensa contra las infecciones.

Existen cuatro subclases, que tienen actividad diferente para
fijar el complemento; la IgG3 es la mas potente
biolbgicamente en este aspecto, seguida por la IgG1 y la
IgG2, en tanto que la IgG4 no fija el complemento por via

clasica.

La deficiencia congénita de la produccion de IgG2 aumenta
la susceptibilidad a infecciones por gérmenes encapsulados,

como el neumococo. Por el contrario la deficiencia de 1gG3,
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no produce ninguna alteracién clinica conocida. La 1gG1
constituye el 70% del total de las IgGs del adulto, en tanto

que la lgG2, 3y 4 el 20, 6 y 4% respectivamente. (6)

5.6.4- Inmunoglobulina D

Su concentracion plasmatica es baja, de solo 3mg/100ml. Se
han detectado anticuerpos IgD contra la insulina, leche,
penicilina, aunque su importancia bioldgica no es clara.

Los linfocitos B inmaduros no poseen IgD en su membrana y
este hecho parece asociarse con el desarrollo de tolerancia a
los antigenos propios del organismo durante la vida

intrauterina. (6)

5.6.5- Inmunoglobulina E

Su concentracion plasmatica es baja, menos de
0,01mg/100ml. Una vez secretada por las células
plasmaticas, la IgE entra en la circulacion rapidamente y se

fija a los receptores especiales.

Su produccion se realiza principalmente a nivel local en la
submucosa del tracto respiratorio y digestivo, asi como en

ganglios de drenaje de estos sistemas. Su produccion es
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inducida generalmente por helmintos: nematodos vy

trematodos pero no por protozoos.

En personas genéticamente predispuestas que desarrollan
alergias por sustancias consideradas como inofensivas tales
como polen, pelos de animales y algunos alimentos pueden
desencadenar su produccion. Los antigenos bacterianos vy

virales no inducen la produccion de IgE.

Su funcién en procesos inflamatorios tanto como en los
alérgicos o anafilacticos es muy importante ya que induce la
degranulacion de los mastocitos liberando histamina,
sustancia toxica que produce efectos nocivos en el

organismo. (6)
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CAPITULO 2

INMUNOGLOBULINA A

6- Caracteristicas:

La Inmunoglobulina A (IgA) es un anticuerpo que desempeiia
un papel critico en la inmunidad mucosal. Se encuentra en el
organismo en dos formas: la secretoria (mucosas) y la sérica
(suero). En su forma secretora, se encuentra en secreciones
mucosas, incluyendo: saliva, calostro, jugo intestinal, liquido
vaginal y secreciones de la prodstata y epitelio respiratorio.
También se encuentra en cantidades pequefias en sangre.
Es resistente a la degradacion por las enzimas, y asi puede
sobrevivir en ambientes asperos tales como las zonas
digestivas y respiratorias, proporcionando una proteccion
contra microbios que se multiplican en secreciones del
cuerpo. Constituye el 10% del total de las inmunoglobulinas,
o sea de 150 a 200mg por 100ml. La produccion diaria de
IgA es de 66 mg/kg/dia, lo cual supera a las demas
inmunoglobulinas juntas. Su vida media es de 7 dias y se
degrada en el sistema reticuloendotelial. Tiene un peso
molecular de 160.000 daltons en su forma monomérica vy
320.000 daltons en su forma dimérica. (6)(2)
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6.1- Estructura

ESTRUCTURA DE UNA INMUNOGLOBULINA A

Figura 11: estructura de la inmunoglobulina A (29)

La IgA es una inmunoglobulina formada por dos cadenas
livianas y dos pesadas, la forma mas comun es la forma
dimeérica, constituido por dos moléculas de IgA unidas por la
pieza secretora o de transporte, que constituye una cadena
glucoproteica con un peso molecular de 60.000 daltons, que
une dos moléculas de IgA a través de sus cadenas pesadas.
Esta pieza secretora se origina a nivel de los epitelios de las
mucosas y une a la IgA en el instante en que es excretada
luego de ser sintetizada por las células plasmaticas de la

submucosa. (6)
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6.2- Funciones

La IgA a nivel de las mucosas actua por dos mecanismos
diferentes: uno por “exclusion inmune” por el cual evita que
los microorganismos entren al organismo, y el otro por
“eliminacién inmune” por el cual destruye los patégenos que

han logrado atravesar las barreras naturales.

Su funcidn principal es la de inactivar virus en el citoplasma
de las células epiteliales mas que gérmenes, ya que para ser
un buen bactericida requiere de la capacidad de poder
activar el complemento por via clasica, caracteristica que no

posee.

También contribuye indirectamente a la defensa contra
bacterias ya que facilita la opsonizacion, haciendo mas facil
su proceso de fagocitosis cuando atraviesan la barrera de la

mucosa.

Otra funcion de la IgA de importancia es en la prevencion de
las enfermedades alérgicas, debido a que se unen a los
antigenos que normalmente se ingieren en los alimentos, o
entran por via respiratoria, como polen, polvo y otros. De

esta manera al unirse a estos antigenos, bloquean su paso al
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torrente circulatorio. En personas con deficiencia de IgA se
encuentran en la sangre elevadas concentraciones de
anticuerpos contra la leche, posiblemente debido a que
algunos antigenos de esta ingresan al organismo en
ausencia de la IgA en la mucosa intestinal. La deficiencia de
IgA puede ser un factor desencadenante de enfermedades

autoinmunes. (6)

En el nifio la IgA llega por la leche y lo protege de infecciones
intestinales por E. coli, salmonella y shigella. También tiene
la capacidad de unirse a moléculas de alimentos e impedir
que en la primera etapa de la vida del nifo, cuando la
permeabilidad de la mucosa intestinal del nino es elevada,

estas pasen al torrente circulatorio.

Los linfocitos B que van a secretar IgA , una vez
programados en el intestino ante el contacto con el
anticuerpo, pasan a la sangre y pueden migrar a los
bronquios, glandulas salivales, glandulas lacrimales, tracto
genitourinario y glandulas mamarias en donde inician la
produccion de anticuerpos contra la molécula que indujo su
produccion. La bilis es una via especial de excrecion de IgA,

es 10 veces mas rica que el suero.
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La IgA al unirse a los antigenos en la luz intestinal impide
que estos se unan a la IgG impidiendo la activacion del
complemento, por lo que a ese nivel actua como

antiinflamatoria. (6)

6.3- Localizacion

En la sangre se encuentra como monomero, mientras que
como dimero se encuentra en las mucosas como la
intestinal, aparato genito urinario, boca, nasofaringeo,
secreciones como saliva, lagrimas, calostro, secrecion nasal,

bronquial, y del aparato digestivo. (6)(2)

6.4-Transporte

La IgA se produce cerca de las células del plasma, en el
propio epitelio adyacente a la superficie mucosal. Se une a
un receptor polimérico de inmunoglobulina en la superficie
basolateral de las células epiteliales y se introduce en la
célula via endocitosis. El complejo receptor-IgA pasa a través
de los compartimientos celulares antes de ser secretada en
la superficie luminal de las células epiteliales, todavia unido
al receptor. Luego ocurre una protedlisis del receptor y la

molécula dimérica de IgA, junto con una porcion del receptor
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conocido como componente secretor, se libera y se difunde a

través del lumen.

En el intestino, puede unirse a la capa del moco en la
superficie de las células epiteliales para formar una barrera
capaz de neutralizar amenazas antes de que alcancen las

células. (6)
6.5- Clases de inmunoglobulina A

Hay dos clases de IgA, la IgA1 y la IgA2 en funcidn de la
estructura antigénica y la variacion en la disposicion de los
puentes disulfuros intracatenarios.

La IgA1 fija el complemento por via alterna, no tiene
funciones opsoénicas y no es citolitica para los macrofagos,
pero si para los granulocitos, es producida por linfocitos B de

la médula.

La IgA2 tiene sus cadenas ligeras y pesadas no ligadas con
puentes bisulfuro pero si mediante enlaces no covalentes, es
secretada por los linfocitos B que se encuentran en las
mucosas. El 90% de la IgA que circula en la sangre es

monomérica. (6)(2)
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6.6- Propiedades efectoras de lainmunoglobulina A

1.- Activa el complemento por via alterna; a través de un
receptor especifico de Fc presente en macréfagos, obrando
como opsonina para la fagocitosis.

2.- Induce la degranulacion de eosindfilos mediante un
receptor especifico, que ha implicado a la IgA en respuestas

antiparasitarias. (6)

6.7- Inmunidad mucosa mediada por Inmunoglobulina A

La IgA a pesar de ser un componente poco importante de la
inmunidad humoral sistémica, cumple un papel clave en la
inmunidad de las mucosas. Esto se debe a que solo la IgA
puede ser transportada selectivamente a través de las

barreras mucosas a la luz de 6rganos revestidos por ellas.
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MALT: tejido linfoide asociado a mucosas
Placas de Peyer. amigdalas, adencides, apéndics y tado ¢l lejido
liva, elc

asociade a mucosa gastrica, respiratoria, reproductiv.

Tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal

Figura 12: tejido linfoide asociado a mucosas (30)

Una persona normal secreta mas IgA que cualquier otro
isotipo, pero debido a que la sintesis tiene lugar en los tejidos
linfoides mucosos y su transporte a la luz de las mucosas es
tan eficaz, la IgA constituye menos de la cuarta parte del total
de las inmunoglobulinas del plasma. Existe una
concentracion alta de IgA en las secreciones organicas como
la saliva, calostro, lagrimas, secrecion nasal y bronquial y

secreciones del tracto digestivo. (1)

6.8- Induccion de las respuestas inmunitarias en las

mucosas

La mayor parte de los antigenos que entran por via oral,

entran desde la luz intestinal a los vasos linfaticos, donde
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inician las respuestas inmunitarias. Algunos antigenos
proteicos pueden pasar a través de las células mesentéricas
a las placas de Peyer, donde son capaces de estimular a los
linfocitos T y B. Los linfocitos estimulados en las placas de
Peyer pueden migrar a la lamina propia o a los ganglios

linfaticos mesentéricos y finalmente pasar a la sangre.

De este modo, todos los compartimentos del sistema
inmunitario mucoso se conectan entre si y con el resto del

sistema inmunitario. (1)

6.9- Produccion de inmunoglobulina A

La IgA es la principal clase de inmunoglubina que puede
secretarse de forma activa y eficaz a través del epitelio, por
lo que juega un papel fundamental en la defensa ante
patdgenos intestinales y respiratorios, y en la transferencia
de inmunidad pasiva en la leche y el calostro de madres a
hijos. El tamafio de la superficie intestinal es responsable de

la gran cantidad de IgA que se produce.

En el sistema gastrointestinal, la produccion de IgA se inicia
con la entrada de los antigenos a las placas de Peyer, donde

se estimulan a los linfocitos T y B de los foliculos. Algunos de
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los linfocitos B se diferencian a células productoras de IgA y
migran a la lamina propia. Las dos citoquinas responsables
de este cambio son el TGF-a y la interleuquina-5. Después
de ser generadas, las células plasmaticas productoras de IgA
pueden permanecer en la lamina propia o migrar a otros

tejidos mucosos u 6rganos linfoides.

Existen algunas razones por las que las cantidades de IgA
producidas en el sistema inmunitario de las mucosas son

mayores a las producidas en otros tejidos:

1)Las células B que expresan IgA tienden de forma
selectiva a migrar a las placas de Peyer y a la lamina
propia del intestino.

2) Los linfocitos T ayudadores productoras de IL-5 son
mas numerosas en las placas de Peyer que en otros

tejidos linfoides.

La IgA secretora forma un dimero que se mantiene unido por
una cadena J, que se secreta y sintetiza de manera
coordinada con ella, mientras que la IgA sérica es un
mondmero que carece de cadena J. Esta IgA dimérica,
secretada, se une a un componente receptor asociado a la

membrana y forma complejos covalentes sobre las células
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epiteliales de las mucosas. Este complejo se introduce a la
célula epitelial por endocitosis y es transportado en vesiculas
a la superficie luminar. Luego este complejo sufre una
protedlisis dejando en libertad la molécula de IgA en la luz
intestinal. Este componente secretor también es responsable

de la secrecion de IgA a la bilis, leche, el esputo y la saliva.

(1)(6)

6.10- Patologias méas comunes relacionadas con la

alteracion de la concentracion de inmunoglobulina A

6.10.1- Deficiencia selectiva de IgA

La Deficiencia Selectiva de IgA es la deficiencia severa o
ausencia total de la clase IgA de inmunoglobulinas en el
suero sanguineo y secreciones.

Los individuos con Deficiencia Selectiva de IgA no producen
IgA, sin embargo, producen todas las otras clases de
inmunoglobulinas. Ademas, la funcion de los linfocitos T,
células fagociticas y sistema del complemento son normales
o casi normales. Por lo tanto, esta afeccion es conocida

como Deficiencia “Selectiva” de IgA. (7)
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6.10.1.1- Causas de deficiencia selectiva de IgA

Las causas de la Deficiencia Selectiva de IgA son
desconocidas. Probablemente existan varias causas de la
Deficiencia Selectiva de IgA y que aquellas puedan diferir de
un paciente a otro. Los individuos con Deficiencia Selectiva
de IgA tienen linfocitos B aparentemente normales, pero que
no maduran a células plasmaticas y por lo tanto no producen
IgA. (13)

6.10.1.2- Datos clinicos de la deficiencia de IgA

La Deficiencia Selectiva de IgA es la mas comun de las
enfermedades de inmunodeficiencia primaria. Los estudios
han indicado que tantas personas como una de cada
quinientos tiene Deficiencia Selectiva de IgA. Muchos de
estos individuos presentan enfermedades relativamente
ligeras y generalmente no se encuentran lo suficientemente
enfermos para ser revisados por un meédico. Por lo tanto,
nunca se les descubre la deficiencia de IgA. De hecho, la
mayoria de los individuos con Deficiencia Selectiva de IgA
son relativamente sanos y no presentan sintomas. En
contraste, también existen individuos con Deficiencia
Selectiva de IgA que tienen enfermedades significativas. Los

52
AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO



o T

B

UNIVERSIDAD DE CUENCA

o FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

-
L

“DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE
INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”

estudios han sugerido que a algunos pacientes con
deficiencia de IgA les falta una fraccién de IgG (la subclase
IgG2) y esa puede ser una explicacién de la razén por la cual
algunos pacientes con deficiencia de IgA son mas

susceptibles a infecciones que otros.

Un problema comun en la deficiencia de IgA es la
susceptibilidad a infecciones, tales como, infecciones
recurrentes del oido, sinusitis, bronquitis y neumonia, son las
mas comunmente observadas en pacientes con esta

deficiencia.

El segundo problema mas importante en la deficiencia de IgA
es la ocurrencia de enfermedades autoinmunes. Algunas de
las enfermedades autoinmunes mas frecuentes asociadas
con la deficiencia de IgA son: Artritis Reumatoide, Lupus
Eritematoso Sistémico y Purpura Trombocitopénica Inmune.
Otros tipos de enfermedades autoinmunes pueden afectar el

sistema endocrino y/o sistema gastrointestinal.

Las alergias pueden ser también mas comunes entre los
individuos con Deficiencia Selectiva de IgA de entre la
poblacion general. Los tipos de alergias varian. El asma es
una de las enfermedades alérgicas que ocurren comunmente
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con la Deficiencia Selectiva de IgA. Otro tipo de alergia
asociada con la deficiencia de IgA es la alergia a alimentos,
en la cual los pacientes tienen reacciones ante ciertos
alimentos. (13)(14)

6.10.1.3- Diagnhdstico

El diagndstico de la Deficiencia Selectiva de IgA se sospecha
comunmente por la existencia, ya sea recurrente o cronica,
de infecciones, alergias, enfermedades autoinmunes o
diarrea cronica. El diagnodstico se establece cuando los
analisis del suero sanguineo del paciente demuestran una
marcada reduccion o casi ausencia de IgA con niveles
normales de otras clases principales de inmunoglobulinas
(IgG e IgM). La mayoria de los pacientes producen

anticuerpos normalmente.

Algunas otras pruebas importantes incluyen un conteo
sanguineo completo, medicion de la funcidon pulmonar, y
analisis de orina. Otras pruebas que pueden ser obtenidas
en pacientes especificos incluyen la medicion de la funcion
tiroidea, medicion de la funcidn del rindn, medidas de

absorcion de nutrientes por el tracto gastrointestinal, y la
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prueba para anticuerpos dirigidos contra los tejidos propios

del cuerpo (autoanticuerpos). (13)(14)

6.10.2- Nefropatia por inmunoglobulina A

La nefropatia crénica es una enfermedad crénica del riidn,
que se puede originar en la nifez y avanzar en un periodo de
10 a 20 afos, terminando en una enfermedad renal grave. Es
causada por depdsitos de inmunoglobulina A en los
glomérulos renales. Esto impide que el rindn pueda excretar

normalmente sustancias de desecho. (15)

6.10.2.1- Causas de la nefropatia por IgA

Aun no se sabe cual es la causa de esta enfermedad, sin
embargo, en mas de la mitad de los casos la nefropatia por
IgA se hereda por medio de un gen autosomico dominante.
La herencia autosdbmica dominante significa que el gen esta
localizado en uno de los autosomas (pares de cromosomas
del 1 al 22). Por lo que tanto hombres como mujeres estan

igualmente afectados.

La nefropatia por IgA es una condicion bastante
heterogénea, lo cual significa que la presentacion varia

95
AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO



o T

UNIVERSIDAD DE CUENCA

e a

ég;g FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
2

-t “DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE

INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”
considerablemente entre individuos y familias. De hecho, es
posible que algunas personas posean el gen y no
manifiesten sintoma alguno de la enfermedad, pero si

podrian trasmitirle el gen a la siguiente generacion. (15)(16)

6.10.2.2- Datos clinicos de la nefropatia por IgA

Esta patologia es una enfermedad silenciosa que puede
pasar desapercibida por algunos afnos, pero generalmente
comienza antes de los 30 afos de edad. El sintoma mas
comun es la presencia de sangre en la orina. Le toma
muchos anos avanzar a la etapa que causa complicaciones
detectables como edema, infecciones recurrentes de las vias

respiratorias superiores o enfermedad intestinal. (15)(16)

6.10.2.3- Diagnhdstico

Ademas del examen fisico y la historia médica completa, se
pueden incluir los siguientes procedimientos para su

diagnostico:

e Medida de la presion sanguinea
o Medida de niveles de colesterol en la sangre

o Medida de los niveles de proteina en la orina
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e Biopsia de rindn para identificar los depdsitos de IgA
(15)(16)

6.10.3- Mieloma multiple IgA

El mieloma multiple es una enfermedad caracterizada por
una proliferacion de células neoplasicas plasmaticas en la
meédula osea y la produccion de una inmunoglobulina A

monoclonal. (17)

6.10.3.1- Clinica del mieloma maultiple IgA

El dolor 6seo es el sintoma mas frecuente, es de caracter
mecanico y se localiza mas frecuentemente en columna y
parrilla costal. Puede haber osteoporosis y fracturas
patologicas. En ocasiones se producen compresiones
medulares o radiculares, tanto por la afectacion mielomatosa
como por aplastamientos vertebrales, que cursan con dolor y
en los casos mas severos pueden llegar a dar una
paraparesia espastica. Un tercio de los pacientes presentan
anemia y también se aprecia pérdida de peso en el 27% de
los casos. EI 10% de los pacientes debutan con clinica
infecciosa, fundamentalmente neumonia neumocédcica e

infecciones urinarias por bacilos gram negativos. La
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hepatomegalia y la esplenomegalia son infrecuentes. En
aproximadamente el 50% de los pacientes hay afectacion
renal en algun momento de la evolucion, con deterioro de la
funcion renal, secundario a la excrecion de cadenas ligeras
por orina o a la hipercalcemia. Esta ultima puede cursar con
desorientaciéon, confusién, estreiimiento, nauseas, poliuria.
(17)(18)

6.10.3.2- Diagnéstico

En la analitica de sangre podemos encontrar anemia (60-
70%) con el resto de series conservadas, acompafada de un
aumento marcado de la VSG (normalmente superior a 100
mm). El 25% de los pacientes tienen cifras de creatinina
superior a 2 mg/dl y la hipercalcemia aparece en el 20% de
los pacientes.

El dato fundamental que suele constituir el inicio del estudio
de un mieloma es la aparicion en el proteinograma
electroforético de sangre u orina de una banda monoclonal
en las regiones gamma o beta, aunque hay que recordar que

existen casos en los que puede ser normal.

Segun el tipo de inmunoglobulina que produce el mieloma se
puede clasificar en varios tipos: IgG (560-60%), IgA (20-30%),
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e a

cadenas ligeras o Bence-dJones puro (10-20%; el
componente M esta formado solo por cadenas ligeras), IgD
(2%), no secretor (1%), siendo muy infrecuentes los tipos IgE
e IgM1). (17)(18)

6.11- Enfermedades mas frecuentes relacionadas con la
alteracion de la concentracion de Inmunoglobulina A en

ninos

La inmunoglobulina A secretora es la mayor clase de
inmunoglobulina presente en secreciones y membranas
mucosas del organismo. Muchas causas han sido
involucradas en la etiopatogénesis de las enfermedades
respiratorias de nifilos, uno de ellos es la posible deficiencia
de IgA secretora. Muchos autores han realizado estudios de
ninos con enfermedades del tracto respiratorio superior
secundarias a infecciones o alergias, encontrando que estos
poseen niveles de IgA superiores con respecto a nifios que
no presentan este tipo de enfermedades y también valores
que superan a los valores normales correspondientes a sus
edades. Por lo tanto estos hallazgos no se relacionan con la
teoria de que los nifos que presentan enfermedades

respiratorias, presenten déficit de IgA.
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También se han realizado estudios que relacionan la caries
dental y los niveles de IgA en suero de nifios, asi como la
incidencia de Streptococcus mutans como causante de esta
alteracion. También se han realizado otros estudios como la
relacion entre los niveles de IgA y la dieta, concentracion de

flor en el agua y diferente frecuencia de lavado dental.

Asi Streptococcus mutans se encuentra en la mitad de nifos
con caries dental. Se han encontrado niveles séricos
promedio de IgA muy disminuidos en estos nifos. Por lo
tanto en estos estudios se concluyé que la disminucion de
IgA en los nifios podria ser un factor para que se desarrolle
la caries dental. Finalmente se observé que factores tales
como la dieta, concentracion de fluor en el agua y diferente
frecuencia de lavado dental no tienen ningun efecto en la

aparicion de caries dental en los nifios. (19)

6.12- Otras patologias relacionadas con el aumento o

disminucion de IgA

6.12.1- Aumento: Artritis reumatoide, carcinoma, cirrosis,
disproteinemia, enfermedad de Berger, enfermedades
autoinmunitarias, infecciones crénicas, mieloma multiple,
sindrome de Wiskot Aldrich y sinusitis.
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6.12.2- Disminucion: Ataxia telangiectasia hereditaria,
deficiencia de IgA, deficiencia humoral inmunitaria,
enfermedad de Burton, enteropatias perdedoras de
proteinas, hipogamaglobulinemia, quemaduras y sindrome

nefrético.

Medicamentos como acido valproico, anticonceptivos orales,
carbamacepina, dextran, estrogenos, fenitoina,

metilprednisolona, oro y penicilamina también la disminuyen.

(7)

6.13- Valores referenciales de inmunoglobulina A en

suero y otros fluidos corporales en mg/dl.

Tabla 1: valores de referencia de IgA en suero sanguineo y

otros fluidos corporales. (7) (5)
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Suero:
Edad mg/dl
Recién Hasta 8
nacidos

1-3 meses 3-60
3-6 meses 4-82
6-12 meses 12-85

1-2 anos 12-105
2-3 afos 20-122
3-6 afos 30-190
6-9 afos 25-230
9-12 afos 55-265
12-16 anos 70-230
Adultos 70-400

Lagrimas | 3-30
Saliva 2-20

Nota: estos valores fueron obtenidos por nefelometria.
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

La aparicion de nuevos métodos y técnicas para la
cuantificacion de la concentracion de inmunoglobulinas en
los ultimos afnos, han hecho que otros se vayan quedando
atras y sean utilizados cada vez menos. Estos nuevos
procedimientos han logrado incrementar su sensibilidad y
especificidad, lo que ha permitido obtener resultados cada

VeZ mas precisos.

Este trabajo lo que busco es hacer una comparacion entre
dos métodos para la cuantificacion de IgA en suero
sanguineo humano, mediante la Inmunodifusion Radial y el
Elisa Cuantitativo; el primer método ha sido utilizado durante
varios afnos por muchos laboratorios convencionales gracias
a la facilidad de adquisicidn y sencillez de su protocolo de
trabajo, mientras que el Elisa Cuantitativo es un método
novedoso pero que ha diferencia del otro utiliza protocolos
mas complejos y su adquisicion se restringe a laboratorios
especializados debido al costo del mismo y a que requiere de

equipos especiales para su realizacion.
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7- Muestra:

Para obtener una muestra lo mas homogénea posible, se
visitd la escuela Nicolas Soéjos a la que acuden nifios de
condiciones socio-econdmicas media-bajas. Se recolectdé un
total de 40 muestras de sueros sanguineos en ayunas, que
se obtuvieron de nifos y nifas entre 6 y 12 anos, tomados
aleatoreamente y que presentaban un estado de salud
aparentemente normal. Las muestras se recogieron en tubos
al vacio con agujas vacutainer, centrifugadas maximo dos
horas después de su recoleccion, y congeladas

inmediatamente a — 20 °C hasta su analisis.

8- Tamaio de la muestra:

El numero de muestras de suero sanguineo fue de 40 de
nifos y ninas en edad comprendida entre 6 y 12 afos. Se
realizara cada prueba por duplicado. (No se realiza con mas
muestras debido al costo de los reactivos).

9- Métodos de ensayo

Inmunodifusion Radial y Elisa Cuantitativo Indirecto. (8)(9)
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Método 1

9.1- INMUNODIFUSION RADIAL (IDR) (8)

9.1.1- Principio de la técnica:

Consiste en una inmunoprecipitacion en agarosa entre un
antigeno a cuantificar y su anticuerpo especifico. Se realiza
incorporando  uno de los dos reactivos inmunes
(generalmente el anticuerpo) uniformemente en una capa de
agarosa Yy luego introduciendo el otro reactivo en los pocillos
cavados en el gel. El antigeno difunde radialmente en la
mezcla gel-anticuerpo y se forma un disco o anillo de
precipitado visible en un punto que depende de la relacion

estequerométrica antigeno-anticuerpo.

Al completarse la reaccion a las 24-48 Horas, se realiza la
medida del diametro del anillo de precipitacion en mm2 y se
compara con una curva de calibracion que se construye con
los diametros al cuadrado de una serie de patrones vs. la

concentracion de los mismos, siendo esta relacion lineal.
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9.1.2- Condiciones de la prueba:

Temperatura de incubacion: 23°C (temperatura ambiente

en nuestro medio)

Tiempo de incubacion: 48 horas

Rango de la placa del fabricante: 44,5 a 620 mg/d|

9.1.3- Materiales

1- Placa IDR para 12 determinaciones. (Anexo 4:4.1)

2- Micropipetas para medir Sul con precision. (Anexo 6:6.1)
3- Suero testigo de concentracidén conocida.

4- Regla de lectura que permita leer con una precision de 0.1
mm (Anexo 4:3.3)

5- Tabla de conversion diametro vs. Concentracion. (Anexo
1)

6- Camara humeda de incubacién. (Anexo 4:4.2)
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9.1.4- Preparacién de muestras, placas y patrones:

Las placas deberan cumplir con las especificaciones ya
mencionadas anteriormente, donde cada una sirve para doce
determinaciones.

Se utilizara suero sanguineo humano de nifos tomado
correctamente en condiciones asépticas, los cuales deberan
ser conservados en congelacién, que al momento de la
prueba deberan ser temperadas a temperatura ambiente

antes de cargar en la placa.

a)- Muestra: En esta prueba se utilizd suero sanguineo

humano, la que se cargo 5 ul directamente en cada pocillo.

b)- Patrones: Se wus6 5 patrones de diferentes
concentraciones, utilizando una muestra de suero de
referencia (279mg/dl) IgA), de los cuales también se

cargaron 5 ul en cada pocillo:

- Preparacion de los patrones

Patron 1: Dilucion 1:6: diluir 5ul de suero de referencia con

30 ul de agua destilada.
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Patron 2: Dilucion 1:4: diluir 5ul de suero de referencia con
20 ul de agua destilada.

Patron 3: Dilucion 1:2: diluir 5ul de suero de referencia con
10 ul de agua destilada.

Patron 4. x1: cargar 5 ul de suero de referencia
directamente en la placa sin hacer dilucion alguna.

Patron 5: x2: cargar 10 ul de suero de referencia en la placa,
primero se carga 5 ul, esperamos entre 15 a 20 minutos y

luego volvemos a cargar 5 ul mas en el mismo pocillo.

- Curva de calibracion para Inmunodifusion Radial

Tabla 2. Preparacion de patrones y curva de calibracion

obtenida mediante IDR (Anexo 1)

Patron Dilucion Diametro al | Concentracion
cuadrado del | en

halo (mm2) | mg/dl

Patrén 1 1.6 20,25 46,5
Patrén 2 1:4 25 69,75
Patron 3 1:2 30,25 139,5
Patrén 4 X1 49 279
Patron 5 X2 82,8 558
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9.1.5- Procedimiento:

1- Abrir la placa para permitir que se evapore el exceso de
humedad.

2- Sembrar 5 ul de suero sanguineo (patrones y muestras),
usando micropipetas de presicion. Colocar en el centro de la
placa un algodén o gasa humedecida para mantener la
humedad del agar. Cerrar firmemente la tapa.

3- Incubar en posicion invertida en camara humeda por 24 -

48 horas a temperatura ambiente.
9.1.6- Célculo de los resultados:

El calculo de los resultados se realizara por el siguiente

meétodo:

- Determinacién de alta precision trazando curva de

calibracion:

a)Las cinco primeras posiciones de cada placa se
utilizaron para sembrar los diferentes sueros controles
de la curva de calibracion.

b) Medir los halos con una precision de 0.1 mm con una

regla especial de lectura.
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c) Graficar las concentraciones de los sueros patrones
contra el diametro al cuadrado de los halos de
precipitacion en mm2.

d) Trazar la recta que mejor una los puntos. Anexo 1

e) Interpolar el valor del diametro de la muestra

desconocida en la curva y establecer la concentracion.

Ejemplo:

Tabla 3: Ejemplo de lectura de la concentracion de IgA

(mg/dl) en suero sanguineo mediante IDR

Muestra Diametro del halo | Concentraciéon en

de precipitacion |la curva de

medido (mm?2) calibraciéon
(mg/dl)
31.925 150
2 35.4 182

9.1.7- Posibles errores de la prueba:

1) Es posible que por un mal manejo de la pipeta, se
cargue los pocillos de manera inadecuada, derramando

la muestra fuera del pocillo, romper los bordes de la
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placa o por la formacion de burbujas de aire, por lo que
se debera tener cuidado en la realizacion de este paso.

2)En cuanto a la conservacion de las placas de IDR,
deberan ser guardadas en refrigeracion entre 2-8 °C, no
se debe congelar, y se debera colocar la placa en forma
invertida si es posible en su sobre y caja original para
evitar la condensacion de la humedad. De la misma
manera cualquier indicio de deshidratacion de la placa
debera ser descartada.

3) Las placas que presenten humedad dentro de los
pocillos deberan ser descartados.

4) Se debera respetar tanto el tiempo como la temperatura
de incubacion, ya que de no ser asi se podrian
presentar variaciones de los resultados, ya que se
afecta la velocidad de difusion y por lo tanto los

diametros de difusion.

Método 2

9.2- ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO (9)

9.2.1- Principio de la técnica:
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El Elisa Cuantitativo se basa en el uso de antigenos o
anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica
como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno
o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre
un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente
revelada mediante la adicion de un substrato especifico que
al actuar sobre la enzima producira un color observable a
simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotdmetro o un colorimetro.

El Elisa indirecto emplea dos anticuerpos: uno primario
contra el antigeno, y uno secundario marcado contra el
primario. La deteccién tiene mayor sensibilidad por presentar
una amplificacion de sefial debida a la unién de dos o mas

anticuerpos secundarios por cada primario. (3)

9.2.2- Condiciones de la prueba:

Temperatura: 25°C (Temperatura ambiente en nuestro

medio)

Rango de deteccion: 500-7,8ng/ml
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9.2.3- Materiales:

- Lavador de micropocillos Elisa (Anexo 5:5.1)

- Espectrofotometro Elisa (Anexo 5:5.2)

- Pipetas automaticas fijas, variables y de ocho canales
(Anexo 6:6.1- 6:6.2)

- Kit de reactivos

- Micropocillos (Anexo 5:5.2)

- Soportes para micropocillos
9.2.4- Reactivos contenidos en el Kit:
a)- Micro pocillos (Microtiter Wells)

b)- Tampoén de recubrimiento (Coating Buffer)

Contiene capsulas buffer de carbonato-bicarbonato.

c)- Solucién de lavado (Wash Solution)
Tris buffer salino 50 mM, pH 8.0, y Tween 20 al 0.05 %.

d)- Solucién de Post-recubrimiento (Postcoat Solution)
Tris buffer salino 50 mM, pH 8.0, y BSA al 1%.
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e)- Diluyente de muestras y conjugados
(Sample/Conjugate Diluent)
Adicionar 0,5 ml de solucion Tween 20 al 10% a 100 ml de

Solucion Postcoat.

f)- Enzima Substrato (Enzyme Substrate)
Contiene TMB peroxidasa substrato y peroxidasa soluciéon B
en cantidades iguales.

g)- Calibrador

Contiene suero de humano de referencia, con una
concentracién por cada 0.1ml de 1.2 mg/ml. Rango de
trabajo 500 — 7.8 ng/ml.

h)- Anticuerpo de recubrimiento (Coating Antibody)
Contiene anti-IgA humano purificado, con una concentracion

de 1mg/ml. Dilucion de trabajo 1/100.

1)- HRP Anticuerpo de Deteccion (HRP-Antibody)
Contiene anti-lgA humano-HRP conjugado, con una

concentracion de 1Tmg/ml. Dilucion de trabajo 1/50.000.
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9.2.5- Preparacién de los reactivos

Tampon de recubrimiento:

Disolver el contenido de una capsula en 1.200ml de agua
destilada que equivale a 0.05 M de carbonato-bicarbonato,
pH 9.6. Conservar el preparado coating buffer a temperatura

ambiente por un afo.

Solucién de lavado:
Disolver cada paquete en un litro de agua destilada.

Conservar entre 2-30 °C por un afo.

Solucién de Post-recubrimiento:
Disolver el paquete en un litro de agua destilada. Conservar

entre 2-8°C por un afo.

Diluyente de Muestray Conjugado:
Adicionar 0.5ml del Tween 20 al 10% en 100ml de la solucion
de post-recubrimiento. Para usar tanto como en diluciones de

muestra y conjugado. Conservar entre 2-8°C por un ano.

Enzima Substrato:
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Mezcle volumenes iguales de cada reactivo. Haga solamente
la cantidad que requiere para cada ensayo. Conservar entre

2-8°C por un ano.

Solucién de Parada:

Contiene H,SO4 2M (no esta incluido en el kit).

9.2.6- Protocolo para la cuantificacion de IgA por Elisa

Cuantitativo Indirecto

Procedimiento:

1: Tampodn de recubrimiento con antigeno de captura

- Determinar el numero de pocillos que se necesitara. Los
estandares, muestras, blancos y/o controles deberan ser
analizados por duplicado.

-Diluir 1ul del anticuerpo de captura a 100 pl del tampdn de
recubrimiento por cada muestra a ser analizada (ej. para 32
muestras diluir 34 pl a 3.4ml).

- Colocar 100 ul del antigeno de captura preparado en todos
los pocillos e incubar por 60 minutos a temperatura

ambiente.
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- Realizar el lavado con la solucion de lavado, 350 ml para

cada pocillo por 3 veces.
2. Blocking (Post-recubrimiento)

- Adicionar 200 ul de la solucion Blocking Post-recubrimiento
en cada pocillo e incubar por 30 minutos a temperatura
ambiente.

- Realizar el lavado con la solucion de lavado como se

describid en el paso anterior.
3: Estandares y Muestras

- Diluir los estandares en el diluyente de muestra como se

indica en el siguiente cuadro:

I
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Tabla 4. Preparacion de patrones y curva de calibracion

para Elisa
N° de pocillo | Concentracion | Calibrador Diluyente de
del patron en |RS10-110-3 | muestra
(ng/ml)
500 4ul 9.6ml
2 250 1ml del | 1ml
pocillo 1
3 125 1ml del | 1ml
pocillo 2
4 62.5 1ml del | 1ml
pocillo 3
5 31.25 1ml del | 1ml
pocillo 4
6 15.625 1ml del | 1ml
pocillo 5
7 7.8 1ml del | 1ml
pocillo 6

- Diluir las muestras, basado en la concentraciéon esperada

del analisis,

para que entre dentro del rango de

concentracion de los estandares. Las diluciones que se
realizaron fue de 1:2500, 1:5000 y 1:10.000 para diferentes

muestras.
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- Colocar 100 pl de los estandares y muestras en cada
pocillo de acuerdo al mapa de trabajo e incubar por 60
minutos a temperatura ambiente.

- Lavar 5 veces como se indica en el paso 1.

4: Deteccion del anticuerpo HRP

- Para este trabajo se diluy6é 1:50.000 de HRP- conjugado en
el diluyente de conjugado.

- Colocar 100 pl en cada pocillo e incubar por 60 minutos a
temperatura ambiente

- Lavar 5 veces como se indica en el paso 1.

5: Reacciéon con la Enzima Substrato

- Preparar la solucion de substrato de acuerdo a la
recomendacion. (9.2.4 lit. e)

- Colocar 100 pl de la solucion substrato en cada pocillo e
incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

- Para detener la reaccion enzimatica, adicionar 100 ul de
H,SO,4 2M en cada pocillo.

- Leer todas las muestras y estandares en el lector Elisa a
una longitud de onda de 450nm para el TMB. (9.2.3 lit. f)
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9.2.7- Céalculo de resultados

- Se establecio el promedio de las lecturas duplicadas de
cada estandar, muestra y control.

- Se elabor6 una curva de calibracidon con los promedios de
los estandares. (Anexo 2)

- Se determind la concentracion de cada muestra utilizando
la ecuacion de la curva de calibracion obtenida de la

siguiente manera:

Obtenida la densidad 6ptica D.O., esta se reemplazara en la
ecuacion de la curva de calibracion, la que tendra que ser
despejada para obtener la concentracion en ng/ml
directamente, y luego debera pasarse a mg/dl haciendo los
calculos correspondientes para compararlos con los
resultados obtenidos por la IDR también expresados en
mg/dl.

- Para los calculos debera también tomarse en cuenta la

dilucion que se realiz6 en las muestras.

Ejemplo:

Tabla 5: Ejemplo de la lectura de la concentracion de IgA
(mg/dl) mediante Elisa
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Muestra | Absorbancia | Concentracion |Concentracion
(D.O.) ng/ml mg/dl
mediante
ecuacion *
19 1.767 255.7 127.8
20 1.984 454 227

9.2.8- Lectura de patrones y curva de calibracion

obtenida mediante Elisa Cuantitativo.

Tabla 6: Curva de calibracion obtenida mediante Elisa

(Anexo 2)
Patron Absorbancia Concentracion
(D.O.) (ng/ml)
1 2.103 492.893
2 1.723 254.741
3 1.124 123.523
4 0.607 62.025
5 0.312 32.361
6 0.171 16.829

9.2.9- Ecuacion de la curva de calibracion utilizada en el

calculo de

Indirecto. (Anexo 2)

AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO
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*Ecuacion de la curva: y=(A-D)/(1+
(x/C)"B) + D
Coeficientes: A =2,406 B =-1,648 C=183,952 D =
0,299
y = Absorbancia (D.O.) x =
Concentracion de IgA (ng/dl)
R-squar: 0,9968

Despejando (x) de la férmula anterior y reemplazando los

coeficientes tenemos la siguiente ecuacion:

X = 143, 824

1,467
v 2,562 1

y- 0,074

Nota: Para obtener las concentraciones de IgA en suero
mediante Elisa, se reemplazara la absorbancia = (y) en la

ecuacion anterior.

Ejemplo: Muestra # 19
Absorbancia (D.O.) leida: y = 1.726

X = 143, 824

1,467
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v 2562 1
1.726 - 0,074

x = 255,75 ng/ml

Tomando en cuenta la dilucién y pasando la concentracion
de ng/ml a mg/dl tenemos:

6
10 ng 1 mg
X
255, 75 ng/ml x = 0,000256 mg/ml * 100 = 0, 0256 mg/dl * 5.000(dilucion
muestra)

x = 127, 8 mg/dI
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se exponen los resultados de las
concentraciones de IgA en suero sanguineo de los 40 nifos
de la escuela Nicolas Sojos de la ciudad de Cuenca, con un
estado de salud aparentemente bueno, obtenidos mediante
IDR y Elisa Cuantitativo Indirecto. Los nombres de todos
estos nifos han sido omitidos por razones éticas, por lo que

se les atribuye un numero entero del 1 al 40.

10 - ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LAS
CONCENTRACIONES DE IgA OBTENIDAS EN SUERO
SANGUINEO MEDIANTE INMUNODIFUSION RADIAL Y
ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO.

10.1- Resultados de las concentraciones de IgA

obtenidas por los dos métodos.

Tabla 7: Resultados de las concentraciones de IgA en suero
sanguineo obtenidas mediante Inmunodifusién Radial y Elisa

Cuantitativo Indirecto expresadas en mg/dl.
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NUumero de | Concentracion Concentracion
muestra de IgA en suero |de IgA en suero
mediante IDR en | mediante Elisa
mg/dl en mg/dl
1 150 239,7
2 232 118
3 150 204,5
4 182 131,6
5 186 204,6
6 123 121
7 310 287
8 182.5 192
9 - 59
10 160.5 157
11 250.5 288,7
12 190 192
13 132 158
14 175.5 185,4
15 285 272,9
16 183 145,4
17 176 171
18 225 1411
19 91.5 128
85
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20 300 227
21 325 151
22 192 333,8
23 181 124,7
24 150 81
25 160.7 167
26 95 107,7
27 182 151
28 210 126
29 154 .4 232
30 203.4 138
31 95 131,2
32 107 91
33 225 161,8
34 205 170
35 182 170
36 145 155,7
37 309 152
38 195 235,6
39 179 319
40 205 337,2
Concentracion 189,3589744 182,1458974
promedio

AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO
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Segun los resultados obtenidos se encuentra un valor
minimo de 91.5 mg/dl y un valor maximo de 325 mg/dl por
Inmunodifusion Radial, mientras que por Elisa Cuantitativo
Indirecto se encuentra un valor minimo de 5.92 mg/dl y un

valor maximo de 337.2 mg/dl.

De acuerdo a los rangos de deteccidén de los dos métodos:
IDR (44.5-620 mg/dl)

-4
y Elisa (500-7.8 ng/ml) 6 (0.05-7.8x10 mg/dl), se observa

claramente que mediante Elisa todos los sueros arrojan un
resultado, en cambio por la IDR la muestra #9 no da valor
alguno. La explicacion de este hecho es que la concentracion
de IgA en ese suero fue tan baja como para entrar dentro del
rango de deteccion de la placa de IDR, lo cual nos indica que
el Elisa Cuantitativo Indirecto que si nos da un valor de dicha
muestra, presenta un mayor grado de sensibilidad y
especificidad, debido a que este método utiliza rangos de
deteccion mucho mas bajos si lo comparamos con el del otro
meétodo. También se observa que los promedios de las
concentraciones de IgA en suero obtenidos por ambas
técnicas muestran cierta cercania, 189,3589744 por IDR y
182,1458974 mediante Elisa, lo cual nos da un primer indicio
de los resultados finales, es decir que no presentarian

diferencias significativas entre uno y otro.

87
AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO



UNIVERSIDAD DE CUENCA
éwm'é FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

— “DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE
INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”

La mayoria de los resultados obtenidos por ambas técnicas
se encuentran dentro de los valores referenciales de IgA en
suero de niflos entre 6-12 anos, comprendido entre 25 a 265
mg/dl (5)(6); una pequefa parte se encuentran con valores
superiores y otra con valores inferiores a los rangos

normales de IgA en suero sanguineo.

Es importante recalcar que se ha realizado la comparacion
de las concentraciones de IgA en suero sanguineo
analizadas por ambos meétodos, con valores referenciales
obtenidos por nefelometria (25-265 mg/dl), ya que la técnica
de IDR si nos muestra valores referenciales de IgA suero
para nifos (30-300 mg/dl), mientras que el Elisa Cuantitativo
Indirecto no nos trae en su técnica valores referenciales

algunos.
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Valores por muestra mediante IDR

40

35

30

25+

# de muestras 20+
15-

10

5,

0,

@ bajos

@ normales

O superiores

bajos normales | superiores

o "# de muestras" 1 34 5

Grafico 1: Niumero de muestras que se encuentran dentro de valores normales,
por debajo y superiores a los referenciales de IgA en suero encontrados mediante
IDR.

En el grafico 1 se observa que del total de las 40 muestras
sujetas a analisis por el método de IDR, 33 se encuentran
dentro de los rangos normales, 5 en valores superiores y por
ultimo 1 sola muestra se encuentra por debajo de los valores
normales, la cual corresponde a aquella que no entrdé dentro
del rango de deteccion de la placa.

Valores por muestra mediante Elisa

40
35
30
25+
20+ O bajos

15 @ normales

#de
muestras

10 O superiores
5,
0,

bajos normales | superiores

‘El # de muestras 1 33 6

Grafico 2: Numero de muestras que se encuentran dentro de valores normales,
por debajo y superiores a los referenciales de IgA en suero encontrados mediante
Elisa.
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En el grafico 2 se observa que del total de las 40 muestras
sujetas a analisis por el método de Elisa Cuantitativo
Indirecto, 33 se encuentran dentro de los rangos normales, 6
en valores superiores, y 1 sola muestra se encuentra por
debajo de los valores normales, que corresponde a la que no
pudo ser detectada mediante IDR.

Comparacion de las concentraciones de IgA en mg/dl muestra a muestra entre
los dos métodos

350
325 =
300 1 - — 1 mli
2751 | I H
2504— ulem mli
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12345678 9101112131415161718 192021222324 252627 282930 313233 34 3536 37 3839 40

# de muestra

DO IDR O Elisa

Grafico 3: Comparacion de la concentracion individual de

IgA de cada muestra obtenidas por IDR y Elisa

En el grafico 3 se observa como varia la concentracidon
individual de IgA en suero de cada muestra obtenida por los

dos métodos de analisis.
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Tendencia de los dos Métodos
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Grafico 4: Tendencia muestral de los

dos métodos

En el grafico 4 se observa la tendencia entre los dos
métodos de analisis, la cual muestra que las concentraciones
de IgA analizadas por los dos métodos presentan semejanza
en los resultados obtenidos, que se aprecia a simple vista en
el trazado de las diferentes lineas del grafico las cuales

presentan cierta aproximacion.
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11- ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico, se utilizé el programa de
Microsoft Office Excel 2003, con la herramienta de Analisis

de datos.

Especificamente se procedioé a realizar el analisis T student
para medias de dos muestras emparejadas; con esta prueba
t se comparan las medias y las desviaciones estandar de un
grupo de datos (concentracion de IgA por los dos métodos) y
se determina si entre esos parametros las diferencias son
estadisticamente significativas o si sélo son diferencias

aleatorias.

Se aplica cuando la poblacién se asume ser normal pero el
tamano muestral es demasiado pequeno como para que el
estadistico en el que esta basada la inferencia esté
normalmente distribuido, utilizandose una estimacion de la
desviacion tipica en lugar del valor real, por lo tanto esta nos
conducira a resultados mas precisos, ya que en ésta
investigacion el numero de muestras utilizado es pequeiio

(40 muestras).

Para realizar el analisis estadistico se elimind la muestra #9

por razones anteriormente expuestas.
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11.1- Analisis estadistico de los resultados de las
concentraciones de IgA obtenidas mediante

Inmunodifusion Radial y Elisa Cuantitativo Indirecto.

11.1.1- Estadistica descriptiva
Tabla 8: Estadistica Descriptiva de los resultados de las
concentraciones de IgA en suero sanguineo obtenidas en los

analisis mediante IDR y Elisa.

Elisa Cuantitativo Indirecto
Media 182,1458974
Error tipico 10,56912964
Mediana 161,83
Moda 170,305
Desviacion 66,00419346
estandar
Varianza de la 4356,553554
muestra
Curtosis 0,155232089
Coeficiente de 0,931730556
asimetria
Rango 255,905
Minimo 81,295
Maximo 337,2
Suma 7103,69
Cuenta 39

IDR
Media 189,3589744
Error tipico 9,36818612

AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO

93



UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
Lk “DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE
INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”

Mediana 182
Moda 150
Desviacion 58,50430357
estandar

Varianza de la 3422,753536
muestra

Curtosis 0,299584692
Coeficiente de 0,634876085
asimetria

Rango 233,5
Minimo 91,5
Maximo 325
Suma 7385
Cuenta 39

Los resultados obtenidos en la estadistica descriptiva
muestran que las medias de las concentraciones de IgA
obtenidas por los dos métodos de analisis son: 182,1458974
por Elisa y 189,3589744 mediante IDR; los valores de la
desviacion estandar fueron de 66,00419346 mediante Elisa y
58,50430357 por
4356,553554 por Elisa y de 3422,753536 mediante IDR. Se

observa que la desviacidon estandar y la varianza presentan

IDR. Finalmente la varianza fué de

valores no muy cercanos entre si; esto se debe a que al
tomar las muestras aleatoreamente se escogieron nifos de
edades comprendidas entre 6 y 12 anos y ademas de sexos

diferentes, por lo tanto la variacion en cada una de las
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muestras es relativamente elevada ya que la concentracion

de IgA en suero sanguineo varia considerablemente con la

edad y el sexo.

Comparacion de las medias de las concentraciones de IgA
analizadas por los dos métodos

IDR; 189,3589744

240 - Elisa; 182,1458974

mg/dl 120 :

O Elisa
W IDR

1

Medias

Grafico 5: Medias de las concentraciones de IgA obtenidas

mediante IDR y Elisa

Como se observa en el grafico 5, vemos claramente que las
medias de las concentraciones de IgA obtenidas por los dos

meétodos presentan valores relativamente cercanos entre si.

11.1.2- Prueba T Student para muestras emparejadas

Tabla 9: Resultados de la prueba T student para muestras

emparejadas
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Elisa IDR
Media 182,1458974 189,3589744
Varianza 4356,553554 3422,753536
Observaciones 39 39

Coeficiente de
correlacion de
Pearson

0,359393029

Diferencia
hipotética de las

medias 0
Grados de

libertad 38
Estadistico t -0,63680654

P(T<=t) una cola

0,264034368

Valor critico de t
(una cola)

1,685954461

P(T<=t) dos colas

0,528068737

Valor critico de t
(dos colas)

2,024394147

Interpretacidon del analisis T para muestras emparejadas

Ho= hipdtesis nula= p1=p2

Ho= no hay diferencias estadisticamente significativas entre

un método y otro.

H1= hipdtesis alternativa= p1#u2

H1= Si hay diferencias estadisticamente significativas entre

un método y otro.

Si el T estadistico es menor al t critico no se rechaza la

hipoétesis nula.

Si el T estadistico es mayor al t critico se rechaza la

hipdtesis nula y se considera la hipotesis alternativa.
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T estadistico < t critico
- 0,63680654<

2,024394147

Resultado final: Por lo tanto, no se rechaza la hipoétesis
nula. Lo que quiere decir que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre la Inmunodifusion
Radial y el Elisa Cuantitativo Indirecto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

12- CONCLUSIONES:

En base a los resultados encontrados al comparar las

concentraciones de IgA en suero sanguineo de un total de 40

nifos y ninas de edades entre 6 a 12 afos con un estado de

salud aparentemente normal, obtenidos por dos métodos de

analisis, Inmunodifusion Radial y Elisa Cuantitativo Indirecto

podemos concluir lo siguiente:

1. Las concentraciones promedios de IgA en suero

sanguineo obtenidas por los dos meétodos, IDR
(189,358mg/dl) y Elisa Cuantitativo (182,145mg/dl)
Indirecto presentaron valores relativamente cercanos

entre si.

. Durante el analisis, se observo que la concentracion de

IgA de la muestra # 9 no pudo ser detectada por la IDR,
y no asi por el Elisa, que muestra un valor de 5,92

mg/dl, lo cual nos confirma el mayor grado de
98

AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO



B

R

-
L

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
“DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE
INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”

sensibilidad de este ultimo método por su menor rango

de deteccion.

. De acuerdo a los resultados finales obtenidos mediante

el analisis estadistico, se comprobd la hipotesis, que “no
existen diferencias estadisticamente significativas” entre

los dos métodos de analisis.

. Los dos métodos si bien se basan en el mismo

principio, tienen diferencias en su grado de complejidad
y condiciones que deben cumplir, asi la IDR tiene un
protocolo de trabajo relativamente sencillo si lo
comparamos con el del Elisa. Otro aspecto es el tiempo
que tarda el analisis, ya que mediante Elisa se obtienen
los resultados en un solo dia, mientras que por la
Inmunodifusion Radial se debera esperar como minimo

48 horas para la entrega de resultados.

.En cuanto al grupo de nifos aparentemente en

condiciones de buena salud objeto de nuestro estudio,
vemos que a pesar de que las escuelas y de que
condiciones socio-econdmicas en que se encuentran
son medias bajas, la mayoria de ellos presentan valores
normales de IgA en suero sanguineo y que estarian
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dentro de los rangos de referencia para ambos métodos

de ensayo.
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13- RECOMENDACIONES:

1. En nifios que presentan afecciones respiratorias vy

gastrointestinales recurrentes y otro tipo de patologias
relacionadas, se recomienda realizar la valoracion de

IgA para descartar una deficiencia de la misma.

. Se recomienda a los laboratorios clinicos el uso o

aplicacion de cualquiera de los dos meétodos de analisis
para la cuantificacion de IgA en suero sanguineo, ya

sea Inmunodifusion Radial o por Elisa Cuantitativo.

. Antes de empezar el analisis por uno u otro método, se

recomienda que se realice un ensayo preliminar para
verificar el buen funcionamiento de los reactivos, placas
y equipos utilizados. Asi también este ensayo nos
permitira conocer las diluciones de muestras, patrones y
conjugados adecuadas y necesarias para la realizacion

de las pruebas.

. Poner mucha atencion y orden en el seguimiento de

cada uno de los pasos descritos en los protocolos de
trabajo, asi como también en las condiciones que

debera cumplir cada prueba, ya que de estos
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parametros dependera la maxima especificidad y
sensibilidad de cada una de ellas, permitiéndonos

obtener resultados mas precisos y confiables.

5. En este estudio se aplicd una técnica llamada “pipeteo
reverso’, la cual se recomienda cuando se trabaja con
volumenes muy pequefios de muestra, de tal manera
que disminuya la pérdida de esta durante el pipeteo

normal, lo que se traduce en un resultado mas exacto.

102
AUTOR: DIEGO BENEANULA BERMEO



UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
“DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINA A EN SUERO SANGUINEO POR LOS METODOS DE
INMUNODIFUSION RADIAL Y ELISA CUANTITATIVO INDIRECTO EN NINOS DE EDAD ESCOLAR”

NEX0S
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ANEXO 1

Curva de calibracion utilizada en la lectura de las
concentraciones de IgA mediante Inmunodifusién Radial
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Nota: Los datos para obtener esta curva de calibracion

corresponden a los de la tabla 2 pag 35.
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ANEXO 2

Curva de calibraciéon y ecuacion utilizada en la lectura

de las concentraciones de IgA mediante Elisa
Cuantitativo
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k-5ar: 0,998

Nota: Los datos para obtener esta curva de calibracion

corresponden a los de la tabla 6 pag 42.
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ANEXO 3

Promedios de los diametros de los halos de
precipitacion obtenidos mediante Inmunodifusién Radial
y absorbancias leidas por Elisa Cuantitativo Indirecto.

Muestras Diametro de los | Absorbancias
halos de leidas mediante
precipitacion Elisa (Densidad
mediante IDR Optica)
(mm2)

1 32,5 2.150
2 40,9 1.663
3 31,9 1.950
4 35,4 1.747
5 36,6 2.012
6 28,1 1.574
7 51,8 2.071
8 36 1.984
9 - 0,23
10 34,2 1.868
11 44,9 2.164
12 36,6 1.985
13 29,7 1.871
14 34,8 1.965
15 48,3 2.208
16 36 1.816
17 34,8 1.919
18 40,9 1.796
19 24,5 1.726
20 50,4 2.069
21 53,3 1.840
22 37,2 2,228
23 35,4 1.708
24 32,5 1.361
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25 33,2 1.903
26 24,5 1.595
27 36 1.839
28 39,7 1.717
29 30,2 2.077
30 38,4 1.780
31 25 1.745
32 26 1.453
33 40,9 1.885
34 39,8 1.916
35 36 1.916
36 31,3 1.861
37 51,8 1.847
38 37,2 1.665
39 36 1.876
40 38,4 1.910
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ANEXO 4
Materiales utilizados en el analisis mediante

Inmunodifusion Radial

4.1. Placas de Inmunodifusion Radial

4.2. CAmara Himeda de incubacion 4.3. Regla para

medicion de halos
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ANEXO 5
Equipos utilizados en el analisis mediante Elisa

Cuantitativo

5.1. Lavador de micropocillos Elisa

e — ".
| 4_ e |
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ANEXO 6
Pipetas automaticas utilizadas en ambos analisis

6.1. Pipetas automaticas fijas y variables
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6.2. Pipeta automatica de ocho canales y porta reactivos
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