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1. Resumen

Unas de las enfermedades autoinmunes que mds inciden en Colombia son la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la tiroiditis autoinmune, las cuales pueden llegar
a ser cronicas y de dificil manejo, por lo tanto es de gran importancia profundizar en la
investigacion de su diagnostico con el fin de darle un manejo oportuno a las mismas, es por
esto que el presente trabajo pretende analizar como la citometria de flujo puede aportar al
diagnostico de dichas enfermedades ya que en estas puede haber un aumento o disminucién
de diferentes marcadores celulares. Mediante una revision bibliogréafica se eligieron articulos
cientificos que aportaron informacion relacionada con estas enfermedades y la citometria de
flujo, de esta manera se pudo evidenciar que, aunque hay algunos métodos diagndsticos
descritos, estas pruebas por si solas no permiten garantizar un perfil completo del paciente.
Durante la revision, se pudo demostrar que cada enfermedad expresa marcadores de lineas
celulares especificas y ya que la citometria de flujo permite su andlisis es prudente indagar y
profundizar acerca de como esto podria significar un aporte al diagndstico de las
enfermedades autoinmunes, por esta razon se llego a la conclusion de que la citometria de
flujo es una técnica de analisis que puede aportar en el diagnostico de estas enfermedades,

por su sensibilidad y especificidad que permite la caracterizacion simultdnea de poblaciones

. . 1
celulares que son de gran importancia en estas enfermedades
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2. Introduccion

Algunas de las EA mas comunes en Colombia son la artritis reumatoide, la tiroiditis
autoinmune, el lupus eritematoso sistémico, la diabetes tipo 1 y la esclerosis multiple®. Las
enfermedades autoinmunes afectan cerca del 3 a 5% de la poblacion?, su diagnodstico requiere
un conjunto de pruebas que por si solas no permiten confirmar la presencia de la enfermedad,
por esta razon, esta revision bibliografica pretende destacar a la citometria de flujo (CMF)
como método diagnostico de las enfermedades autoinmunes ya que incluye varios
parametros con medidas cualitativas y cuantitativas que permite obtener un resultado mas
especifico y rapido de la enfermedad con un perfil mas completo del estado del paciente®.
Esto representaria un gran avance a nivel clinico porque permitiria el inicio de un tratamiento
oportuno para mejorar la calidad de vida de estos pacientes y apoyar el trabajo de los
profesionales de la salud encargados de realizar las diferentes pruebas que definen el
diagnostico de las enfermedades autoinmunes. De igual forma se benefician las personas con
antecedentes familiares de padecer alguna Enfermedad Autoinmune (EA) y pacientes
diagnosticados con alguna de estas patologias ya que la CMF les podria permitir tener

claridad del estado y evolucion de la enfermedad®.



3. Objetivos

3.1 Objetivo general.

Establecer el papel fundamental de la citometria de flujo como apoyo diagndstico de

la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la tiroiditis de Hashimoto.

3.2 Objetivos especificos.

Identificar las caracteristicas mas importantes de la autoinmunidad y su relevancia en

la salud publica.

Describir los aspectos mas importantes de la artritis reumatoide, el lupus eritematoso

sistémico y la tiroiditis de Hashimoto.

Determinar el aporte de la citometria de flujo en la deteccion de las enfermedades

autoinmunes para obtener un diagnostico mas amplio.



4. Marco teorico

4.1 Concepto de autoinmunidad

Autoinmunidad: Falla de la tolerancia inmune

El sistema inmunoldgico protege al organismo de agentes extrafios, reconociéndolos y
produciendo una respuesta inmune frente a estos, evitando asi las infecciones potenciales y
erradicando de igual manera las ya establecidas’ sin embargo, esto no siempre funciona asi.
Desde principios del siglo XX, Paul Ehrlich advirtio sobre la falencia en el sistema
inmunolégico, describiendo un mecanismo de destruccion de otros érganos y/o sistemas por
parte del sistema inmune. Asi entonces, como hay mecanismos defensivos innatos y
adquiridos, también existen respuestas inmunes que no protegen, sino que al contrario actiian
de manera erronea y causan enfermedades o condiciones clinicas en las cuales el sistema
inmune ataca los constituyentes propios del individuo®, es decir, que en vez de reaccionar
solo a antigenos extrafios, el sistema inmunologico erroneamente reconoce como extrafio a
los tejidos, 6rganos y células propias del individuo, a esto, ¢l lo denomin6 ‘’horror
autotoxico’” que hoy conocemos como enfermedades autoinmunes®!?. Las EA incluyen mas
de 70 diferentes desérdenes que afectan aproximadamente al 5% de la poblacion de los paises
occidentales'"!2, Sus manifestaciones son muy variables en términos de tejidos afectados,
edad de aparicion y respuesta a tratamientos inmunosupresores. Es importante destacar el
papel de la respuesta humoral y celular hacia el tejido afectado, por esto se puede afirmar que
estas enfermedades son el resultado de una compleja interaccion entre factores
inmunologicos, genéticos y ambientales, de los cuales la mayoria ain no han sido

identificados'3.



Se pueden detectar un gran nimero de anticuerpos contra estructuras funcionales de la célula
(4cido nucleico, moléculas nucleares, receptores, entre otras que se mencionardn mas
adelante.) en las enfermedades autoinmunes y su presencia juega un papel fundamental en la
fisiopatologia, el diagnostico y la clasificacion de esta clase de desordenes. Muchos estudios
afirman que una persona puede mantener estos anticuerpos durante muchos afios antes de
que empiece a manifestar sintomas esto es gracias a que estos anticuerpos guardan relacién
con la enfermedad, pero no hay una linea de tiempo; detectar estos anticuerpos en el suero

del paciente representa un importante valor diagnostico'®.

Autoinmunidad y tolerancia:

El sistema inmunologico es capaz de diferenciar los antigenos propios de aquellos extrafios
que pueden producir dafio, es indispensable que el sistema inmune primero reconozca los
constituyentes propios del organismo para que pueda reconocer aquello que es extrafio o
ajeno a ¢l. Las enzimas especificas de la familia RAG ensamblan y recombinan genes de
manera aleatoria para formar receptores de antigenos que se encuentran sobre los linfocitos
Ty B (TCR y BCR), que reconocen especificamente al epitopo antigénico’ '3, de esta manera
se genera una enorme diversidad de receptores capaces de reconocer diferentes antigenos,
tanto propios como extrafios, para poder reaccionar contra cualquiera de ellos con alta
especificidad, la codificacion de las regiones variables de los TCR o BCR tiene multiples
versiones y los precursores de los linfocitos pueden escoger aleatoriamente una de estas, este
fendmeno se denomina recombinacion somatica y consiste en el reordenamiento del ADN
de tal manera que solo una version final de las multiples posibles sea expresada. Las enzimas
encargadas de esta reorganizacion son las RAG1 y RAG2 que se expresan solamente en el
desarrollo de los linfocitos inmaduros, una vez que estos han madurado y salen a periferia
los receptores no volveran a cambiar ya que las enzimas RAG son inhibidas, logrando asi
que cada célula T y B exprese un unico TCR y BCR respectivamente. Por esta razon existen
mecanismos que suprimen la respuesta inmune frente a aquello que ya se conoce, esto es

fundamental para mantener la integridad del organismo y cuando esto no ocurre se produce
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lo que conocemos como autoinmunidad. La no respuesta frente a un antigeno se conoce como
tolerancia y esta existe gracias al previo contacto frente a dicho antigeno, de esta manera se
puede entender que la autotolerancia es la falta de respuesta a los antigenos propios del
individuo, esta se consigue eliminando los precursores autoreactivos y permitiendo que se
desarrollen células que reconozcan péptidos extrafios, los mecanismos de autotolerancia se

mencionaran mas adelante &13-15

Los linfocitos tienen la posibilidad de inducir dos clases de respuesta o dos tipos de seleccion:
La primera, positiva, cuando el linfocito reconoce lo extrafio y comienza a trabajar para
inactivar o eliminar ese antigeno y la segunda, negativa, en la cual se ha perdido dicha
autotolerancia y los linfocitos responden frente a lo propio del individuo, esta pérdida
provoca la aparicion de enfermedades autoinmunes, por esta razon los linfocitos cuentan con
mecanismos para realizar solamente una seleccion positiva, es decir, reconocer inicamente
lo extrafio '37'7. Actualmente existen dos tipos de autotolerancia los cuales se pueden

observar en la tabla 1.

Tabla 1. Mecanismos de autotolerancia

Tolerancia Mecanismo Referencias

Central e Apoptosis 7,10,13,14,16

e Regulacion

e FEdicion o modificacion del

receptor
Periférica e Delecion clonal 7,10,13,14,16
e Anergia

e Supresion  mediada  por
linfocitos T

e Ignorancia inmunologica




e Regulacion

En la tabla 1 se diferencian los diferentes mecanismos de tolerancia central y periférica.
En esta tabla se pueden evidenciar los diferentes mecanismos de autotolerancia que se pueden

encontrar en la tolerancia central y periférica.

Tolerancia central

La diferenciacion y maduracion de las células linfoides encargadas de la respuesta inmune
adaptativa se produce en los 6rganos linfoides centrales (timo y médula dsea), es aqui donde
los linfocitos adquieren sus caracteristicas funcionales y su especificidad idiotipica. En
primer lugar, encontramos los linfocitos T que maduran en el timo, estos pueden ser de tipo
CD4 +y CDS8 + y estos son los encargados de la respuesta celular y de producir citoquinas.
Por otro, en la médula 6sea maduran los linfocitos B que son responsables de la respuesta

16,17

humoral y de la producciéon de anticuerpos . Hay ciertos mecanismos que permiten que

la tolerancia central se lleve a cabo correctamente, entre estos encontramos:

e Apoptosis: Es fundamental para mantener la homeostasis, controlar el desarrollo
y activacion de las células linfoides en 6rganos linfoides primarios y secundarios.
En la autoinmunidad, es la muerte celular programada de linfocitos autorreactivos

e inmaduros que reconocen con alta afinidad un antigeno propio, de esta manera

se impide que maduren y salgan a circulacion'®!4!7,

e Regulacion: Es una supresion que regula, limita y previene por medio de los
linfocitos T reguladores (CD4+CD25+FOXP3+) que se forman cuando las
células T reconocen con moderada afinidad su TCR, estos linfocitos reciben una
sefnal que les permite expresar Foxp3 y convertirse en un linfocito T regulador,
de esta manera en la tolerancia central estos linfocitos pueden regular a las células

T autorreactivas!0:!417.18,




e Edicion o modificacion del receptor: Este mecanismo es mayormente utilizado
por los linfocitos B cuando reconocen antigenos propios por medio de su BCR, el
linfocito B cambia su especificidad cuando reconoce antigenos propios en la
medula dsea, estos tienen la posibilidad de reemplazar su BCR autorreactivo por
otro que solo reconozca antigenos extraios por medio de la recombinacién
genética, de lo contrario moriria por apoptosis, una vez se haya modificado el
receptor se envia una sefial de inhibicion de la recombinacion por medio de la

enzima RAG 10:1417.19,

Tolerancia periférica

El conjunto de ganglios linfaticos, bazo y tejidos linfoides asociados a piel y a mucosas
conforma los 6rganos linfoides periféricos, en los cuales hay una permanente recirculacion

10,16,20,21

de linfocitos a través de la circulacion linfatica y sanguinea . Debido a que las células

T autorreactivas evadieron la seleccion negativa del timo y médula dsea, estas llegan maduras

a realizar una tolerancia periférica preparadas para ser activadas® '

, €n esta etapa intervienen
una serie de mecanismos que ayudan a estos linfocitos a s6lo realizar una seleccion positiva,

entre estos encontramos:

e Delecion clonal: Es una forma en que el linfocito T que reconoce antigenos
propios se autodestruye. Las células T autorreactivas expresan Fas-L (fas-
ligando) sobre ellas mismas cuando reconocen autoantigenos en los tejidos
periféricos dando lugar a la apoptosis al unirse con el fas que co-expresan

(Sistema fas-ligando Fas)!'%-20,
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e Anergia: Esta consiste en la incapacidad de respuesta o ausencia de reactividad
funcional por parte de un linfocito una vez este ha sido estimulado por su antigeno
especifico, entonces, en el caso de los linfocitos T el efecto es una falta de
produccion de citoquinas y en los linfocitos B una falta de produccion de
anticuerpos. El linfocito entra en un estado inactivo hasta que recibe una

estimulacion adecuada, en algunos casos este estado puede ser irreversible!%2°,

e Supresion mediada por los linfocitos T: Es un proceso activo mediante el cual
un factor externo (citocinas, linfocitos u otras células) frenan la respuesta de una
célula autorreactiva una vez esta es estimulada por el respectivo auto-antigeno.
Cuando un autoantigeno estimula una célula autorreactiva, un factor externo
como las citoquinas, linfocitos u otras células son capaces de detener la respuesta.
Este proceso se lleva a cabo cuando los linfocitos T CD4 de tipo TH2 inhiben las

funciones de las células autorreactivas de tipo TH11020,

e Regulacion: Su objetivo es prevenir y regular las respuestas inmunes
autoagresivas en el sistema inmune mediante la secrecion de citoquinas (TGF-
BETA e IL-10) o por contacto directo célula a célula mediante la accion de los

linfocitos T reguladores (CD4 +, CD25 +, Foxp3+)!%:1417,

4.2 Caracteristicas de las enfermedades autoinmunes:

e Dependiendo de donde se encuentren los autoantigenos que se reconozcan, las
enfermedades autoinmunes pueden ser sistémicas como en el caso del lupus
eritematoso sistémico o especificas de 6rganos como en la diabetes Tipo I y la
esclerosis multiple.

e Los inmunocomplejos, los autoanticuerpos circulantes y los linfocitos T

autorreactivos son mecanismos efectores de la lesion tisular en diferentes EA.
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e El curso de la respuesta autoinmune estd determinado por las caracteristicas clinicas
y patologicas de cada enfermedad.

e Debido a que los autoantigenos que desencadenan las respuestas autoinmunes son
persistentes activan mecanismos que amplifican la reaccion, es por esto que las EA

tiende a ser cronicas y progresivas®>2>,

4.3 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica no 6rgano especifica,
causada por autorreactividad y por la presencia de autoanticuerpos: factores reumatoideos y
anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados. Esta enfermedad se caracteriza por la
afectacion simétrica e inflamatoria de multiples articulaciones, la presentacion de diversos
sintomas generales inespecificos y manifestaciones clinicas extraarticulares. En la mayoria
de los casos es cronica, pero con un diagnostico temprano y un tratamiento adecuado se puede

lograr un buen control en los pacientes?®?7,

Factores hormonales, genéticos y ambientales intervienen en el inicio de la enfermedad, estos
estimulan una respuesta inmune descontrolada que se expresa con una reaccion inflamatoria
exagerada principalmente en la membrana sinovial. La AR produce una inflamacion de larga
duracion en las articulaciones diartrodiales, esto resulta en una poliartritis simétrica y en la
hipertrofia de la membrana sinovial con dafio progresivo de las articulaciones, huesos, asi

como también la destruccion y deformidad del cartilago?6-".

Caracteristicas de la enfermedad:

Los rasgos mas caracteristicos de la AR son la inflamacion de la membrana sinovial y la
destruccion progresiva del hueso y el cartilago articular, alteracién estructural, dolor y

limitacién funcional, esta enfermedad se manifiesta cominmente con rigidez y tumefaccion
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en diferentes articulaciones pequefias y grandes. Cuando la enfermedad ya est4 establecida
pueden haber manifestaciones extraarticulares, estas afectan principalmente la piel, los vasos
sanguineos, el corazon, los pulmones, los ojos y la sangre 2’2°. La evolucion de la AR es
muy variable, en algunos pacientes las lesiones permanecen a lo largo de toda su vida
mientras que en otros se puede detener de forma espontdnea. Es muy comun la presencia de
articulaciones hinchadas, tumefactas y calientes que resultan dolorosas y con movilidad
limitada. Cuando no hay un tratamiento oportuno existe un deterioro de la funcionalidad y la
calidad de vida, acompafiado de manifestaciones frecuentes y duraderas ocasionando que las
articulaciones afectadas pierden progresivamente la movilidad al tiempo que se producen

unas deformidades caracteristicas2’ 2.

En cuanto a la relacion de la AR y otros agentes patogenos, varios estudios han demostrado
que los titulos de anticuerpos contra la Proteus mirabilis son mayores en los pacientes con
AR que en pacientes sanos como consecuencia de la similitud entre la alfa-hemolisina, la
ureasa y los autoepitopes caracteristicos de la enfermedad. La mayoria de los pacientes con
AR presentan anticuerpos contra proteinas que han sufrido una modificacion postraduccional
conocida como citrulinacion, un proceso en el cual la enzima peptidil-arginina deaminasa
convierte la arginina en citrulina?' proceso que también se ha evidenciado en la periodontitis
causada por Porphyromonas gingivalis la cual produce esta misma enzima capaz de inducir
la citrulinacion, favoreciendo de esta manera la produccion de anticuerpos contra proteinas
citrulinadas, estos anticuerpos se depositan en el espacio sinovial provocando la inflamacién

y destruccion articular caracteristica de la artritis reumatoide3®>2,

Epidemiologia en Colombia

La artritis reumatoide es la enfermedad articular inflamatoria cronica mas comun, afectando
aproximadamente al 1% de la poblacion general *3. La comorbilidad en pacientes con AR es
frecuente, por lo que la discapacidad, el deterioro de la calidad de vida y la mortalidad
prematura es dos veces mayor que la de la poblacion en general 3* Al cabo de 10 a 12 afios

de la enfermedad, cerca del 20% de los pacientes pueden presentar deformidad articular e
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incluso incapacidad, sin embargo, es dificil predecir la evolucion de la enfermedad en cada
paciente ya que esta tiende a ser muy variable. La enfermedad tiene una distribucion mundial
que afecta a todas las razas, pero tiene menor prevalencia en paises en desarrollo incluido
américa latina, esta es mas frecuente en mujeres que en hombres a razon de 7:1 entre los
cuarenta y sesenta afios aunque puede afectar a personas con mayor edad?”- Segun el Sistema
Integral de Informacion de la Proteccion Social del Ministerio de Salud, durante los afios
2012-2016, En Colombia se identificaron 248.995 casos, lo que permite calcular una
prevalencia en mayores de 18 afios del 0,52%, de los cuales el 80,7% son mujeres, con una
relacion mujer: hombre de 4,2: 1, con mayor prevalencia entre el grupo etario de 70 a 74
anos. Los departamentos con mayor numero de casos entre los afios 2012 y 2016 fueron:
Bogota D.C. (64.121), seguido de Antioquia (43.771); sin embargo, los departamentos con
mayor prevalencia fueron Cesar (1,13%), Casanare (0,96%) y Risaralda (0,93%). Dentro de
los factores predisponentes de la enfermedad se pueden encontrar: la edad, el sexo femenino,
los antecedentes familiares a AR, lesiones articules previas, infecciones con frecuencia por

bacterias (Proteus mirabilis) o virus (Epstein-Barr), tabaquismo, estrés y obesidad 2%4-36,

Inmunopatologia de artritis reumatoide:

La membrana sinovial normal por lo general es una estructura que contiene pocas células con
una capa cercana al delgado espacio articular, en cambio, la membrana sinovial reumatoidea
esta infiltrada por células, entre las que se pueden destacar los linfocitos B, los linfocitos T
CD4+ y los macrofagos que se encuentran organizados en agregados linfoides, muchas veces
con centros germinales. El proceso inflamatorio es provocado principalmente por citoquinas
proinflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento ocasionan diversas manifestaciones
extraarticulares acompafadas de la destruccion del hueso subyacente y el cartilago. Una vez
se desencadena la enfermedad, ya sea por predisponentes genéticos como el HLA (DR1 y
DR4) y factores ambientales (tabaquismo y algunas veces por infecciones), los linfocitos T
son activados por una cé¢lula presentadora de antigeno (CPA) desencadenando dos respuestas.

La primera, por parte de los linfocitos Th17 secretores de la citoquina con mayor efecto

14



proinflamatorio: la interleuquina 17 (IL-17) y la IL-7 que provocan el reclutamiento de mas
células proinflamatorias. La segunda respuesta esta mediada por linfocitos Th1 que producen
IFN-y que tienen como objetivo la activacion de los macrofagos para que estos puedan
producir TNF-a e IL-1. Estos macrofagos junto con los linfocitos B migran hacia las
articulaciones ocasionando una acumulacidn de fluido en la articulacion, una hiperplasia de
la membrana sinovial una inflamacion de la misma y como consecuencia una disminucién
de la movilidad entre otras manifestaciones caracteristicas de la enfermedad que se describen
en la tabla 3. El grado de inflamacidn no es el mismo en todos los pacientes, sin embargo,

esta tiende a ser cronica y progresiva, llevando a la erosion 6sea y dafio articular 3740,

Figura 1. Inmunopatologia Artritis Reumatoide

predisponentes genéticos
HLA (DR1 y DR4)
Factores ambientales
Tabaquismo

Infecciones

Autoanticuerpos
Factor reumatoide
ACPA ..
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Q : IL-17
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Fuente: Elaboracion propia mediante el programa BioRender

Manifestaciones clinicas:
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas de la artritis reumatoide.

Manifestacion clinica Descripcion Referencias bibliograficas
Manifestaciones articulares e Inflamacidn de varias 2741
articulaciones de
forma simétrica
e Sinovitis
e Rigidez matutina
e Inflamacién precoz
e Tumefaccion
e Desviacion cubital
e Subluxacion dorsal
Manifestaciones e Anemia normocitica 2941
hematologicas y normocromica
e Leucopenia
e Trombocitopenia
e Velocidad de
sedimentacion
globular alterado
e Vasculitis
Manifestaciones cutaneas e Ulceras 29,41
Atrofia cutanea
e Dermatosis
neutrofilica
e FEritema palmar
e Xerosis
Manifestaciones e Pleuritis 2941
pleuropulmonares e Nodulos pulmonares
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e Afectacion bronquial

e Enfermedad
pulmonar intersticial
difusa

e Bronquiolitis
obliterante con o sin
neumonia organizada

e Nodulos pulmonares

Manifestaciones cardiacas e Pericarditis 3441
e Dolor toracico

e Pleuritis

e Aortitis
Manifestaciones e Sindrome del tinel 2941
neurologicas carpiano por
compresion del

nervio mediano

e Compresion brusca
del nervio radial

e [a mononeuritis
multiple

e La polineuropatia

sensitivo-motora

Afectaciones musculares e Miositis 29,41

e Necrosis muscular

En la tabla 2, se nombran las manifestaciones clinicas que pueden estar presentes en un

paciente con AR en los diferentes sistemas del cuerpo.

Pruebas diagnésticas:
17



El diagnodstico de la AR puede llegar a ser un poco dificil en etapas tempranas de la
enfermedad, debido a que los signos y sintomas en este estadio son similares a los de otras
enfermedades, sin embargo, actualmente se cuenta con una serie de pruebas que facilitan el
diagnostico. En este sentido, es importante tener en cuenta la historia clinica, la exploracién
fisica y otras pruebas analiticas que pueden orientar al médico a confirmar el diagnodstico de
la enfermedad. A continuacion, en la tabla 4 se presentan los criterios de diagnostico mas

utilizados.

Tabla 3. Criterios de diagndstico de la artritis reumatoide.

Analitica de sangre e Hemograma 2941
e Velocidad de
sedimentacion
globular (>30 mm/h)
e Proteina C reactiva
(>10 mg/L)
Analitica de autoinmunidad e Factor reumatoide 2941

e Anticuerpos
antipéptido  ciclico
citrulinado (anti-
PCC)

e Anticuerpos
antinucleares

e Genotipificacion del
antigeno leucocitario

humano de clase 11
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Analisis del liquido sinovial e Analisis 3741

macroscopico: color,

viscosidad y volumen
e Analisis

microscopico:

recuento de

leucocitos totales y la
busqueda de cristales
mediante luz

polarizada

Técnicas de imagen e Radiografia 2941
e Ecografia
e Resonancia

magnética

La tabla 3 menciona las pruebas de rutina utilizadas para diagnosticar la artritis reumatoide.

4.4 Lupus eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune de curso cronico,
caracterizada por la presencia de multiples autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
nucleares y citoplasmaticos. En esta enfermedad se forman varios inmunocomplejos que se
depositan en maultiples organos y tejidos que provocan respuestas inflamatorias

destructivas*?*

Caracteristicas de la enfermedad
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El cuadro clinico del LES tiende a ser variable por su diversidad de manifestaciones y su
severidad. Por lo tanto, es importante iniciar un tratamiento oportuno con el fin de obtener
un control sobre la enfermedad y evitar su progresion hacia la discapacidad funcional que
puede traer consigo la reduccion de la calidad de vida de los pacientes. El espectro clinico de
la enfermedad es amplio y heterogéneo, esto implica la presencia de multiples
manifestaciones clinicas no 6rgano especificas que se describen en la tabla 5. Aun no existe
cura para esta EA, sin embargo, la sintomatologia se puede manejar con una serie de
medicamentos que regulan el sistema inmune y controlan la inflamacion, aunque se
desconoce la causa exacta de esta reaccion inflamatoria, probablemente sea el resultado de
una combinacion de factores genéticos, hormonales y factores ambientales como infecciones

por virus, rayos ultravioleta y algunos medicamentos*—4>-

Epidemiologia:

Esta enfermedad se manifiesta en cualquier edad especialmente entre los 15 y 40 afios*®, tiene
una amplia distribucion mundial, afecta a todas las razas, especialmente a la poblacion
femenina en proporcion de 9:1. En el mundo, existe una mayor prevalencia para el lupus
eritematoso sistémico en personas de ascendencia africana y asiatica y en paises como Italia
y Espafia, principalmente por el HLA que expresan sus habitantes (HLA-DRBI1*08 y
DRB1*15)*. La prevalencia en EE. UU. es de 52/100.000 habitantes, 21/100.000 en Canada
y 25-91/100.000 en Europa. En cuanto a la epidemiologia en América latina la mortalidad y
el compromiso renal es mayor en pacientes de origen hispano que en pacientes caucasicos
debido a que la enfermedad tiene mayor prevalencia en los estratos socioecondmicos bajos y
menor nivel educativo®®. En general, los hombres con LES presentan menos fotosensibilidad,
una edad de inicio mas tardio y una tasa mas alta de mortalidad. Los nifios menores de 15
afnos padecen formas mas graves de la enfermedad, principalmente neuropatia, afectacion
neurologica y trombocitopenia®. De acuerdo con cifras del Sistema Integral de Informacion
de la Proteccion Social, la prevalencia demografica del lupus en Colombia, entre 2012 y

2016, predomind en Bogoté, con 13.747 pacientes. En el mismo periodo, en Antioquia se
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registraron 9.893 pacientes y en el Valle del Cauca 6.020. De ese registro llama la atencién
los departamentos de Vichada, Vaupés y Guainia, con 9, 7 y 6 pacientes respectivamente;
esto podria ser las dificiles condiciones de acceso al sistema de salud presentadas alli y por

el desconocimiento que aun existe de la enfermedad 37!,

Inmunopatologia:

Entre los factores predisponentes que pueden ocasionar la aparicion de LES se pueden
encontrar la luz ultravioleta, el tabaquismo, algunos fairmacos y hormonas sexuales, estos
provocan inflamacion y el incremento de muerte celular por apoptosis. El LES se caracteriza
por presentar una deficiencia en la eliminacion por fagocitosis de restos celulares o cuerpos
apoptoticos, los macrofagos en pacientes con LES son menos capaces de fagocitar debido a
defectos intrinsecos en las funciones celulares como defectos de adherencia, reduccion en la
expresion de receptores de superficie o una falla en la expresion de sefiales apoptoticas**,
causando una generacion constante de autoantigenos los cuales producen una respuesta
inmune que conlleva a la formacion de autoanticuerpos que estan dirigidos a autoantigenos
como el ADN, RNA, restos apoptoticos, entre otros. Estos complejos antigeno-anticuerpo
entran al torrente sanguineo y se dirigen a las membranas basales activando el complemento,
lo que provoca inflamacién y en consecuencia manifestaciones clinicas dependiendo del

organo al que se dirijan**-?

. Otros complejos inmunes se unen al receptor FcyRIIa de las
células dendriticas plasmocitoides o al receptor de antigeno del linfocito B para ser
internalizados y que posteriormente se unan a un TLR especifico, activando una cascada de
quinasas que causa la sintesis masiva de INF-a que potencia la respuesta inmunitaria y
ocasiona mas apoptosis en las células. Ademas, se producen las citoquinas IL-2, IFNy, IL-4,
IL-6, IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-9), BAFF (BLyS) y APRIL,

estas dos ultimas promotoras de la supervivencia y diferenciacion de linfocitos B>.

Después de la sintesis de INF-a, se estimula la activacion de los LT que interactuan con los
LB, en donde se une el TCR con el CMH del péptido antigénico dando lugar a la union LB
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como CPA y el LT por medio de su CD40 y CD40L respectivamente para producir citoquinas
y anticuerpos, con el fin de formar mas complejos autoinmunes para activar linfocitos T
CD8+ que contintien con el circulo de la enfermedad*+#*32, Por otra parte, se ha documentado
una deficiencia en el nimero y la funcionalidad de los linfocitos T y linfocitos B reguladores,
quienes, en situacion normal son los encargados de regular la inflamacion y mantener la
homeostasis linfocitaria. En el caso del LES se ha observado una disminucion del nimero de
T reguladores relativo al nimero de linfocitos activados, asi como una baja funcionalidad de
ellos, esto puede ser por diferentes causas; baja produccion de IL-2 en los pacientes con LES,
la cual resulta ser indispensable para la supervivencia y funcion de las células T reguladoras,
también otra causa puede ser la inhibicion de estas por parte del IFN-a proveniente de las
células dendriticas plasmocitoides®. En el caso de los linfocitos B reguladores, se ha
demostrado que las sefales inflamatorias desencadenadas en el LES disminuyen la capacidad
de las células B reguladoras para secretar IL-10 e inducen la proliferacion de células B

productoras de autoanticuerpos**.

Figura 2. Inmunopatologia del lupus eritematoso sistémico
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Fuente: Elaboracion propia mediante el programa BioRender

Manifestaciones clinicas:

Tabla 4. Manifestaciones clinicas del lupus eritematoso sistémico.

Manifestaciones pulmonares

e Pleuritis

e Neumonitis

Manifestacion clinica Descripcion Referencias bibliograficas
Manifestaciones generales e Fiebre 4142

e C(efalea

e Pérdida de peso

e (Cansancio

e Malestar inespecifico
Manifestaciones cutaneas e Eritema malar 4143

e FEritema en alas de

mariposa

e Urticaria

e Lupus discoide

e Lupus tumidus

e Alopecia, alopecia

areata

e Nodulos subcutdneos
Manifestaciones e Hipertension 4143
cardiovasculares e Pericarditis

e Miocarditis

e Endocarditis

e Infarto

41,43
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Embolia pulmonar
Hemorragia
pulmonar

Pulmon encogido
Neumonitis lupica
Sindrome de distrés
respiratorio
Hemorragia alveolar
Hipertension

pulmonar

Manifestaciones renales

Insuficiencia renal
Sangre en la orina
Orina muy espumosa
Glomerulonefritis
Nefropatia lapica

Proteinuria

41,43

Manifestaciones

hematologicas

Anemia de trastorno
cronico

Anemia hemolitica
autoinmune
Trombocitopenia
Leucopenia
generalmente con
linfopenia
Trombosis
Vasculitis

Aplasia pura de la

41,43
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serie roja

Manifestaciones musculares e Dolor muscular 41,43
y articulares e Dolor en las
articulaciones
® Artritis
Manifestaciones o Aftas 41,43
gastrointestinales e Pancreatitis

e Hepatitis

e [squemia intestinal
e Vasculitis intestinal
e Pseudo-obstruccion

intestinal

En la tabla 4, se nombran las manifestaciones clinicas que pueden estar presentes en un

paciente con lupus eritematoso sistémico en los diferentes sistemas del cuerpo.

Diagnéstico

El diagnoéstico de LES debe realizarse teniendo en cuenta parametros como la historia clinica,
exploracion fisica, realizacion de estudios de autoinmunidad y otras pruebas analiticas o de
imagen. Ninguna prueba, por si misma, es diagnostica de lupus por eso todas las pruebas
diagnosticas son complementarias entre si, por esta razon el seguimiento clinico serd de gran
importancia. A continuacion, en la tabla 6 se encuentran las pruebas mas utilizadas para su

diagndstico*>*.

Tabla 5. Criterios de diagndstico del lupus eritematoso sistémico.
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Analitica de sangre

Hemograma
Velocidad de
sedimentacion (> 30
mm/h)

Creatinina en suero (<

110 pmol/L)

41,43

Analitica

autoinmunidad

de

Anticuerpos
antinucleares
Anticuerpos anti-DNA
Anticuerpos anti-Sm
Anticuerpos
antifosfolipidos
Anticuerpos anti-Ro
Niveles del
complemento (C3, C4,
CH50

Factor reumatoide

41,43

Biopsia

Examen del aspecto de
las lesiones

Analisis histologicos
Estudio de
inmunofluorescencia

directa

41,43

Uroanalisis

Tira reactiva de orina

41,43
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e Examen microscopico

(hematies, leucocitos y

cilindros)
e (Cuantificacion del
cociente
Proteina/Creatinina
Técnicas de imagen e Radiografia de torax 41.43

e Ecocardiograma

La tabla 5 menciona las pruebas de rutina utilizadas para diagnosticar el lupus eritematoso
sistémico.

4.5 Tiroiditis de Hashimoto:

La tiroiditis de Hashimoto (TH) es una EA en la cual el sistema inmunologico desconoce y
ataca la tiroides, el sistema inmune comienza a generar una serie de anticuerpos que van
dirigidos hacia elementos especificos de la glandula, esto trac como resultado una
insuficiente funcién hormonal, por esta razén, esta enfermedad se conoce como
hipotiroidismo, es decir una tiroides hipoactiva que a lo largo del tiempo va a tener una

progresiva decadencia®.

Caracteristicas de la enfermedad:

La tiroiditis de Hashimoto, también conocida como tiroiditis linfocitica cronica consiste en
la inflamacioén de la glandula tiroides y constituye una afeccion tiroidea autoinmune de lenta

evolucion. La enfermedad de Hashimoto se puede dar por factores asociados a una
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predisposicion genética, tiende a ser mas frecuente en mujeres, pero puede afectar a hombres
también. Los cambios de la glandula progresan muy lentamente y sus manifestaciones
aumentan con el paso del tiempo; por lo tanto, el deterioro de la funcién y la llegada del
hipotiroidismo suele ser tardio, es por esto, que la disminucion en la produccion de hormonas
tiroideas no podria ser descubierta en un analisis hematologico hasta que la glandula esté lo
suficientemente afectada. En esta enfermedad se producen centros germinales y foliculos
linfoides, juntamente con una gran infiltracion de linfocitos que destruyen en gran medida la
tiroides. Conocer las manifestaciones clinicas y el estado funcional de la tiroides es de gran

importancia para el diagnostico y pronto inicio del tratamiento>®>7.

Epidemiologia:

La Tiroiditis de Hashimoto puede presentarse a cualquier edad pero ocurre mas
frecuentemente en mujeres de edad entre los 30 y 50 afios’®, la prevalencia de la enfermedad
aumenta a partir de los 35 afos de edad y puede afectar también a hombres especialmente a
partir de los 50 afios y nifios alrededor del 2%. Dependiendo de la edad de los pacientes
cambia la forma en que se presenta la enfermedad, los nifios por ejemplo presentan con mayor
frecuencia alteracion analitica y clinica de las hormonas tiroideas. Se estima que alrededor
de la mitad de los pacientes que tienen TH pueden presentar un estado “eutiroideo” que en
cualquier momento puede evolucionar a un hipotiroidismo clinico, es decir, al desarrollo de
sintomas y signos caracteristicos de la enfermedad como cuello grueso o presencia de bocio,
aumento de peso, piel seca, pérdida de cabello, menstruacion irregular o abundante,

cansancio y alta sensibilidad al frio®%>%%, entre otras que se describen en la tabla 7.

En Colombia se puede afirmar que la prevalencia de hipotiroidismo clinico no sospechado
llega hasta 18 casos por 1.000 personas, esta cifra aumenta hasta alcanzar 25 a 104 casos por

1.000 personas si se incluye los pacientes con hipotiroidismo subclinico’”6!

. Hay una
variable importante que es la ingesta o exposicion a cantidades superiores de yodo esto
depende del consumo de sal yodada y medicamentos o vitaminicos que contienen este
elemento, los cuales alteren la sintesis, el transporte o las pruebas de funcion hormonal.
Segun ENSIN2015 (Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional 2015) Colombia presenta
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una excesiva ingesta de yodo®?. El exceso de Yodo aumenta la antigenicidad esto hace muy
probable que la anti-tg y anti-TPO estén elevados y esto podria explicar la alta frecuencia de

estos anticuerpos en la poblacion colombiana®’,

Inmunopatologia:

En la TH hay algunos factores predisponentes como la exposicion al yodo y a las radiaciones
ultravioleta, también existe una predisposicion genética como el HLA (DR5 y DRw 53), y
algunos estimulos no inmunolédgicos tales como infecciones virales. Todos estos factores
conducen a la producciéon de antigenos HLA clase II en los tirocitos que al contener
inapropiadamente moléculas clase II sobre su superficie, presentan sus propios autoantigenos
a las células T ayudadoras desencadenando una respuesta inmune contra la glandula®*53

La destruccion de la tiroides se puede producir por diferentes mecanismos que se describen
a continuacion:

Una vez se desencadena esta respuesta, la tiroides es infiltrada por linfocitos T, linfocitos B,
células plasmaticas, macrofagos y celulas dendriticas. Las células T CD4+ liberan IFN-y, IL-
2 y TNF-B que inducen la proliferacion de células T autorreactivas ante la expresion de
antigenos CMH-II en los tirocitos, tanto IFN-a como IFN-3 bloquean la incorporacion de
yodo a las hormonas tiroideas e interfieren en la expresion del cotransportador Na-I, de
tiroglobulina y tiroperoxidasa. En particular, este INF-y es capaz de activar a los macrofagos
quienes pueden promover procesos inflamatorios que dafian de manera progresiva los
tirocitos. Por otro lado, encontramos un mecanismo mediante el cual la activacion de un
linfocito T CD8+ puede causar citotoxicidad y dafio en las células de la tiroides que expresan
moléculas HLA-II, estos linfocitos pueden unirse a los receptores de muerte del tirocito
activando la via de las caspasas debido a que estas células tienen en su membrana una
molécula conocida como FAS y en presencia de células T citotoxicas autorreactivas contra
alguna célula tiroidea van a unirse a su receptor, ya que estas expresan a su ligando FAS-L,
de esta manera se induce a la apoptosis de los tirocitos mediante la exocitosis de granulos
que contienen perforinas y granzimas y causan protéolisis de la mitocondria, el ADN y la

membrana celular; a este mecanismo se le conoce como como citotoxicidad mediada por

29



linfocitos T. Por ultimo, también hay mecanismos que involucr.

an a las células plasmaticas

cuando estas son autorreactivas por las células de la tiroides, generando anticuerpos contra

los antigenos glandulares (tiro-globulina y tiroperoxidasa) y las natural killer que tengan

receptores para estos anticuerpos, los van a reconocer por su region constante induciendo la

muerte celular de los tirocitos unidos a anticuerpos, a este mecanismo se le denomina

citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos

Figura 3. Inmunopatologia de la tiroiditis de Hashimoto
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Fuente: Elaboracion propia mediante el program

Manifestaciones clinicas:

a BioRender

Tabla 6. Manifestaciones clinicas de la Tiroiditis de Hashimoto.

Manifestaciones

Referencias bibliograficas

Manifestaciones cutaneas e Piel fria, seca,

41,49,66
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amarillenta, gruesa y
palida
e Ufas quebradizas

e Mixedema

Manifestaciones e Bradicardia 4l

cardiovasculares e Hipotension
e Disminucion de la

funcion renal

e Anemia
Manifestaciones e Estrefiimiento 4
gastrointestinales-hepaticas e C(Colesterol total y
HDL elevados
Manifestaciones musculares e Hipotermia 4

e Hipotonia

e Aumento en la fase de
contraccion/descontr
accion

e Pseudohipertrofia

muscular

La tabla 6 menciona las pruebas de rutina utilizadas para diagnosticar la tiroiditis de
Hashimoto.

Diagnéstico

El diagnoéstico de la TH incluye la deteccion de anticuerpos que participan en la

inmunopatologia de anticuerpos que se desarrollan en el curso de la enfermedad, sin
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embargo, la base del diagnostico de esta enfermedad es la determinacion de la concentracion

de las hormonas TSH, T4 Y T3. El diagnostico habitual de esta patologia se encuentra en la

tabla 8.

Tabla 7. Criterios de diagndstico para la Tiroiditis de Hashimoto.

perclorato

Examen fisico e Palpacion de tiroides | 416768
Anticuerpos e Antitiroglobulina 4

e Antiperoxidasa
Técnicas de imagen e Ecografia 4

e TAC
Concentraciones de e TSH 4
hormonas en la sangre o T4

e T3
Test dindmicos e Test de descarga con | !

La tabla 7 menciona las pruebas de rutina utilizadas para

Hashimoto.

4.6 Seguimiento por citometria de flujo y valor prondstico

diagnosticar la tiroiditis de

La CMF es una herramienta rapida que proporciona un analisis multiparamétrico de células

individuales en solucion, ademas permite la caracterizacion simultdnea de poblaciones

mixtas y autoanticuerpos a la vez, bajo condiciones como el tamafio, la complejidad y los

marcadores moleculares que presenten®®, este hecho es importante porque pretende un

diagnostico mas amplio y répido de las EA ya que puede identificar no sélo la expresion

anormal de moléculas extracelulares e intracelulares, sino que también permite una mejor

comprension de la inmunopatologia de la enfermedad’. Esta herramienta tiene la ventaja de
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ser mas sensible, cuantitativa, ampliamente disponible, util, rapida y relativamente mas facil
de realizar en un entorno de laboratorio de diagndstico en comparacion con otras técnicas®-’!,
En los ultimos afios, la CMF se ha utilizado en el monitoreo de diferentes patologias
autoinmunes como la esclerosis multiple, el lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoide, la enfermedad de Graves-Basedow, sindrome linfoproliferativo autoinmune,
entre otras'’2. Esta herramienta permite hacer la deteccion de inmunoglobulinas humanas
que se han podido utilizar como método de rutina de las anemias hemoliticas, la purpura
trombopenica idiopatica y neutropenias autoinmunes’>’3. Ademas, este método en los
ultimos afos ha significado un gran avance pues permite la determinacion de poblaciones
celulares™ como T reguladoras, linfocitos CD3+, CD4+, CD8+, CD14, CD16, CD25 y
transcripcion Foxp3, ademas de la identificacion de una serie de citoquinas proinflamatorias
como IL-10, IL-8, IL-1 y TNF-a que estan relacionados con la aparicion de enfermedades
autoinmunes. Estas determinaciones son de gran importancia en el diagnostico, prondstico y
esclarecimiento de la fisiopatologia de ciertas enfermedades que pueden mostrar diferencias
en estos marcadores!’!7>7%76 Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se hace
necesario profundizar en el uso de la CMF en el diagnostico de artritis reumatoide, lupus

eritematoso sistémico y tiroiditis de Hashimoto.

4.7 La citometria de flujo y la artritis reumatoide

Es bien sabido que la artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria del tejido sinovial
en la cual se produce una infiltracion de diferentes células inflamatorias que conducen a la
destruccion gradual del cartilago articular y el hueso subyacente junto con varias
manifestaciones extraarticulares® La desregulacion en las concentraciones de las diferentes
subpoblaciones celulares mencionadas en la tabla 9 que se pueden encontrar en la sangre
periférica y la membrana sinovial de los pacientes con AR tienen gran importancia en la
inmunopatologia y la evolucion de la enfermedad, asi mismo, el andlisis de estas células
mediante CMF podria significar un método de diagnostico y seguimiento para estos

pacientes®.
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Tabla 8. Marcadores celulares de artritis reumatoide

Estado Ubicacion Marcadores Referencias
bibliograficas
Linfocitos T Aumentado Membrana CD3+ CD4+ |77
ayudadores sinovial CD8-
Citoquina Aumentada Liquido TNF-a 8
sinovial,
membrana
sinovial,
plasma y suero
Linfocitos T Disminuido Membrana CD3+CD4- |77
supresores/citoto sinovial CD8+
Xicos
Linfocitos T Disminuido Sangre y CD4+ CD25+ |7
reguladores liquido sinovial FOXP
Linfocitos Th17 | Aumentado Sangre 30
periférica y 1L-17
tejido sinovial 1L-22
Linfocitos B Aumentado Sangre CD20 81
periférica CD79a
y tejido
sinovial
Neutroéfilos Aumentado Liquido CDo64+
sinovial o
Monocitos Disminuido Sangre CD14+ CDl16+
periférica 3

En la tabla 8 se hace una comparacion de de los niveles de diferentes poblaciones celulares

que participan en la inmunopatologia de la artritis reumatoide
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Figura 4. Citometrias de flujo de artritis reumatoide
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CD16 APC
1
T

CD20 FITC

CD56 PE CD19 PE

Fuente: Elaboracion propia mediante el programa Sketchbook

Analisis del comportamiento celular en la artritis reumatoide (A) Linfocitos T ayudadores
activados (CD25+ CD4+) y linfocitos T reguladores (CD25+ FOXP3+). (B) Poblacion Thl
(CD4+ TBET+). (C) Poblacion de monocitos (CD14+ CD16+). (D) Células Natural Killers
(CD16+ CD56+). (E) Linfocitos B (CD19+ CD20+).

4.8 La citometria de flujo y el lupus eritematoso sistémico

En el LES hay una hiperactividad de los linfocitos B que da origen a una gran produccion de
autoanticuerpos, por esta razoén, resultan ser de gran importancia para el diagnostico y
seguimiento de esta enfermedad. El LES por ser una enfermedad no inmunoespecifica, puede
producir autoanticuerpos contra cualquier elemento celular. La mayoria de estos anticuerpos
van dirigidos contra el ADN de cadena doble y cadena sencilla, ribonucleoproteinas
citoplasmadticas y nucleares y el DNP e histonas. Posiblemente estos sean la causa de algunas
manifestaciones clinicas caracteristicas de la enfermedad, se ha evidenciado que segun el
anticuerpo se puede identificar el dafio en los diferentes sistemas 3.

Aparte de la deteccion de autoanticuerpos, se pueden encontrar otros marcadores que indican

el estado del paciente como se evidencia en la tabla 10; se pueden evaluar por CMF
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poblaciones celulares como NK que se encuentran disminuidas y con fallas en su funcion,

por otro lado, se pueden encontrar monocitos y linfocitos B con niveles superiores a los

normales®*.

Tabla 9. Marcadores celulares de lupus eritematoso sistémico

Estado

Ubicacion

Marcadores

Referencias
bibliograficas

Monocitos

Aumentado

Sangre
periférica

CD14+ CDI16+

85

Autoanticuerpos

Presencia

Sangre
periférica

Deteccion  de
autoanticuerpos:
Anticuerpos
antinucleares

Anticuerpos
anti-DNA

Anticuerpos
anti-Sm

Anticuerpos
antifosfolipidos

Anticuerpos
anti-Ro

Anticuerpos
UIRNP

86,87

Células B (Breg)
extrafoliculares

active Naive
(aNAV) y DN2

Aumentado

Sangre
periférica

CD19,
CD38, CD24,
IgD, CDllec,
CD21y 9G4

CD27,

88,89

Células NK

Disminuido

Sangre
periférica

CD16 + 0 CD56
+

44

En la tabla 9 se hace una comparacion de los niveles de diferentes poblaciones celulares
que participan en la inmunopatologia del lupus eritematoso sistémico.
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Figura 6. Citometrias de flujo de lupus eritematoso sistémico

A.

CD4 PE
CD25 PE

CD25 APC FOXP3 APC

CD4 PE
CD16 APC

TBET FITC CD14 FITC
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CD16 APC
CD20 FITC

CD56 PE Cn10 PF

Fuente: Elaboracion propia mediante el programa Sketchbook

Analisis del comportamiento celular en el lupus eritematoso sistémico (A) linfocitos T
ayudadores activados (CD25+ CD4+) y linfocitos T reguladores (CD25+ FOXP3+). (B)
Poblacion Thl (CD4+ TBET+). (C) Poblacion de monocitos (CD14+ CD16+). (D) Células
Natural Killers (CD16+ CD56+). (E) Linfocitos B (CD19+ CD20+) en el LES.

4.9 La citometria de flujo y la tiroiditis autoinmune:

La evolucion de la tiroiditis autoinmune también llamada tiroiditis de Hashimoto es un
proceso difuso que consiste en una combinacion de la destruccion de las células epiteliales,
la infiltracion de linfocitos T, linfocitos B, células plasmaticas, macrofagos y células
dendriticas en la tiroides y finalmente una fibrosis del tejido tiroideo. La deteccion de
anticuerpos antitiroideos ha sido un punto clave en el diagnostico de esta enfermedad, ya que
se ha encontrado que el suero de los pacientes con TH presenta niveles altos de anti-
tiroglobulina y anti-tiroperoxidasa, contribuyendo a la actividad citotoxica de la
enfermedad’”°. El uso de la CMF en el diagnostico de la tiroiditis de Hashimoto es limitado,
sin embargo, a nivel serologico y del tejido tiroideo se han evidenciado diferencias en algunas

lineas celulares, por lo tanto, su analisis podria representar una alternativa de seguimiento y
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control de la evolucién de la enfermedad en los pacientes. La TH comienza con la
presentacion de autoantigenos tiroideos por lo cual se puede observar un aumento de la
funcion de las CPA, existe una disminucion de células T CD4+ en donde la mayoria de estas
resultan ser T reguladoras que actuan provocando la proliferacion y transformacion de las
células B en plasmocitos productores de anticuerpos tiroideos®' 3. Como es comun en las
enfermedades autoinmunes se ha reconocido que las células Th17 contribuyen a la
patogénesis de la TH. En diferentes estudios se ha encontrado que hay un aumento de
linfocitos Th17 y que estas células se infiltran dentro de la tiroides aumentando los niveles

6494 Por otro lado, también

de IL-17 en los pacientes y contribuyendo a la fibrosis tiroidea
se ha estudiado el papel de las NK en la patogenia de la TH, ya que se ha sugerido que estés
células desempenian un papel inmunoregulador en la prevencion de enfermedades
autoinmunes, en los pacientes con TH se ha encontrado un deterioro de la funcion de las NK
que podria inducir a la expansion de los subconjuntos de células B y T; y una mejora de la
actividad de las respuestas mediadas por células autoinmunes Th1, por lo tanto esta funcién
alterada podria tener implicaciones importantes en la aparicion y evoluciéon de la
autoinmunidad tiroidea, sin embargo, el defecto en las NK de estos pacientes es mas de tipo
funcional y no una disminucion del nimero de células, por lo cual habria que evaluar la
efectividad de su uso en el monitoreo de la enfermedad mediante CMF®. Finalmente, es
evidente que el rasgo histopatologico mas caracteristico de la TH es la inflamacion, por lo
que en los ultimos afios se ha evaluado la posibilidad de incluir el indice neutrofilo/linfocito
en el seguimiento de estos pacientes ya que este es un marcador importante de inflamacién
que se ha utilizado en el diagnostico de diferentes enfermedades inflamatorias. Varios
estudios han demostrado que hay un aumento significativo de la proporcion de neutrofilos en
los pacientes con TH, especialmente en los casos mas complicados, debido al dafio citotéxico

causado por los autoanticuerpos en la glandula tiroides®'.

Tabla 10. Marcadores celulares de tiroiditis de Hashimoto

Estado Ubicacion Marcadores Referencias
bibliograficas
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Linfocitos T Disminuido Glandula CD3+ CD4+ 91-93
ayudadores tiroides y CD8-
sangre
periférica
Linfocitos T Aumentado Glandula CD3+ CD4- 91,93
citotoxicos/supr tiroides y CD8+
esores sangre
periférica
Linfocitos T Disminuido Sangre CD4+ CD25+ | 93:9697
reguladores periférica FoxP3
Linfocitos Th17 | Aumentado Glandula IL-17 %
tiroides y suero IL-22
Linfocitos B Aumentado Plasma CD20
92,93
Neutrofilos Aumentado Sangre CD64+ o1
periférica
Células Aumentado Tirocitos CDla+ 22
presentadoras
de antigeno

En la tabla 10 se hace una comparacion de de los niveles de diferentes poblaciones
celulares que participan en la inmunopatologia de la tiroiditis autoinmune

Figura 6. Citometrias flujo de tiroiditis de Hashimoto
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Fuente: Elaboracion propia mediante el programa Sketchbook
Analisis del comportamiento celular en la tiroiditis de Hashimoto (A) linfocitos T ayudadores
activados (CD4+ CD25+) y linfocitos T reguladores (CD25+ FOXP3+). (B) Poblacion Thl
(CD4+ TBETH). (C) Natural Killers (CD16+ CD56+). (D) linfocitos B (CD19+ CD20+)
(E) Linfocitos TH17 (CD3+ RORY+)
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Tabla 11. Cuadro comparativo de poblaciones celular Natural Killer, Linfocitos Thl y

Linfocito T reguladores en Artritis reumatoide, Lupus eritematoso sistémico y Tiroiditis de

Hashimoto.
Artritis reumatoide | Lupus eritematoso Tiroiditis de
sistémico Hashimoto
Natural Killer Aumentado Disminuido Aumentada
Linfocito Th1 Aumentado Disminuido Disminuido
Linfocitos T Disminuido Disminuido Disminuido
reguladores
Referencias 77,79,98 44,5485 91,93,96,97,99

Diferencia en el comportamiento de las lineas celulares NK, linfocitos Th1, linfocitos T

reguladores en artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y tiroiditis de Hashimoto.
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5. Metodologia propuesta

5.1 Poblacion y muestra

El objeto de andlisis es bibliografia relacionada con la artritis reumatoide, el lupus
eritematoso sistémico y la tiroiditis de Hashimoto, asi como también el comportamiento
celular en estas enfermedades y la citometria de flujo como apoyo en su diagnoéstico.

La muestra corresponde a articulos de investigacion, paginas web y revisiones que incluyen
estudios del comportamiento de diferentes poblaciones celulares en las enfermedades
anteriormente mencionadas

5.2 Pregunta problema

La presente investigacion pretende dar respuesta a la pregunta: ;De qué manera la citometria
de flujo puede aportar al diagnostico de la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico
y la tiroiditis de Hashimoto?

5.3 Procedimiento

Figura 7. Diagrama de flujo PRISMA que describe las etapas de revision de la bibliografia

utilizada en la monografia.
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Para realizar la presente investigacion que tiene como objetivo analizar de qué manera la
CMF puede aportar al diagnostico de las enfermedades autoinmunes, se realiz6 una busqueda
exhaustiva de articulos cientificos de revistas Q1 y Q2 en los cuales se encontraba
informacion relevante de los conceptos de autoinmunidad, autotolerancia inmunoldgica,
enfermedad autoinmune, CMF y marcadores celulares, a partir de esta revision se logro
sintetizar la informacion de manera concisa para una mayor claridad del tema. Con esta
sintesis fue posible identificar el estado de las diferentes subpoblaciones celulares
involucradas en cada enfermedad autoinmune que se tuvo en cuenta para el presente trabajo,
y de esta manera se lograron establecer marcadores especificos para cada enfermedad que
pueden indicar el estado del paciente, destacando asi el aporte de la CMF en el diagnostico y

seguimiento de dichas enfermedades.
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6. Resultados esperados

Este trabajo busca ampliar la barrera de conocimiento con respecto al aporte de la CMF en
el diagnostico y seguimiento de las enfermedades autoinmunes. Cada enfermedad puede
evidenciar cambios en los comportamientos de algunas poblaciones celulares especificas que
se pueden identificar por Citometria de flujo, hacer seguimiento en las células implicadas en
la inmunopatologia de las enfermedades autoinmunes es de gran importancia para apoyar el
diagnostico de estas patologias'®®!%!. Aunque no hay mucha informacion describiendo esta
técnica en estas enfermedades, con esta revision bibliografica se pretende despertar el interés
hacia la investigacion y profundizacion de la citometria de flujo para ampliar la barrera de

conocimiento que se tiene sobre este tema hasta el momento.
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7. Cronograma de actividades

Figura 8. Cronograma de actividades afo 2020

abr-20 may-20 |jun-20|jul-20| ago-20 sep-20 oct-20 | nov-20

Actividades/
Semana 21314 1 314 3141112(1314|112(|3(|4] 1
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esperado y
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autoinmunidad
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monografia
para discutir
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y aclarar
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de flujo
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monografia
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bibliografica
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monografia

Reunidn con
asesores para
aclarar dudas
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Figura 9. Cronograma de actividades afio 2021

mar-21
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1/2]3

2

3

4

1
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aclarar dudas y
definir
correcciones del
marco tedrico

Correccion del
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hasta el marco
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asesoras para
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citometria de
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flujo y aclarar
dudas

Revision de los
diferentes
marcadores
celulares
utilizados en
CMF

Figura 10. Cronograma de actividades afio 2022
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interna y externa
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8. Discusion

Actualmente, los laboratorios de identificacion de EA son muy dindmicos debido a la
creciente y constante disponibilidad de nuevas pruebas con mayor alcance como la CMF!%[a
cual ha tenido un importante desarrollo debido a su caracter multidisciplinario que ha estado
en un mejoramiento continuo en los ultimos afios en diferentes campos. Ademas, esta
herramienta ha ampliado su funcionamiento en la investigacioén y diagndstico clinico por esta
razon se ha venido implementando en muchos laboratorios para el apoyo diagnostico de
diferentes enfermedades por esto se hace importante afiadir esta técnica a los métodos
utilizados para la identificacion de EA'. En Colombia hay un porcentaje importante de
personas que padecen enfermedades autoinmunes por lo que se puede considerar un
problema de salud publica, por esto se hace indispensable continuar en la labor de seguir
indagando y buscando métodos mas precisos, faciles y completos para un diagnostico
integral. La CMF proporciona informacion de manera sensible y rapida sobre diferentes
caracteristicas quimicas y fisicas de células en suspension, permitiendo asi el analisis de tipo
cuantitativo, cualitativo e individual de estas®. En la artritis reumatoide, el lupus eritematoso
sistémico y la tiroiditis autoinmune hay un amplio espectro de marcadores celulares que

permiten conocer el estado del paciente!®

. Por esto, es importante profundizar en la
investigacion de estas enfermedades para buscar un mejoramiento continuo en cuanto a
diagnostico, tratamiento y seguimiento de la enfermedad. La CMF le lleva ventaja a las
técnicas convencionales en cuanto a su valor diagnostico por su alta especificidad y
sensibilidad, ademas de que permite el analisis en simultaneo de varios marcadores de
multiples lineas celulares en diferentes muestras®. El anélisis de un panel de marcadores
celulares especificos que se complementan entre si como el CD3+ CD4+, CD3+ CDS8-, CD4+
CD25+, CD3- CD19+, CD16+ CD56+, CD16+ CD14+ en sangre periférica o en liquido
sinovial poseen en los pacientes de enfermedades autoinmunes un gran valor diagnéstico y

pronostico!%

. Es importante que se indague mas en esta area para poder tener un mayor
control sobre estas enfermedades y contribuir al manejo de esta problematica, por esta razoén
posterior a este trabajo de investigacion, se pretende estandarizar los niveles de marcadores

especificos para identificar el estadio de la enfermedad en el que se encuentra el paciente y
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asi aportar a investigaciones futuras y mejorar el manejo que se le estd dando a las

enfermedades autoinmunes en el pais.
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