
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 

FACULTAD DE MEDICINA 

SUBDIRECCIÓN DE INVESTIGACIÓN Y ESTUDIOS 

DE POSGRADO 

 

 
 

 
DETERMINACIÓN  DE ANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE 

NEUTROFILOS EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS  

ACTIVA 

 
 
 

Por 
 
 

M.C.P JORGE ANTONIO ESQUIVEL VALERIO 

 
 
 

Como requisito parcial para obtener el Grado de 
DOCTORADO EN MEDICINA  

 
 
 

Julio de  2007 



 II 

 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 

 
FACULTAD DE MEDICINA 

 

 

 
 

 
DETERMINACIÓN  DE ANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE 

NEUTROFILOS EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS  

ACTIVA 

 
 
 

Por 
 
 

M.C.P JORGE ANTONIO ESQUIVEL VALERIO 

 
 
 

Como requisito parcial para obtener el Grado de 
DOCTORADO EN MEDICINA  

 
 
 
 
 
 

Julio de  2007 



 III 

“DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTICITOPLASMA DE 
NEUTROFILOS EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS ACTIVA” 

 
 

Aprobación de la Tesis: 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

DR. MARIO CESAR SALINAS CARMONA  
Director de Tesis 

DR. MARIO A. GARZA ELIZONDO 
Co-Director de Tesis 

DRA. AGNES REVOL 
Miembro de la Comisión de Tesis 

DR. ELOY CARDENAS ESTRADA 

Miembro de la Comisión de Tesis 

DR. ROLANDO TIJERINA MENCHACA 
Miembro de la Comisión de Tesis 

DR. DIONICIO A. GALARZA DELGADO 
Subdirector de Estudios de Posgrado 



 IV 

AGRADECIMIENTOS 

 

 Quiero expresar mi más sincero agradecimiento al Dr. en Ciencias Dr. 

Mario César Salinas Carmona por aceptar ser mi Asesor de tesis. Así como al 

Dr. en Ciencias Dr. Mario Alberto Garza Elizondo, Dr. Med. Rolando Tijerina 

Menchaca, Dra. Agnes Revol de Mendoza, Dr. Luis Felipe Flores-Suárez, Dr. 

Eloy Cárdenas,  al Dr. Fernando Góngora por sus valiosas sugerencias e 

interés, en la revisión del presente trabajo. A la Dra. Jacqueline Rodríguez 

Amado por apoyarme en la organización de mi trabajo. También por su ayuda 

en la referencia de pacientes al Dr. Luis Adrián Rendón Pérez. 

 

 Al PAICYT por el apoyo económico para la realización de mis estudios. 

 

 Al Servicio de Inmunología del Hospital Universitario por permitirme el 

uso de su equipo y su invaluable ayuda en el desarrollo de este estudio. 

 

 A todos mi amigos y compañeros del Servicio de Reumatología del 

Hospital Universitario que me brindaron consejos y apoyo moral. 

 

 A todas las personas que contribuyeron de una forma u otra en la 

realización de este trabajo. 

 

 En especial a Dios por haberme dado la oportunidad de adquirir nuevos 

conocimientos y destrezas, que me permitan ser mejor persona y me den la 



 V 

oportunidad de investigar y ayudar a otras personas, también por los momentos 

que me permitió convivir y disfrutar con mis amigos de esta aventura intelectual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VI 

DEDICATORIA 

 

Este trabajo se lo dedico en particular a mi esposa la Sra. Gloria Juárez 

Carrillo, a mis hijos Jorge Antonio Esquivel Juárez, David Alejandro y Miguel 

Ángel, a mis padres Sr. Salvador Esquivel Ramírez y María de Jesús Valerio de 

Esquivel y a mis hermanos Salvador, Guadalupe Isabel, Ricardo, Rafael, 

Lourdes, Eva, Elena, David e Israel por su confianza, cariño y por todo el apoyo 

moral que siempre me han brindado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VII 

NOMENCLATURA 

         ANA            Anticuerpos antinucleares. 

       ANCA            Anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos. 

 BCG La vacuna de bacilo de Calmette-Guérin. 

BPI Del inglés: (bactericidal/permeability-increasing protein) que 

se traduce como proteína bactericida que incrementa la 

permeabilidad. 

 C-ANCA  Patrón citoplásmico de anticuerpos anti-citoplasma de 

neutrófilos observada por el método de inmunofluorescencia 

indirecta. 

 CD18 Miembro de la familia de las beta-2 integrinas leucocitarias 

las cuales son glicoproteínas transmembrana 

heterodiméricas, conformadas por una cadena alfa variable 

(CD11a, b ó c) y una única cadena beta (CD18). 

 CD66  Glicoproteína  que interviene en la regulación de la función 

de los neutrófilos y es un marcador de degranulación. 

 COMBE Signo de combe. El ser contacto de un caso bacilífero de 

tuberculosis hace positivo este criterio 

 ELISA  Método de laboratorio cuyas siglas en inglés significan 

(Enzyme Linked Immunoabsorvent Assay) que en español se 

traduce como Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzimas. 

Fc gamma Receptor  IIIB de la porción Fc de la inmunoglobulina G  

 RIIIB                     
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         FITC             Del inglés: (fluorescein isothiocyanate conjugate) se refiere a 

un conjugado de anti-inmunoglobulina marcada con 

isotiocianato de fluoresceína. 

        FMLP     N-formil-metionil-leucil-fenilalanina. 

HG1 y HG2   Del inglés: (high mobility group non-histone chromosomal   

proteins) que se traduce como Proteínas cromosómicas No  

Histonas del grupo de alta movilidad. 

 h-lamp Del inglés: (human–lysosomal associated membrane protein) 

que se traduce como Proteína de membrana asociada a los 

lisosomas humanos. 

 Hsp  Del inglés: (heat shock proteins) que se traduce como

 Proteínas de choque térmico. 

 HupB Proteína de micobacterias parecida a las histonas 

 IFI Inmunoflourorescencia indirecta. 

 IgG  Inmunoglobulina G. 

 IL-1 Interleucina 1. 

 kDA  Kilodalton. Unidad de masa atómica. Equivalente a 1,000 

daltons 

 LPS Lipopolisacárido. 

 MPO Mieloperoxidasa. 

 M. tuberculosis     Mycobacterium tuberculosis. 

 ND No disponible 

 P-ANCA Patrón perinuclear de anticuerpos anti-citoplasma de  

                              neutrófilos observada por el método de inmunofluorescencia   
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                              indirecta. 

 PBS  Del inglés: (Phosphate buffered saline) que significa solución 

salina de fosfato amortiguadora del pH. 

 PPD  Derivado proteico purificado estándar; prueba de tuberculosis 

en piel; prueba cutánea de tuberculina 

  PR3  Proteinasa 3. 

 SIDA Síndrome de la Inmunodeficiencia humana 

 TB Tuberculosis 

 TMB          3,3’,5,5’ Tetrametil-bencidina. 

 TB          Tuberculosis 

 TBP Tuberculosis pulmonar 

 TNF Factor de necrosis tumoral. 

 TNF-R55 Receptor del factor de necrosis tumoral alfa. 

 TxB2 Tromboxano B2.  

 VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 

 X-ANCA  Patrón atípico de anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos 

observada por el método de inmunofluorescencia indirecta. 
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RESUMEN 

Jorge Antonio Esquivel Valerio             Fecha de Graduación: Julio, 2007 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Medicina  

 

Título del Estudio: DETERMINACION  DE ANTICUERPOS ANTI-

CITOPLASMA DE NEUTROFILOS EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS 

Número de páginas: 103 Candidato para el grado de Doctor 

 en Medicina con especialidad en 

 Reumatología 

Área de Estudio: Ciencias de la Salud 

Propósito y Método del Estudio:  

Objetivo: Determinar la presencia de anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA) 
en pacientes con tuberculosis pulmonar activa antes y después del tratamiento 
antifímico. 
Material y métodos: Estudio prospectivo que incluyó 68 sueros de pacientes de la 
Consulta de Neumología del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” con 
diagnóstico de tuberculosis pulmonar activa confirmada por cultivos antes de tratamiento 
antifímico. Se obtuvo una segunda muestra de suero en 52 de estos pacientes después 
de recibir tratamiento. Se determinó ANCA, anticuerpos anti-proteinasa 3(PR3-ANCA) y 
anticuerpos anti-mieloperoxidasa (MPO-ANCA) y a los sueros ANCA positivos se 
investigó la presencia de anticuerpos contra la proteína bactericida inductora de la 
permeabilidad bacteriana (BPI-ANCA). Resultados: Se encontraron ANCA en 3/68 
(4.41%) pacientes con tuberculosis  antes de tratamiento antifímico, 1 C-ANCA y 2 P-
ANCA y en 15/52 (28.84%) después de éste, 3 C-ANCA y 12 P-ANCA. Todos los sueros 
ANCA positivos antes de la terapia antifímica fueron BPI-ANCA positivos y en 73% de los 
sueros después del tratamiento 
 

Contribuciones y Conclusiones:  
 

El tratamiento antifímico modifica la prevalencia de ANCA por IFI en pacientes con 
tuberculosis pulmonar. El blanco principal de los ANCA en tuberculosis pulmonar BPI. 

 

FIRMA DEL ASESOR:                                                   
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CAPÍTULO 1 

   Introducción: 

 La tuberculosis es una infección granulomatosa crónica, la cual ha resurgido 

recientemente y afecta de manera particular ciertas poblaciones de pacientes 

en especial pacientes inmunocomprometidos, pacientes con VIH, y aquellos 

pacientes con condiciones socioeconómicas de pobreza. La infección por M. 

tuberculosis afecta  un tercio de la población mundial, y en 1996 ocurrieron más 

de un millón de casos de tuberculosis (1).  

 

En los Estados Unidos de Norteamérica la tuberculosis mostró una declinación 

progresiva en su incidencia hasta 1984, sin embargo,  de 1985 a 1992 se 

incrementó hasta alcanzar  10.5 casos reportados/100,000 habitantes (1). 

Después de 1992, los reportes de casos fueron disminuyendo hasta alcanzar en 

1997 la cifra de 7.4 casos/100,000 (1). El porcentaje de pacientes infectados 

con tuberculosis y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en la 

población de 25 a 44 años de los Estados Unidos en 1997 fue desde 0% en los 

estados de Dakota del Norte y Dakota del Sur, hasta un 48% en el estado de 

Florida  (1). 

 

En México, los datos de 1995 reportan una incidencia de 45 casos por 100,000 

habitantes / año y datos de 1999  revelan una  mortalidad de 3.3 por 100,000 

hab.  (2)(3). 
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La respuesta inmunológica inicial a la infección por tuberculosis consiste de 

edema, vasodilatación, exudado fibrinoide y migración de leucocitos 

principalmente neutrófilos. En los pulmones, los linfocitos migran a los sitios de 

inflamación atraídos por las citocinas de los macrófagos alveolares. Los 

neutrófilos podrían jugar un papel en la fagocitosis de bacterias libres al inhibir 

su crecimiento a través de  mecanismos no oxidativos (4-7), ya que se ha 

detectado una elevada expresión de TNF-R55 (receptor del factor de necrosis 

tumoral alfa), CD66( marcador de degranulación) y Fc gamma RIIIB (receptor 

IIIB de la porción Fc de la inmunoglobulina G o IgG) en los polimorfonucleares 

de pacientes con tuberculosis (5). También se ha documentado en los 

neutrófilos de los pacientes con tuberculosis un incremento en la producción del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), de la interleucina I beta (IL-1 beta), 

de citotoxicidad y de la liberación de aniones superóxido estimulada por la N-

formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) (5), por lo que estos datos de 

activación de los neutrófilos fuera del foco de infección sugieren fuertemente la 

posibilidad de una inflamación sistémica (5). 

 

La habilidad del huésped para controlar la infección por M. tuberculosis reside 

en su capacidad para montar una respuesta inmune celular efectiva, y la 

especificidad de esta respuesta depende de los linfocitos T(4). También se 

piensa que los macrófagos activados durante este proceso son capaces de 

contener o eliminar a las micobacterias (4). Las infecciones por micobacterias 

también estimulan la respuesta inmune humoral, pero las inmunoglobulinas 

producidas parecen tener un poco o ningún papel en la inmunidad contra las 
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micobacterias. En cambio ya se ha establecido el papel de la respuesta inmune 

celular y la formación del granuloma pero poco se conoce de la función de los 

granulocitos  y del papel de ciertos auto-anticuerpos que se forman en el 

transcurso de la infección fímica entre ellos los anticuerpos anti-citoplasma de 

neutrófilos (4, 8). Estos últimos (ANCA: por sus siglas en inglés: Antineutrophil 

cytoplasmic antibodies) (9, 10), son auto-anticuerpos dirigidos contra los 

componentes de los gránulos presentes en los neutrófilos y monocitos.  

 

El reconocimiento de los anticuerpos contra neutrófilos fue descrito en 1980 e 

inicialmente se conocían bajo el término de anticuerpos o factores antinucleares 

específicos de granulocitos (35). El estudio inicial que despertó interés por su 

relación con la presencia de glomerulonefritis se publicó en 1982 (36). Sin 

embargo, fue hasta 1985 que se describió la detección de autoanticuerpos IgG 

contra los componentes extra-nucleares de granulocitos polimorfonucleares en 

25 de 27 muestras de suero de pacientes con granulomatosis de Wegener 

activa y solamente en 4 de 32 muestras de suero de pacientes con la 

enfermedad inactiva. Estos autoanticuerpos mostraron ser específicos y sus 

títulos correlacionaron con los resultados de una prueba  in vitro de fagocitosis 

por granulocitos, en la cual los anticuerpos IgG 7S fueron internalizados 

después de su unión específica a la célula, resultando en una formación  

gradual de estructuras citoplásmicas con forma  de “anillo” (10). A partir de esta 

publicación  se reconoció la utilidad de los ANCA en el diagnóstico de la 

granulomatosis de Wegener y se incrementó el interés por su estudio (8).  
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Los ANCA han sido importantes también en las nuevas clasificaciones de 

vasculitis (37) (38)  (39).  

 

Pueden ser identificados por medio de inmunofluorescencia indirecta (IFI) a 

partir de la incubación del suero del sujeto en estudio con neutrófilos obtenidos 

de donadores sanos fijados en etanol, evidenciando los eventuales anticuerpos 

con un segundo anticuerpo conjugado con fluoresceína (8). La positividad se 

establece al observar principalmente dos patrones de inmunofluorescencia, el 

primero es un patrón citoplasmático llamado C-ANCA, que característicamente 

produce un patrón granular disperso en el citoplasma de los neutrófilos y una 

acentuación sobre el núcleo multilobulado de estas células. El segundo patrón, 

llamado P-ANCA, el cual se observa como fluorescencia que rodea y delimita el 

núcleo de los neutrófilos y que puede extenderse sobre el mismo y cubrirlo; este 

patrón de tinción es resultado de un artefacto producido por la fijación de los 

neutrófilos con etanol, ya que si los polimorfonucleares se fijan con 

formaldehído, la fluorescencia que se obtiene es citoplásmica. La explicación de 

este fenómeno radica en la redistribución de ciertos antígenos catiónicos ( vgr., 

mieloperoxidasa) hacia el núcleo cuando se usa etanol como fijador, la 

permeabilidad de la membrana de los gránulos que contienen dichas proteínas 

catiónicas  se afecta al usar etanol, por lo que los antígenos difunden en 

dirección al núcleo de los neutrófilos. 

 

Los ANCA han sido de utilidad como apoyo diagnóstico en el caso de la 

granulomatosis de Wegener, un padecimiento de origen autoinmune. 
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La granulomatosis de Wegener, (11,12) es una vasculitis que comparte muchas 

características histológicas con la tuberculosis, entre ellas el desarrollo de 

lesiones típicas vasculíticas con granulomas hasta una  inflamación crónica no 

específica (4). Clínica y radiológicamente las lesiones en ambas entidades 

pueden  ser idénticas y se ha observado una asociación con anticuerpos anti-

citoplasma de neutrófilos (3, 11, 12, 13-15). 

 

Por otra parte, en pacientes con tuberculosis se ha descrito la presencia de 

vasculitis en los cortes histológicos (16) y es bien conocido que la tuberculosis 

se asocia, en algunas ocasiones, con la presencia de lesiones cutáneas de 

eritema nodoso, al igual que ocurre en la granulomatosis de Wegener y otras 

vasculitis asociadas a ANCA. 

 

La determinación, o la cuantificación de los ANCA es actualmente una 

herramienta de laboratorio muy importante en la práctica clínica, debido a lo 

siguiente: 

 

a) La determinación  de ANCA tiene utilidad en el diagnóstico de vasculitis 

sistémicas primarias de pequeños vasos sanguíneos, principalmente en la 

granulomatosis de Wegener, la Poliangiítis microscópica y en una forma 

de vasculitis limitada al riñón que es la glomerulonefritis necrotizante 

segmentaria pauci-inmune (17).  En el caso del síndrome de Churg-

Strauss (el cual se sospecha ante un paciente que cursa con vasculitis, 

asma y eosinofilia)  los ANCA también han sido de utilidad como 



 6 

herramienta de apoyo diagnóstico.  Hagen y cols (1998) reportaron una 

sensibilidad  de los ANCA para la granulomatosis de  Wegener de 64% 

para C-ANCA; 21% para P-ANCA;  21% para PR3-ANCA (anticuerpos 

anti-citoplasma de neutrófilos con actividad contra la proteinasa 3)  y 24% 

para MPO-ANCA (anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos con actividad 

contra la mieloperoxidasa).  Para poliangiítis microscópica la sensibilidad 

es  C-ANCA 23%, P-ANCA 58%, PR3-ANCA 26%, MPO-ANCA 58%. En la 

glomerulonefritis necrotizante segmentaria pauci-inmune se describe una 

sensibilidad  de 36% para C-ANCA, 45% para P-ANCA, 50% para PR3-

ANCA y 64% para MPO-ANCA.  La especificidad de los ANCA para las 

vasculitis primarias de pequeños vasos es C-ANCA 95%, P-ANCA 81%, 

PR3-ANCA 87% y MPO-ANCA 91%. Actualmente se prefiere utilizar el 

ELISA de captura para la determinación de PR3-ANCA, esta técnica utiliza 

un anticuerpo monoclonal PR3-ANCA y posee mayor especificidad en el 

diagnóstico de vasculitis (18-20).  

 

Se resume la sensibilidad y especificidad clínica de los ANCA y algunos 

antígenos específicos en relación a la granulomatosis de Wegener en la tabla 1 

(21,22).  

 

La especificidad mejora hasta 99% cuando se combinan los resultados de 

la determinación de ANCA por inmunofluorescencia indirecta con los 

obtenidos por la técnica de ELISA, por ejemplo: C-ANCA y PR3-ANCA 

positivos para la granulomatosis de Wegener ó P-ANCA más MPO-ANCA 
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positivos para poliangiítis microscópica, síndrome de Churg-Strauss (22). 

Sin embargo, la determinación de ANCA no deberá ser usada como una 

prueba de escrutinio sino como una herramienta diagnóstica 

complementaria a la historia clínica. En este sentido Rao y cols., describen 

que los C-ANCA tienen un valor predictivo positivo de 50% y valor 

predictivo negativo de 90% (21). En un meta-análisis calcularon la 

sensibilidad de C-ANCA para todas las formas de granulomatosis de 

Wegener encontrando valores que van desde 34% hasta 92% y la 

especificidad de 88 a 100% y concluyeron que existe una sensibilidad 

global de 66% (95% CI, 57% hasta 74%), y una especificidad global de 

98% (CI,96% a 99.5%) (23). 

 

b) Hay evidencia acerca de que los ANCA desempeñan un papel en la 

patogenia de algunas vasculitis (8, 24) (25)(26).  Se piensa que los ANCA 

contribuyen a la patogénesis de las vasculitis de pequeños vasos 

activando monocitos y neutrófilos previamente estimulados por citocinas, 

los cuales expresan los antígenos proteinasa 3 (PR3). y mieloperoxidasa 

(MPO) en su superficie (27-29). Es conocido que la estimulación con 

ANCA, especialmente de aquellos neutrófilos preactivados por ciertas 

condiciones (por ejemplo infecciones), los puede hacer más susceptibles 

de presentar antígenos a sus correspondientes anticuerpos (8, 29). Los 

neutrófilos en el proceso de activación, a) aumentan  la expresión de 

moléculas de adhesión que  favorecen su interacción con las células 

endoteliales activadas por citocinas, lo cual favorece la proximidad de 
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estas células. Se estimula la síntesis de metabolitos activos del oxígeno, 

los cuales  tienen un potencial degradativo significativo, y se  libera el 

contenido proteolítico de sus gránulos sobre las células adyacentes, 

causando daño tisular. También se sintetizan citocinas pro-inflamatorias, 

que contribuyen a perpetuar los eventos asociados a la inflamación (24). 

Adicionalmente se sabe que para que la activación de polimorfonucleares 

ocurra, es muy probable que los neutrófilos deban encontrarse fijados a 

ciertas superficies endoteliales. Los ANCA parecen participar directamente 

en este fenómeno, promoviendo la expresión de integrinas en la superficie 

de los polimorfonucleares (8, 30). El empleo de anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra CD18 que bloquean la adherencia de neutrófilos al 

endotelio  impide la activación de los polimorfonucleares, ya sea 

espontáneamente o bajo el efecto de los ANCA (8, 31). Existe evidencia in 

vitro de que la opsonización de polimorfonucleares (PMN) apoptóticos por 

PR3-ANCA incrementa sustancialmente la fagocitosis por los macrófagos 

y por consiguiente dispara la producción de TNF-alfa y tromboxano B2 

(TxB2).  Estos mediadores pro-inflamatorios, principalmente el TNF-alfa, 

podría llevar a los PMN a perpetuar el proceso inflamatorio (32). Se 

sugiere que este es uno de los mecanismos de daño tisular por ANCA en 

la granulomatosis de Wegener (32, 33). 

 

c) La medición  de los títulos de ANCA tiene valor en el seguimiento 

clínico de la actividad de la granulomatosis de Wegener encontrándose los 

títulos más elevados en pacientes activos con la forma  generalizada de 
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esta vasculitis; mientras que la disminución de su título o desaparición de 

los mismos, ocurre cuando la granulomatosis de Wegener se encuentra en 

remisión.  Usualmente la mayoría de los pacientes con granulomatosis de 

Wegener generalizada y activa tienen C-ANCA específicos contra la 

proteinasa 3, pero hasta 25% tienen P-ANCA con especificidad contra 

mieloperoxidasa (17, 34). Aproximadamente un 75% (20% al 100%) de 

pacientes con granulomatosis de Wegener que experimentan una recaída,  

cursan con elevación de los títulos de ANCA por IFI y un 50% (25%-81%) 

de los pacientes cursan con elevación de los títulos de PR3-ANCA por el 

método de ELISA y es poco frecuente encontrar resultados  negativos de 

ANCA en pacientes en recaída de la granulomatosis de Wegener (17, 18, 

34). 

 

Antes de la introducción del método de ELISA para la determinación de la 

especificidad antigénica, el hallazgo de P-ANCA obligaba a su repetición con 

neutrófilos fijados en formaldehído para distinguir entre P-ANCA y anticuerpos 

anti-nucleares.  

 

En algunos casos los patrones típicos pueden estar ausentes; así, el patrón 

citoplásmico puede observarse como una inmunofluorescencia homogénea  a lo 

cual se denomina “C-ANCA atípico” o bien encontrarse inmunofluorescencia 

tanto en el citoplasma como en el núcleo y entonces el patrón de 

inmunofluorescencia recibe el nombre de “ANCA-atípico” o X-ANCA.  
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 Los anticuerpos más comunes e importantes detectados por el método de 

ELISA poseen especificidades contra antígenos localizados en el citoplasma de 

neutrófilos, principalmente contra una proteinasa-serina de 29-kDA llamada 

proteinasa 3 y contra la mieloperoxidasa (9, 17, 28). Aproximadamente un 90% 

de los patrones de IFI C-ANCA dan reactividad contra la proteinasa-3 (PR-3) y 

un 70% de los P-ANCA son por anticuerpos contra la mieloperoxidasa (MPO). 

Estos patrones se han descrito en varios tipos de vasculitis sistémicas, como la 

granulomatosis de Wegener, la poliangiítis microscópica y la granulomatosis de 

Churg-Strauss.  Por consenso internacional  se utiliza la nomenclatura PR3-

ANCA, MPO-ANCA, para el reporte de anticuerpos contra la proteinasa 3 y 

mieloperoxidasa detectados por el método de ELISA (17).   

 

También se han descrito otros antígenos que son blanco de los P-ANCA y X-

ANCA como: enolasa, catepsina G, elastasa, lactoferrina, h-lamp (del inglés: 

human–lysosomal associated membrane protein), HG1 y HG2 ( high mobility 

group non-histone chromosomal proteins), actina, lisozima, defensina y contra 

la  BPI ( del inglés: bactericidal/permeability-increasing protein) (40). La BPI es 

un antígeno constituyente de los gránulos primarios de los neutrófilos y es un 

potente antibiótico natural  contra bacterias  Gram negativas principalmente 

contra pseudomonas y es el blanco para algunos ANCA en ciertas vasculítis 

(40, 41). La BPI presenta gran afinidad por los lipopolisacáridos (LPS) de las 

bacterias Gram negativas y neutraliza la producción de citocinas liberadas por 

monocitos bajo estimulación de LPS. La BPI se ha reportado que protege el 

endotelio de su activación y daño (42).   
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En otras enfermedades médicas como la colitis ulcerativa crónica inespecífica 

(43-46), la enfermedad de Crohn (47), linfoma de Hodgkin, gammopatías 

monoclonales, mieloma IgA (48), crioglobulinemias mixtas (49-51) se han 

descrito ANCA con patrones de inmunofluorescencia atípicos o  P-ANCA de 

relevancia clínica incierta. 

 

En algunas enfermedades infecciosas también se han descrito ANCA con 

patrones atípicos o  P-ANCA usualmente contra enolasa, catepsina G, elastasa, 

lactoferrina, h-lamp, proteínas HG1 y HG2, actina, lisozima, defensina y BPI 

pero raramente contra la mieloperoxidasa y excepcionalmente contra la 

proteinasa-3 (52, 53). Existen reportes aislados de su presencia en 

enfermedades infecciosas como lepra (54)(55), oncocercosis, amibiasis 

invasiva (56), endocarditis infecciosa (56, 57), paludismo (58, 59), neumonías 

atípicas (60, 61), hepatitis C (49, 51), glomerulonefritis postestreptocócica (62), 

leptospirosis (63), blastomicosis (64), cromomicosis (65) y en la enfermedad 

causada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (66, 67). 

 

En el caso de los pacientes con VIH sintomáticos se reportó la presencia de 

ANCA positivos en 54% contra el 4 % en pacientes con VIH asintomáticos (p= 

0.0001) y se encontró una correlación de 96% entre la positividad de los ANCA 

e infección pulmonar. Cuando se compararon los grupos con VIH y tuberculosis 

versus infección viral sin tuberculosis la correlación de los ANCA fue a favor del 

primer grupo (p= 0.001) (67). En este artículo no parece haber relación con 
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infecciones virales, toxoplasmosis, datos neurológicos de SIDA, vasculitis o 

enfermedades malignas y se sugiere que la tuberculosis  principalmente 

pulmonar más que el retrovirus pudo ser el factor relacionado a la generación 

de ANCA. 

 

Recientemente se ha descrito que en algunas Uveitis con P-ANCA positivos  las 

histonas H1(69-171)  y proteínas de micobacterias HupB son blancos 

antigénicos de P-ANCA  y la alta correlación entre la reactividad contra las 

histonas HI y las proteínas HupB sugiere un epitope compartido entre los 

blancos antigénicos en pacientes con este tipo de Uveitis (68). 

 

Notablemente los ANCA detectados en los casos de infecciones  dan un patrón 

P-ANCA o atípico en la de inmunofluorescencia  y están constituidos por 

anticuerpos contra otros antígenos diferentes de la proteinasa 3 o a la 

mieloperoxidasa, a títulos bajos y su significado clínico  aún es incierto (17).  

En el caso de la  asociación de ANCA y tuberculosis, la infiltración del 

parénquima pulmonar por polimorfonucleares, la presencia de linfocitos T 

reactivos a las proteínas de choque térmico (Hsp), un importante blanco de la 

respuesta inmune contra ciertos auto-antígenos intracelulares como la MPO de 

los polimorfonucleares, junto con un mecanismo de mimetismo molecular podría 

explicar la generación de ANCA (67). 

 

La asociación de ANCA en tuberculosis ha sido recientemente descrita; sin 

embargo, los reportes a la fecha son anecdóticos y controversiales (3, 69-72).  
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Sólo existe un estudio de prevalencia de ANCA en pacientes mexicanos con 

tuberculosis que reporta una prevalencia de 44% de ANCA por 

inmunofluorescencia y de 40% por ELISA (33% de PR-3 ANCA y 7% MPO-

ANCA) (3).  

 

Pradha y cols encontró ANCA por IFI en el 30% de 70 pacientes con 

tuberculosis pulmonar, 52.4% con patrón P-ANCA, 38.1% C-ANCA y 9.5% X-

ANCA (72). 

 

Recientemente, Teixeria y cols.(70), reportaron los resultados de la 

determinación de ANCA en el suero de 66 pacientes con tuberculosis 

comprobada por cultivos y en 10 controles sin tuberculosis ( 4 con 

granulomatosis de Wegener, 2 con poliangiítis microscópica y 4 negativos 

conocidos a ANCA) y a diferencia del reporte de Flores-Suárez y cols, ellos 

detectaron ANCA por IFI solo en el 10% de los pacientes fímicos; de los 7 

pacientes con ANCA, 3 tuvieron C-ANCA y 4 P-ANCA atípico.  Todos los 

pacientes con ANCA detectados por la prueba de ELISA fueron igualmente 

detectados en la prueba de inmunofluorescencia con excepción de un suero 

que mostró un patrón negativo de ANCA por IFI y presentó PR3-ANCA positivos 

por ELISA.  No se encontró ningún suero de pacientes con tuberculosis que 

tuviera  la combinación de C-ANCA más PR3-ANCA.   

 

Estos reportes controversiales generan el interés por un estudio prospectivo en 

una población más uniforme con tuberculosis pulmonar que permita analizar el 
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papel de diversos factores  entre ellos: clínicos, comorbilidades asociadas, 

aspectos radiográficos, influencia del inicio del tratamiento antifímico, presencia 

de baciloscopías en esputo con la presencia de los ANCA.  Otros aspectos no 

estudiados hasta ahora es la relación de estos auto-anticuerpos con reactantes 

de fase aguda como la proteína C reactiva la cual es un marcador de procesos 

inflamatorios.   

 

En los pacientes con infección pulmonar por tuberculosis y tratamiento 

antifímico,  el número de bacterias se reduce substancialmente a partir de la 

segunda semana, cuando hay adecuada respuesta a las drogas antifímicas (1).   

Un reporte reciente de un hospital de New York señala que en 100 pacientes 

con tuberculosis pulmonar y baciloscopías positivas, el promedio de días que 

tardaron en obtener un resultado negativo en la primera serie de 3 

baciloscopías fue de 33 días, con una mediana de 23 (73), datos que son 

importantes de tomar en cuenta al momento en que se asume que la 

enfermedad se encuentra inactiva. 

 

1.1. Importancia de la determinación de ANCA: 

La alta prevalencia de ANCA reportada en pacientes con TB es importante por 

la similitud de las características clínicas y radiológicas de esta entidad con la 

granulomatosis de Wegener, lo cual podría causar confusión en el diagnóstico y 

modificaría el tratamiento y pronóstico de estos pacientes.  Por lo tanto, es 

relevante extender las observaciones clínicas, y su asociación con la frecuencia 

y el patrón de ANCA en pacientes con tuberculosis.  
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1.2. Originalidad:  

En pacientes fímicos, se extendieron las observaciones clínicas de estos 

pacientes y su relación con la presencia  de  ANCA antes y después del 

tratamiento antifímico. 

 

 

1.3. Justificación: 

 

La identificación de ANCA, en especial C-ANCA en pacientes fímicos de la 

población mexicana  es de importancia  ya que inicialmente se pensaba que 

éstos eran altamente específicos de vasculitis de Wegener (21, 21, 23, 74), y 

estas vasculitis comparten semejanzas con la tuberculosis, por lo que es 

importante detallar su asociación  y su correlación con la actividad clínica de la 

tuberculosis, una enfermedad frecuente en México y cuyas manifestaciones  

autoinmunes asociadas no se ha explicado totalmente.  
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CAPÍTULO 2 

 

HIPÓTESIS 

 

Los anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos ocurren en pacientes con 

tuberculosis pulmonar con diferente prevalencia antes que después de iniciado 

el tratamiento antifímico.  
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CAPÍTULO 3 

 

OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo general: 

Determinar la presencia de anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos (ANCA)  

por IFI en el suero de pacientes con tuberculosis  activa antes y después de 

iniciado el tratamiento antifímico. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

3.2.1  Determinar la frecuencia de ANCA en pacientes con tuberculosis 

3.2.2 Determinar si la presencia de ANCA, PR-3-ANCA y MPO-ANCA en   

pacientes con tuberculosis está asociado al tratamiento con antifímicos. 

3.2.3 Buscar si existe asociación con la presencia de algún fenómeno clínico 

autoinmune como eritema nodoso, vasculítis y artritis  con ANCA por IFI 

y ELISA. 

3.2.4 Buscar si existe relación de ANCA con la presencia o ausencia de 

micobacterias en las baciloscopías de las secreciones pulmonares, 

3.2.5 Buscar asociación de ANCA por IFI con los niveles séricos de proteína C 

reactiva. 

3.2.6 Determinar la frecuencia de BPI-ANCA por ELISA en las poblaciones en 

estudio con ANCA por IFI positivos.  
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CAPÍTULO 4 

 
PACIENTES Y MÉTODOS 

 

4.1: Sujetos:  

CRITERIOS DE INCLUSION: 

a) Pacientes mayores de 18 años que firmaron el consentimiento informado 

elaborado para este proyecto. 

b) Pacientes con tuberculosis pulmonar activa que acudieron al Hospital 

Universitario u otros centros médicos de Septiembre del 2004  a 

Noviembre del 2005 con  cultivos positivos para M. tuberculosis. 

 

CRITERIOS DE EXCLUSION. 

 a)  Pacientes que no desearon que se les tome una muestra de   

      sangre. 

 b)  Pacientes sin diagnóstico confirmado de tuberculosis. 

 c)  Menores de 18 años 

 d)  Mujeres embarazadas 

 e)  Pacientes con conocida positividad para VIH 

 d)  Pacientes con ingesta  de medicamentos conocidos causantes de  

       lupus-like como procainamida, hidralazina, fenitoína,                 

       propiltiouracilo, D-penicilamina, alopurinol. 

d) Pacientes en quimioterapia para cualquier tipo de cáncer, y/o uso de 

drogas inmunosupresoras. 

e) Colitis ulcerativa crónica inespecífica y enfermedad de Crohn. 
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CRITERIOS DE ELIMINACIÓN. 

a) Pacientes a quienes durante el seguimiento se les detectó infección 

por VIH. A ellos se les hizo en forma exploratoria la determinación de 

ANCA por IFI, MPO-ANCA y PR3-ANCA para calcular la frecuencia 

de ANCA, pero no se incluyeron estos pacientes para la comparación 

con el grupo de pacientes sin VIH que tuvieron una segunda muestra 

de suero. 

 

4.2: Métodos: 

A todos los pacientes con tuberculosis que se incluyeron en este estudio, se les 

hizo una historia clínica por el médico reumatólogo, se recolectaron datos 

demográficos, como edad, sexo, además se documentó la presencia de 

baciloscopías en esputo, antecedente de vacunación con BCG, COMBE,  

tiempo de evolución de los síntomas, tiempos desde el inicio de los síntomas a 

la primera toma de suero, enfermedades concomitantes, síntomas reumáticos o 

manifestaciones clínicas de autoinmunidad.  

 

Se compararon los datos obtenidos, tanto clínicos como de laboratorio, entre 

aquellos pacientes con tuberculosis confirmada en los que se obtuvo al menos 

una segunda muestra de sangre. 

 

Para el reporte de baciloscopías de esputo o secreciones bronquiales se utilizó 

la Clasificación de la OMS  y  los resultados se reportaron en una escala  del 0 
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a  4 cruces. Se tomo para el análisis de datos la presencia  o ausencia de 

micobacterias en las secreciones bronquiales. 

 

4.3: Toma y procesamiento de muestras: 

 

A los pacientes con tuberculosis se les tomaron en total dos muestras 

sanguíneas, una de ellas antes de iniciar el tratamiento antifímico y la segunda 

muestra después de haber iniciado el tratamiento antifímico para la 

determinación de ANCA y proteína C reactiva. Se eligieron a aquellos pacientes 

con sospecha de tuberculosis pulmonar, y se les tomó una muestra sanguínea 

inicial antes de recibir tratamiento antifímico. Una vez que se confirmó el 

diagnóstico de tuberculosis y que se inició tratamiento antifímico por el Servicio 

de Neumología del Hospital Universitario se siguió a los pacientes y durante su 

visita subsiguiente se tomó una segunda muestra de suero a los que 

consintieron en ello. 

 

A los pacientes perdidos en el seguimiento y donde no se pudo tomar un 

segunda muestra de suero se les hizo la determinación de ANCA por IFI, MPO-

ANCA y PR3-ANCA en el suero disponible de primera vez para calcular la 

frecuencia de estos autoanticuerpos. 

 

Aquellos pacientes en los que el cultivo fue negativo para tuberculosis y en los 

que se detectaron otros padecimientos granulomatosos (coccidiomicosis)  o 

bien  tuberculosis por micobacterias atípicas se guardaron sus muestras de 
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sangre para explorar la presencia de ANCA por IFI, PR3-ANCA y MPO-ANCA 

pero no se incluyeron en el análisis estadístico. 

 

Hubo tres sueros previamente conocidos ser PR3 ANCA que se tomaron como 

controles positivos internos para PR3-ANCA por ELISA en nuestro ensayo. 

Obtuvimos como controles de nuestra prueba 39 sueros de sujetos clínicamente 

sanos, 19 tenían un PPD positivo y 20 tenían PPD negativo a los cuales se les 

efectuó determinación de ANCA por IFI, PR3 ANCA y MPO-ANCA. 

 

 Todas las muestras sanguíneas se dejaron coagular, posteriormente se 

centrifugaron con una centrífuga Beckman modelo Allegra 21R (Beckman 

Coulter, Inc) a 3000 rpm por 15 minutos y se separó el suero. Los sueros se 

congelaron a –70 C en un congelador Vertical REVCO modelo ULT2586-3-A36 

(Kendro Laboratory Products, Asheville, NC) hasta que se procesaron para la 

búsqueda de los anticuerpos de interés.  Se determinó la presencia de 

anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos por inmunofluorescencia indirecta, y 

por el método diagnóstico de ELISA se determinó  la presencia de anticuerpos 

anti-mieloperoxidasa (MPO-ANCA), y anti-proteinasa-3 (PR3-ANCA). Todos los 

pacientes que mostraron patrón P-ANCA en neutrófilos fijados en etanol se 

confirmaron en sustrato de neutrófilos fijados en formalina y anticuerpos 

antinucleares en sustrato de células Hep-2.  
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A todos aquellos pacientes que mostraron algún tipo de inmunofluorescencia en 

neutrófilos fijados en etanol se les determinó  BPI-ANCA. 

Todas las determinaciones se hicieron  por duplicado. 

 

4.4 Detalle de los métodos diagnósticos inmunológicos de laboratorio 

empleados: 

 

Se emplearon reactivos comerciales para la determinación de estos 

anticuerpos respetando la metodología recomendada por el fabricante. 

 

- La técnica de Inmunofluorescencia indirecta se realizó con las laminillas 

adquiridas comercialmente con neutrófilos fijados en etanol y neutrófilos fijados 

en formaldehído (Immunoconcepts, Cal, EUA).  

Procedimiento (figura 1):  

1. Se agregó 0.05 ml de los controles y muestras pre-diluídas 1:20 por 

duplicado en cada pocillo. 

2. Se incubó a temperatura ambiente (20-28°C) por 30 min. , en cámara 

húmeda. 

3. Se lavó con PBS, siempre evitando el chorro directo. 

4. Se eliminó el exceso de líquido y se agregó 1 gota de IgG marcada 

con conjugado de FITC  a cada pozo. 

5. Se incubó  a temperatura ambiente (20 - 28°C) por 15 min., en 

cámara húmeda.  

6. Se lavó nuevamente con PBS evitando el chorro directo. 
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7. Se secó por los bordes cada pozo y posteriormente se agregó una 

gota de solución fijadora colocando un cubreobjetos sobre ésta 

evitando en lo posible, la formación de burbujas. 

8. Se observó los ANCA con el microscopio de fluorescencia de la 

marca Zeiss.  

La interpretación de resultados se realizó de acuerdo a las 

estipulaciones del fabricante, considerando positivo la dilución1:20.  

 

- Para realizar la prueba de ELISA se utilizaron los estuches 

comerciales para  PR3-ANCA y MPO-ANCA de la marca 

Wieslab, Lund, Suecia con números de catálogo PR3-ANCA102X 

/ MPO-ANCA 103X.  Para su lectura se utilizó el DSX TM ELISA 

(Processing Automated System)  de Dynex Technologies. 

 

El procedimiento para  PR3-ANCA, se efectuó siguiendo las indicaciones 

del fabricante, sin modificaciones a la técnica estandarizada, y se 

describe brevemente a continuación: 

1.- Se incubaron a temperatura ambiente, los sueros (por 30 minutos), el 

conjugado (por 30 minutos) y el sustrato (60 minutos). 

2.- Se diluyeron 10 ml de la solución de lavado concentrada a 30x, en 

290 ml de agua destilada. 

3.- Los sueros de cada paciente se diluyeron 1/80 (395 microlitros de 

diluyente y 5 microlitros de suero). 
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4.- Se agregaron los controles negativos y positivos, así como los 

calibradores y los sueros. 

5.- Se lavó 3 veces con 300 microlitros de solución de lavado, después 

del último lavado se dejaron vacíos los pozos, eliminando el excedente 

con toalla absorbente. 

6.- Se agregó 100 microlitros de conjugado a cada pozo, y se incubó 

durante 30 minutos y después se lavó. 

7.- Se agregó 100 microlitros del sustrato pNPP a cada pozo y se incubó 

por 60 minutos. 

8.- Se midió la una absorbancia a 405 nm. 

 

Se realizaron los cálculos señalados en las instrucciones del fabricante, para de 

esta forma, interpretar los resultados, como sigue: 

≥ 15 unidades: Positivo. 

 

Para la detección de MPO–ANCA, se realizó la técnica estandarizada por 

el fabricante, sin efectuar modificaciones. El procedimiento se describe a 

continuación: 

1.-  Se incubaron a temperatura ambiente, los sueros (por 30 minutos), el 

conjugado (por 30 minutos) y el sustrato (60 minutos). 

2.- Se diluyeron 10 ml de la solución de lavado concentrada a 30x, en 

290 ml de agua destilada. 

3.- Los sueros de cada paciente se diluyeron 1/80 (395 microlitros de 

diluyente y 5 microlitros de suero). 
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4.- Se agregaron los controles negativos y positivos, así como los 

calibradores y los sueros. 

5.- Se lavó 3 veces con 300 microlitros de solución de lavado, después 

del último lavado se dejarán vacíos los pozos, eliminando el excedente 

con toalla absorbente. 

6.- Se agregaron 100 microlitros de conjugado a cada pozo, y se incubó 

durante 30 minutos y después se lavó. 

7.- Se disolvió una tableta de sustrato en 5 ml de solución amortiguadora 

(esto es suficiente para 6 tirillas). 

8.- Se lavó. 

9.- Se agregaron 100 microlitros de la solución sustrato a cada pozo, se 

incubó por 60 minutos.  

10.- Se leyó a una absorbancia de 405 nm. 

 

 Se realizaron los cálculos señalados en las instrucciones del 

 fabricante, para de esta forma, interpretar los resultados, como sigue: 

 ≥ 15 unidades: Positivo. 

 

 

  

- La determinación de BPI-ANCA fue  con el estuche BPI-ANCA 523 de        

Orgentec, Mainz, Alemania, y se realizó de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante, no realizando modificaciones a la técnica estandarizada para 
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este estuche comercial. Se leyó con el Lector de ELISA marca TECAN Modelo 

Sunrise-Touch Screen 960063. 

Procedimiento (figura 2): 

1. Se agregó 0.1 ml de los calibradores, controles y muestras pre-

diluidas 1:100 por triplicado. 

2. Se incubó a temperatura ambiente (20-28°C) por 30 min. 

3. Se desechó el contenido de la placa y se lavó 3 veces. 

4. Se agregó  0.1 ml de conjugado enzimático a cada pozo. 

5. Se incubó a temperatura ambiente (20-28°C) por 15 min. 

6. Se desechó  el contenido de la placa y lavó 3 veces. 

7. Se agregó 0.1 ml de TMB a cada pozo. 

8. Se incubó a temperatura ambiente (20-28°C) por 15 min. 

9. Se leyó a 450 nm. 

Para interpretar adecuadamente la prueba, se realizaron los cálculos 

pertinentes, y se interpretaron de acuerdo al fabricante, como sigue: 

El valor para considerar BPI-ANCA POSITIVO ≥ 10 U. 

 

La interpretación de  los estudios se tomó en base a los resultados de curvas 

optimizadas contra controles y en relación a los valores (probados por el 

laboratorio fabricante) que ellos establecen. Se cuidó de no hacer cambios a los 

procedimientos recomendados por el fabricante  de los estuches comerciales.  

Para la determinación de la proteína C reactiva se eligió la ofrecida por Randox 

Laboratories Ltd, Antrim, Gran Bretaña con el número de catálogo CP3847. Se 
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leyó con el Espectofotómetro marca Beckman Modelo DU-6 de Beckman 

Instruments Inc. 

Procedimiento (Figura 3):  

1. Se pipeteó en tubos de ensayo con: 

a. Amortiguador 

b. Patrón 1-7 

c. Control 

d. Muestras 

2. Se mezcló y leyó la absorbancia del A1 (amortiguador)   a 540 nm 

3. Se agregó 0.1 ml del reactivo de A2 (anticuerpo-látex). 

4. Se mezcló y leyó la absorbancia de A2  a   540 nm al cabo de 1 min. 

5. Se realizó el calculo A2-A1 y se graficaron los resultados de la curva 

de referencia.  

6. Se tomó como valor normal de proteína C reactiva 0-5 m/L y valor 

positivo a aquellos valores > 5 mg/L. 

 

Como parte de un control interno de la técnica de IFI y ELISA se agregaron 39 

sueros de pacientes control , 20 PPD negativo y 19 PPD positivos además de 3 

sueros conocidos PR3-ANCA positivos a los cuales se les efectuó 

determinación de ANCA por IFI y PR3-ANCA y MPO-ANCA. 
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4.5. Análisis estadístico: 

Tamaño de la muestra: La muestra se calculó para una frecuencia máxima  de 

ANCA por IFI de 33% y un mínimo de 10% para encontrar una diferencia de 

23%, se eligió  un error alfa de 0.05 y un  error beta de 0.80 lo cual resultó en 

una muestra con 32 pacientes en cada grupo y si se escogiera  el mismo valor 

de alfa pero con un error beta de 0.90 sería de 58 pacientes. 

 

Para las variables continuas se practicó estadística descriptiva reportándose los 

valores promedio y sus desviaciones estándar. Además se determinó si 

presentaban una distribución normal a través de la prueba de Kolmogorov 

Smirnov, posteriormente se realizó una prueba T de Student si presentaba 

distribución normal o una prueba de Wilcoxon-U-Mann–Whitney en caso 

contrario.  

 

Para las variables no continuas o categóricas se eligió la estadística no 

paramétrica con prueba de Chi cuadrada, y tablas de contingencia 2x2 con la 

Prueba exacta de Fisher si la frecuencia en alguna de las celdas era menor de 

5.  

Se realizó un análisis multivariado de regresión logística con las variables que 

presentaban un valor de p≤ 0.1  por lo que fueron incluidas: género,  rayos X de 

tórax con infiltrado reticulonodular y proteína C reactiva. Se consideraron 

significativos los valores < 0.05. 
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4.6      Aspectos Éticos:  

 

El protocolo de estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Investigación 

y Ética de la Facultad de Medicina y del Hospital Universitario “Dr. José E. 

González”, de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 

 

Personal profesional:  

Dr. Jorge A. Esquivel Valerio. 

Enfermera del Servicio de Neumología  

Personal Profesional del laboratorio del Servicio de Inmunología del  Hospital 

Universitario. 

Director de Tesis: Doctor en Ciencias Dr. Mario César Salinas Carmona 

 

4.7 RECURSOS MATERIALES. 

Instalaciones del Servicio de reumatología, del Servicio de inmunología  y de la 

Clínica de tuberculosis del Servicio de neumología. Hospital Universitario “ Dr. 

José Eleuterio González”  Universidad Autónoma de Nuevo León. 

 

4.8  FINANCIAMIENTO: 

 Recursos propios del Servicio de Reumatología. Se obtuvo financiamiento 

adicional por el Programa de Apoyo a la Investigación Científica y Tecnológica 

(PAICYT 2006) por la cantidad de $30,000.00 registrándose este  proyecto con 

la clave SA1440-6. 
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CAPÍTULO 5 

 

RESULTADOS 

 

Se incluyeron 76 sueros de pacientes consecutivos de la Consulta de 

Neumología del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” que 

firmaron consentimiento informado y que presentaban síntomas sugestivos de 

tuberculosis pulmonar. De ellos solo 68 tuvieron baciloscopías de esputo o 

lavado bronquial y cultivo confirmado para Mycobacterium tuberculosis. Entre 

los que se excluyeron, tres tenían micobacterias atípicas, cuatro 

coccidiodomicosis, y uno cultivo negativo. 

 

La Tabla 2 muestra las características demográficas y clínicas de los 68 

pacientes con TB pulmonar. 

 
 
En la tabla 3 se muestran los principales hallazgos radiográficos encontrados en 

la radiografía de tórax. Uno o más datos radiográficos pudieron coexistir en los 

pacientes con tuberculosis. 

 

En la primera muestra de suero se detectó VIH en 5/68 suero (7.35%). 

Tres pacientes tuvieron ANCA positivos por IFI al inicio (4.4%), de éstos uno fue 

C-ANCA y dos P-ANCA. Uno de género masculino y dos de sexo femenino 

respectivamente. La media en estos casos de MPO-ANCA fue  0.78 (DS 0.27) 

U/ml y de PR3-ANCA de 1.07 (DS 1.16) U/ml. Los BPI-ANCA fueron positivos 
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en estos 3 pacientes (100%) con una media 49.48 U/ml (DS 26.77). La media 

de Proteína C reactiva de estos 3 pacientes fue 4.91U/ml (DS 2.51). 

 

Los MPO-ANCA y PR3-ANCA fueron negativos en los 68 sueros iniciales antes 

de iniciado el tratamiento antifímico con un valor medio absoluto de 1.48 U/ml 

(DS 1.01) y 1.09U/ml (DS 0.64) respectivamente.  

 

Entre pacientes con ANCA positivos versus negativos en la primera toma de 

suero no hubo diferencia estadística en edad (p= 0.68), el tiempo de inicio de 

los síntomas y la primera toma de suero (p= 0.78).  

  

A todos los pacientes que tuvieron diagnóstico de tuberculosis pulmonar se les 

inició terapia con isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol, y 

continuaron con el mismo esquema hasta la segunda toma de suero. 

 

Después de recibir el tratamiento solo se obtuvo una segunda muestra en  52 

de los 68 (76.47%) pacientes. A dos de estos 52 pacientes se les detectó la 

presencia del VIH (3.8%). A ninguno de los pacientes con VIH  se les detecto 

ANCA por IFI, MPO-ANCA o PR3-ANCA antes o durante el tratamiento 

antifímico. 

 

Las características demográficas y clínicas de estos  50 pacientes en los que se 

tuvo un segundo suero durante el tratamiento antifímico son las siguientes: 29 

(58%)  masculinos y 21 femeninos (42%). Edad media 40.72años (DS 15.07), 
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con una edad mínima de 18 años y una máxima de 68 años. El tiempo 

transcurrido entre el inicio de antifímicos y la segunda toma de suero fue de 

106.0 días (DS 60.77).  

 

Se presentaron datos de tabaquismo 14/50 (28%), diabetes 20/50 (40%), 

alcoholismo 14/50 (28%), drogadicción 7/50 (14%), uso de corticoesteroides 

1/52 (2%), artralgias en 1 paciente (en éste los ANCA  por IFI y ELISA fueron 

negativos), 38/50 (76%) tuvieron baciloscopías positivas (11 pacientes tuvieron 

reportes de una cruz,  6 con dos cruces,  15 con tres cruces y  6 tuvieron 

reporte de cuatro cruces).  

 

En 38/50(76%) existió el antecedente de aplicación o la cicatriz de la vacuna de 

BCG. El antecedente de contacto con personas enfermas de tuberculosis 

(COMBE) se documentó  en  15/50 (30%) de los pacientes. 

 

Un cultivo positivo para tuberculosis con antibiograma mostró la presencia de 

multiresistencia en 5/50 (10%). 

 

Dentro de los hallazgos radiográficos hubo uno o varios patrones, no 

encontrándose diferencias con respecto a la presencia o ausencia de ANCA. 

 

Después de recibir tratamiento antifímico se detectaron ANCA por IFI en 15 de 

los 50 sueros (30%), tres con patrón de inmunofluorescencia C-ANCA y 12 P-

ANCA.  (Gráfica 1). 
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En la tabla 4 se muestra  la comparación de las características clínicas de estos 

50 pacientes con respecto a la  variable ANCA presente o ausente durante el 

tratamiento antifímico. 

 

No hubo correlación entre la presencia de ANCA y la edad, sexo, el tiempo de 

evolución de los síntomas, la duración del tratamiento antifímico, las 

baciloscopías, hallazgos radiográficos,  enfermedades concomitantes ni 

farmacoterapia.  

 

En la tabla 5 se resumen los datos bacteriológicos, radiográficos y de proteína 

C reactiva en los 50 pacientes con tuberculosis pulmonar de acuerdo a su 

patrón de ANCA por IFI durante el tratamiento antifímico. 

 

La diferencia en la frecuencia de ANCA por IFI antes y después de tratamiento 

antifímico fue estadísticamente significante (p= 0.003). 

 

Entre los pacientes negativos a ANCA cinco sueros mostraron un patrón de 

inmunofluorescencia atípica en neutrófilos fijados en etanol y se descartó que 

fueran ANCA verdaderos al ser probados en sustrato de neutrófilos fijados en 

formalina y células Hep-2 y finalmente se catalogaron como anticuerpos 

antinucleares: Dos tenían patrón nucleolar  por inmunofluorescencia indirecta 

en células Hep-2, dos patrones homogéneos y uno con patrón centrómero. 
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La determinación de MPO-ANCA y PR3-ANCA fue negativa en los 52 sueros 

obtenidos en la segunda visita después de recibir los pacientes el tratamiento 

antifímico. 

 

La media de BPI-ANCA fue de 23.17 U (DS 19.77) en los 15 sueros ANCA 

positivos de la segunda toma de suero, y se consideraron como positivos 11/15 

(73%) sueros. De estos once pacientes con BPI-ANCA, 10  tenían patrón P-

ANCA y 1  con patrón C-ANCA. La medía  de BPI-ANCA en estos 11 sueros fue 

de 30.50 (DS 17.98) U/ml.  

 

Los BPI-ANCA por ELISA fueron realizados en los 5 sueros de segunda toma 

que presentaban algún tipo de inmunofluorescencia en neutrófilos fijados en 

etanol pero que fueron anticuerpos antinucleares positivos y en estos 5 casos 

los BPI-ANCA fueron negativos con una media de 4.16 U (DS 2.35). Esto fue 

significativo en comparación a la presencia de BPI-ANCA en pacientes con 

verdaderos ANCA por IFI (p= 0.016). 

 

 El valor promedio de proteína C reactiva fue de  3.05 mg/L (DS 8.27) en la 

primera muestra comparado con 4.49 mg/L (DS 11.2) en la segunda muestra 

(p= 0.46).  

No se encontró una diferencia estadística entre la proporción de sueros de 

durante el tratamiento antifímico con proteína C reactiva positiva (≥ 5mg/L) en 

pacientes con ANCA positivos cuando se comparo con los pacientes ANCA 

negativos, p= 0.152 (Tabla 5). Sin embargo, al analizar los valores absolutos  
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de la segunda muestra de sueros de los pacientes se encontró una diferencia 

significativa entre éstos. Esta diferencia estadística correspondió a la media de 

valores de Proteína C reactiva entre los pacientes ANCA positivos y los 

negativos, encontrándose los valores mas altos en los primeros, quienes 

desarrollaron ANCA positivos medidos por IFI en su segunda muestra de suero 

(p=0.001). (Gráfica 2) 

 

Después de un análisis multivariado de regresión logística solo los valores 

absolutos séricos de proteína C reactiva mostraron tener significancia 

estadística (p= 0.028). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 36 

CAPÍTULO 6 

 

DISCUSIÓN 

 

El tratamiento antifímico modifica la prevalencia de ANCA por IFI en pacientes 

con tuberculosis pulmonar y se encontró en este estudio prospectivo que los 

ANCA ocurren infrecuentemente antes de iniciar tratamiento antifímico (4.4%), 

pero se observan con mayor frecuencia en los pacientes con TB durante el 

tratamiento con antifímicos (28.84%). Los anticuerpos no eran dirigidos en 

contra proteinasa-3  ni de mieloperoxidasa, los cuales son los blancos 

antigénicos principales de la vasculítis de Wegener y de la poliangiitis 

microscópica. 

 

Sólo existe un estudio de prevalencia de ANCA en pacientes mexicanos con 

tuberculosis que reporta una prevalencia de 44% de ANCA por 

inmunofluorescencia y de 40% por ELISA (33% de PR-3 ANCA y 7% MPO-

ANCA) (3).  Flores-Suárez y cols. (2003) buscaron ANCA en 45 pacientes con 

tuberculosis, 43 de ellos con afección pulmonar y de los dos restantes, uno 

tenía empiema primario y el otro tuberculosis osteomuscular.  No encontraron 

ANCA, ni por IFI ni por ELISA, en los dos pacientes con afección extra-

pulmonar, mientras que encontraron 20 pacientes con ANCA, por 

inmunofluorescencia.  Dieciséis fueron C-ANCA y 4 P-ANCA. En dicho reporte 

35 de los 45 pacientes estaban recibiendo antifímicos al momento de tomar la 

muestra de suero y ésta pudiera ser una explicación al hallazgo descrito  por el 
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autor en relación a la elevada frecuencia de ANCA en pacientes con 

tuberculosis.  En el estudio de Flores-Suárez y cols., el 86.6% de los pacientes 

tenían TB activa al momento de la toma de suero.  Otra observación de este 

estudio es que sólo 7 de 45 (el 15.5%) tuvieron confirmación diagnóstica con el 

aislamiento en cultivos de la micobacteria. 

 

Existen reportes que algunas drogas antifímicas pueden asociarse a la 

formación o producción de auto-anticuerpos entre ellos, los anticuerpos 

antinucleares, anticuerpos anticardiolipina (75, 76).  

 

Nuestro estudio fue prospectivo, todos los pacientes tuvieron tuberculosis 

confirmada por el cultivo del bacilo, solo se incluyeron pacientes con 

tuberculosis pulmonar activa, los cuales recibieron el mismo tipo de tratamiento 

al momento de la segunda toma de suero. 

 

Recientemente,  Teixeria y cols.(2005) (70), reportaron los resultados de la 

determinación de ANCA en el suero de 66 pacientes con tuberculosis 

comprobada por cultivos y en 10 controles sin tuberculosis ( 4 con 

granulomatosis de Wegener, 2 con poliangiítis microscópica y 4 negativos 

conocidos a ANCA), ellos detectaron ANCA por IFI solo en el 10% de los 

pacientes fímicos; de los 7 pacientes con ANCA, 3 tuvieron C-ANCA y 4 P-

ANCA atípico.  Todos los pacientes con ANCA detectados por la prueba de 

ELISA fueron igualmente detectados en la prueba de inmunofluorescencia con 

excepción de un suero que mostró un patrón negativo de ANCA por IFI y 
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presentó PR3-ANCA positivos por ELISA.  No encontró ningún suero de 

pacientes con tuberculosis que tuviera  la combinación de C-ANCA más PR3-

ANCA.  Sin embargo, el reporte Teixeria y cols., aunque muy bien diseñado, 

muestra algunas diferencias en comparación con nuestro trabajo. Entre estas 

diferencias cabe señalar las siguientes: fue un estudio retrospectivo de los 

datos clínicos, los que fueron extraídos de los expedientes electrónicos y  de 

ahí se escogieron los sueros congelados de los pacientes que tenían cultivos 

para Mycobacterium tuberculosis y a los que se les extrajo el suero ± 21 días 

del cultivo positivo. El 72% tenían afección pulmonar y 13 pacientes (19.40%) 

habían iniciado terapia antifímica. 

 

Estas diferencias entre los pacientes y sueros y además de diferencias 

determinadas por los diferentes reactivos de laboratorio utilizados, los diferentes 

estadíos clínicos de tuberculosis, el grado de actividad o extensión de la 

tuberculosis, el uso de antifímicos, las enfermedades concomitantes que cursen 

con inmunocompromiso podrían explicar la pequeña diferencia que existe en la 

frecuencia de ANCA de 10% versus el 4.41% de nuestro estudio. 

 

Otras explicaciones para diferencias podrían ser  el uso de otros  medicamentos 

antifímicos diferentes a los utilizados en nuestro estudio como la amikacina, 

ciprofloxacina, proteonamida, estreptomicina, clofazimina, roxitromicina, 

claritromicina, cefalosporinas, kanamicina. 
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También pudo influir el tiempo al cual se tomó la muestra de suero y quizá 

también pudieran existir cierta predisposición genética a desarrollar anticuerpos 

anti-citoplasma de neutrófilos (77, 78) o  predisposición adquirida en algunas 

poblaciones por infecciones microbianas o virales asociadas como lo señalan 

algunos estudios (79), 

 

Los ANCA también han sido reportados en asociación con algunos 

medicamentos, principalmente con hidralazina (80), propiltiouracilo (81, 82) y 

menos frecuentemente con D-penicilamina (83, 84), sulfasalazina (83) y 

alopurinol (80, 85) pero hasta donde revisamos no se ha encontrado asociación 

con medicamentos antifímicos.  

 

Aunque en este estudio existió una asociación entre la mayor frecuencia de 

ANCA por IFI y el tratamiento con antifímicos, no es posible concluir con este 

diseño de estudio que éstos medicamentos sean los agentes causales,   

tampoco se estableció cuál de los antifímicos utilizados muestra la mayor 

asociación con la presencia de ANCA. Para esto se requieren estudios 

adicionales cuyo diseño nos permita establecer el grado de asociación con cada 

uno de los medicamentos antifímicos. 

 

La BPI (40) es un antígeno presente en los gránulos primarios de los neutrófilos 

y es el blanco para algunos ANCA en ciertas vasculítis (40, 41).  Se ha 

reportado que protege el endotelio de su activación y daño (42).  
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Se ha descrito que BPI-ANCA ocurren en el 6% de las vasculítis asociadas a 

ANCA y en el 74% de diversas enfermedades infecciosas y se asocian con 

mayor actividad inflamatoria (86). 

 

En nuestro estudio los BPI-ANCA son los anticuerpos mas frecuentemente 

observados y se encontraban presente en todos los sueros con ANCA positivos 

antes de iniciar tratamiento antifímico y en el 73% de los sueros ANCA positivos 

durante el tratamiento antifímico, por lo que podemos afirmar que BPI es el 

blanco antigénico más importante en pacientes con tuberculosis con frecuencia 

similar a la frecuencia reportada en otras infecciones (86).  

 

Aunque no es parte de las conclusiones de este estudio, es posible especular 

basándose en los estudios previos  que reportan una alta frecuencia de BPI-

ANCA en pacientes con fibrosis quística y que su presencia se ha asociado con 

la predisposición a infecciones, y al mayor daño pulmonar (87, 88) que los  BPI-

ANCA también tengan un rol patogénico en pacientes con tuberculosis dentro 

del proceso inflamatorio pulmonar de manera similar como se ha descrito por 

Schultz H y cols (2003). 

 

Hay escasos reportes acerca de la asociación entre proteína C reactiva  y 

tuberculosis (89, 90). Se ha reportado, por ejemplo, que la proteína C reactiva 

es negativa en 13.3% de pacientes con baciloscopías positivas y hasta en un 

73% de los pacientes con tuberculosis con baciloscopías negativas (91).  
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La proteína C reactiva ha mostrado ser un marcador inflamatorio que predice la 

respuesta al tratamiento antifímico, observándose que los niveles de este 

reactante de fase aguda disminuyen al tiempo que se eleva la hemoglobina  en 

pacientes con tuberculosis pulmonar que responden a la terapia (92) 

 

La proteína C reactiva sérica se encontró contrario a lo esperado, menor de 5 

mg/L en la mayoría de pacientes con tuberculosis, pero nuestros hallazgos son 

consistentes con lo reportado recientemente por Choi CM. (2007) acerca de 

prevalencia de un nivel sérico menor de Proteína C reactiva en pacientes con 

tuberculosis pulmonar (93). 

 

Cabe resaltar  que en los subgrupos estudiados, se encontró una asociación 

estadística de  la proteína C reactiva con  la presencia de ANCA en el suero de 

pacientes con tuberculosis pulmonar antes y después de recibir tratamiento 

antifímico, lo que sugiere que la respuesta inflamatoria es mayor en presencia 

de ANCA, o bien que estos anticuerpos pudieran desempeñar un papel 

patogénico en la respuesta inflamatoria pulmonar, al igual que se ha descrito en 

la granulomatosis de Wegener o en otros procesos inflamatorios pulmonares 

(87, 88).  

 

Con respecto a la asociación de ANCA y HIV, se reportado en la literatura que 

pacientes con VIH sintomáticos presentan  ANCA en 54% contra el 4 % en 

pacientes con VIH asintomáticos (p= 0.0001) y que existe una correlación de 

96% entre la positividad de los ANCA e infección pulmonar. Cuando se 
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compararon los grupos con VIH y tuberculosis versus infección viral sin 

tuberculosis la correlación de los ANCA fue a favor del primer grupo (p= 0.001) 

(67). 

 

En este estudio se detectó que  5 de los 68 pacientes con ANCA en sueros de 

primera vez y 2 de 52 sueros tomados durante el tratamiento antifímico eran  

VIH positivos, sin embargo todos estos casos fueron negativos  para ANCA, no 

encontrando diferencias en nuestro estudio en los parámetros estudiados quizá 

por el número pequeño de pacientes con tuberculosis y VIH positivo. Se decidió 

incluir a la totalidad de casos en nuestro estudio con el fin  de determinar la 

frecuencia de ANCA pero se eliminaron los casos en el análisis de 

características clínicas y demográficas con el fin de tener una población mas 

uniforme para estudio. 
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CAPÍTULO 7 

 

Conclusiones: 

 

El tratamiento antifímico modifica la prevalencia de ANCA por IFI en pacientes 

con tuberculosis pulmonar.  

 

El blanco principal de los ANCA en tuberculosis pulmonar es la proteína 

bactericida inductora de la permeabilidad bacteriana (BPI).  

 

Se encontró una asociación entre proteína C reactiva y un subgrupo de 

pacientes con tuberculosis pulmonar que desarrollan ANCA. Su significado es 

incierto pero los ANCA pudieran desempeñar algún papel patogénico en la 

respuesta inflamatoria pulmonar. 

 

Se necesitaran mas estudios que aporten información específica sobre el papel 

de estos autoanticuerpos y de su correlación con las diversas citocinas y 

reactantes de fase aguda para entender mejor la inmunopatogenia de la 

tuberculosis pulmonar. 
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Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de los ANCA en 
granulomatosis de Wegener. 
 

 

Granulomatosis 

de Wegener 

Sensibilidad Especificidad 

C-ANCA 64% 95% 

P-ANCA 21% 81% 

PR3-ANCA 23% 87% 

MPO-ANCA 23% 91% 
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Tabla 2. Principales características clínicas y demográficas de 
los 68 pacientes con tuberculosis pulmonar 

  

Características de la población Resultados 

 
Femeninos n (%) 

 
29 (42.64) 

 
Edad (años) Media±DS 

 
39.2 (14.81) 

 
BAAR(+) inicial n (%) 

 
52 (76.47) 

 
Combe(+)n (%) 

 
19 (27.94) 

 
Historia de BCG n (%) 

 
51 ( 75.00) 

 
Drogadicción n (%) 

 
11 (16.17) 

 
Tabaquismo n (%) 

 
18 (26.47) 

 
Diabetes n (%) 

 
22 (32.35) 

 
Alcoholismo n (%) 

 
18 (26.47) 

 
HIV n (%) 

 
5 (7.35) 

 
Días con síntomas  antes del 1a.toma 
Media±DS 

 
64.66 (55.49) 
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Tabla 3. Principales características radiográficas de los 68 
pacientes con tuberculosis pulmonar antes del tratamiento 
antifimico   
  

 
Características radiográficas  
 

 
Resultados 

 
Infiltrado fibrocavitario n (%) 

 
50 ( 73.52) 

 
Derrame pleural n (%) 

 
4 ( 5.88) 

 
Consolidación n (%)  

 
9 (13.23) 

 
Infiltrado reticulonodular n (%) 

 
40 ( 58.82) 

 
Atelectasia n (%) 

 
7 (10.29) 

 
Neumotórax n (%) 

 
1 (1.47) 
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Tabla 4.  Características clínicas y demográficas de los 
pacientes según su patrón de ANCA por IF 
 

 

 

 

 

 

  
ANCA (+) 

n=15 

 
ANCA (-) 

n=35 

 
p= 

 
Masculinos 

 
6 (40%) 

 
23(65.71%) 

 
0.091** 

 
Edad (años) Media±DS 

 
41.46 (17.06) 

 
40.4 (14.38) 

 
0.924* 

 
Drogadicción 

 
2 (13.33) 

 
5 (14.28) 

 
0.929** 

 
Tabaquismo 

 
4 (26.66) 

 
10 (28.57) 

 
0.891** 

 
Diabetes 

 
7 (46) 

 
13 (35) 

 
0.529** 

 
Alcoholismo 

 
3 (20) 

 
11 (31.42) 

 
0.409** 

 
Artralgias 

 
0  (0) 

 
1 (2.85) 

 
0.508** 

 
Uso de corticoesteroides 

 
0 (0) 

 
1(2.85) 

 
0.508** 

 
Días con síntomas  antes 
del 1a.toma. Media±DS 

 
65.73 (60.23) 
 

 
77.08  
(62.39) 

 
0.48* 

 
Días entre el inicio de 
antifímicos y 2a.toma. 
Media±DS 
 

 
101.66 
(48.81) 

 
107.85 
(65.80) 

 
0.96* 

 
Análisis estadístico: 
* U-Mann-Whitney Test 
** Chi-cuadrada 
*** Prueba exacta de Fisher 
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Tabla 5. Resultados bacteriológicos, radiográficos y de proteína 

C reactiva de los pacientes según su patrón de ANCA por IF.   

   
ANCA (+) 

n=15 

 
ANCA (-) 

n=35 
 

 
p= 

 
BAAR(+) inicial 

 
10 (66.66) 

 
28 (80) 

 
0.712** 

 
Multiresistencia 

 
1  (6.6) 

 
4 (11.42) 

 
0.607** 

 
Combe(+) 

 
6 (40) 

 
9(25.71) 

 
0.312** 

 
Historia de BCG 

 
12 (80) 

 
26 (74.28) 

 
0.665** 

 
Infiltrado fibrocavitario 

 
12 (80) 

 
25 (71.42) 

 
0.527** 

 
Derrame pleural 

 
2 (13.33) 

 
1 (2.85) 

 
0.211*** 

 
Consolidación 

 
2 (13.33) 

 
3 (8.57) 

 
0.629*** 

 
Infiltrado reticulonodular 

 
5 (33.33) 

 
22 (62.85) 

 
0.107** 

 
Atelectasia 

 
2 (13.33) 

 
5(14.28) 

 
0.899*** 

 
Neumotórax 

 
0 (0) 

 
1 (2.85) 

 
1.00*** 

 
Proteína C Reactiva  > 
 5mg/L n(%) 
 

 
3 (20) 

 
2 (5.4) 

 
0.152*** 

 
Análisis estadístico: 
* U-Mann-Whitney Test 
** Chi-cuadrada 
*** Prueba exacta de Fisher 
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Figura 1. Se ilustra la técnica de inmunofluorescencia indirecta, la cual fue 

utilizada para la determinación de ANCA en sustrato de neutrófilos fijados en 

etanol  y en sustrato de neutrófilos fijados en formalina. 

 

 

 

Se agregó 0.05 ml de los 
controles y muestras prediluidas 
1:20 por triplicado en los pocillos. 

Se incubó a temperatura 
ambiente (20-28°C) por 30 
min. En cámara húmeda.  

Lavamos con PBS 
evitando el chorro directo. 

Eliminamos el exceso de 
liquido y agregamos  1 gota de 
IgG marcada con FICT  a cada 
pozo 

Se incubó  a temperatura 
ambiente (20-28°C) por 15 min. 
En cámara húmeda.  

 

Se observó al Microscopio  de 
fluorescencia. Positivo 1:20 

Lavamos con PBS 
evitando el chorro directo. 

   
IFI 
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Figura 2.  Descripción de la técnica de ELISA  para la determinación de los  

anticuerpos dirigidos contra PR-3, MPO y BPI- ANCA  

 

 

 

 

Se agregó 0.1 ml de los 
calibradores, controles y 

muestras prediluidas 1:100 por 
triplicado 

Se Incubó a temperatura 
ambiente (20-28°C) por 30 

min. 

Se desechó el contenido 
de la placa y se lavó 3 

veces 

Se agregó  0.1 ml de 
conjugado enzimático a cada 
pozo 

Se incubó a temperatura 
ambiente (20-28°C) por 15 
min. 

Se desechó  el contenido 
de la placa y lavó 3 veces 

Se agregó 0.1 ml de TMB a 
cada pozo 

Se incubó a temperatura 
ambiente (20-28°C) por 15 
min. 

Se lee a 450 nm 

PR3-ANCA(+) ≥  15 U 

MPO-ANCA(+) ≥  15U 

BPI-ANCA(+) ≥ 10 U. 

 

    
ELISA 
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Figura 3. Descripción del procedimiento utilizado para la determinación de la 

PCR de alta sensibilidad. 

 

 

 

 

Pipetear en tubos de ensayo: 

- 0.01 ml - Muestra 

0.01 ml - - Control 

- - 0.01 ml Patrón (1 a 7) 

0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml Amortiguador 

Control Muestra Patrón  Se mezcló y leyó la absorbancia A1 a 540 nm 

Se agregó 0.1 ml del reactivo 2 

Se mezcló y leyó la absorbancia A2 a    
540 nm al cabo de 1 min. 

Se realizó el calculo A2-A1 y 
se graficaron los resultados 
de la curva de referencia. 
Positivo< 5mg 

 
PCR Alta Sensibilidad 
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TB 1 toma TB 2 toma

ANCA positivos

ANCA negativo

n=3 
4.41%* 

 

n=15 

28.84%* 

Pacientes ANCA positivos 

Prueba exacta 
de Fisher 
p= <0.003* 

 
Chi cuadrada 

con corrección 

P=0.004 

n= 68 n= 52 

n=65 
95.59% 
 

n=37 
71.16% 

Gráfica 1. Comparación de la frecuencia de ANCA por IFI en sueros de 
pacientes con tuberculosis confirmada por cultivos  en sueros antes de 
tratamiento antifímico (TB toma 1) o después de éste (TB toma 2) 
5/68 pacientes en el suero de 1ª. toma con tuberculosis tenían VIH y 2/52 en la 
segunda muestra, todos estos ANCA negativos. 
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Gráfica 2. Comparación entre los valores de Proteína C reactiva en 
sueros de segunda toma de pacientes con tuberculosis con ANCA 
positivos comparados con pacientes ANCA negativos después de 
recibir tratamiento antifímico. Las diferencias fueron estadísticamente 
significativas p= 0.001 
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FOTOGRAFÍAS DE ANCA DETERMINADOS EN SUSTRATO DE 

NEUTRÓFILOS FIJADOS EN ETANOL O FORMALINA EN 
PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR 

 
Etanol C-ANCA Pt 32 GA

 
 

Etanol C-ANCA Pt. 21 LAQ

 

 

Formalina P-ANCA Pt 40 CM
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FOTOGRAFÍAS DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES  EN 
SUSTRATO DE CÉLULAS Hep-2 DE SUEROS P-ANCA FALSOS 
POSITIVOS EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR 

ACTIVA   
 

Nucleolar Pt · 6 JLA  

Centromero Pt 35 AF  
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  FORMATO DE CONSENTIMIENTO 

 
PROTOCOLO No:  
TÍTULO: DETERMINACION  DE ANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILOS EN 
PACIENTES CON TUBERCULOSIS ACTIVA. 
Se le invita a participar en un estudio de investigación. Usted debe decidir si desea participar o 
no. Tómese un tiempo para llegar a una decisión. Lea con cuidado lo que aparece a 
continuación y consulte con el doctor del estudio sobre cualquier duda que usted pueda tener. 
El estudio es conducido por el Dr. Jorge A. Esquivel Valerio, para el Servicio de Reumatología  
y el Servicio de Inmunología  de la Universidad Autónoma de Nuevo León.  
 
1. ¿Por qué se está realizando este estudio?  
Es un protocolo con fines de  investigación acerca de métodos diagnósticos de laboratorio  para 
detectar la presencia  de anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos en el suero de pacientes 
sanos, con enfermedades infecciosas pulmonares y/o  vasculitis. Estos anticuerpos se han 
reportado estar presentes en algunos pacientes con enfermedades inmunológicas e infecciosas 
y se trata de observar su comportamiento y las manifestaciones clínicas que pudieran estar 
asociadas. No implica ningún cambio al tratamiento establecido por su médico. Tampoco se 
trata de probar ningún medicamento.  
 
2. ¿Quién no debería estar en el estudio?  
Si usted cumple con los siguientes criterios no debería estar en el estudio:  
Tiene menos de 18 años.  
Está embarazada. 
 
3. ¿Qué me pedirán que haga? ¿Qué requisitos se me pide? 
Se le pedirán 20 ml de sangre y se le harán preguntas sobre su historia clínica. Se le pedirá 
esta cantidad máximo en dos ocasiones en caso de pacientes con tuberculosis activa, una 
muestra antes de recibir tratamiento antifímico y otra dos a 3 meses después. Sujetos sanos, 
los pacientes con otra enfermedad infecciosa granulomatosa no tuberculosa o pacientes con 
enfermedades autoinmunes como vasculitis solo se les hará una única toma. Con su muestra 
sanguínea será guardada en congelación para  posteriormente utilizarla en hacer los exámenes 
de laboratorio de este protocolo y otros estudios futuros si Usted otorga su consentimiento. 
 
4.¿Qué efectos adversos (malos) me pueden suceder por participar en el estudio? 
No hay riesgos  para su salud con la extracción de esta cantidad de sangre . 
Ocasionalmente, algunos pacientes experimentan algunos efectos secundarios  después 
de la extracción de sangre como desmayo, inflamación de la vena, dolor, equimosis 
(moretón) o sangrado en el lugar de la punción.  También existe una ligera posibilidad de 
infección.  

5.¿Qué beneficios puedo esperar? 

No hay beneficios económicos, pero se espera que los estudios de laboratorio acerca de estos 
anticuerpos generará conocimiento nuevo en beneficio de los pacientes  

6.¿Quién podrá ver mis registros y saber que yo estoy en el estudio? 
Si usted acuerda participar en este estudio, su nombre se mantendrá confidencial. A menos que 
lo exija la ley, sólo el doctor y el personal del estudio involucrados en este estudio, los comités 
independientes de ética. Los resultados del estudio se podrán publicar en  literatura médica 
pero no se me identificará por nombre en ninguna publicación de los resultados de estos 
estudios. 
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SERVICIO DE REUMATOLOGIA 
Gonzalitos 235 Nte. Col. Mitras Centro,  
Monterrey N. L. Mexico. C.P. 64020 

Tel.8348-2015  8348-2065 Fax.8348-4668 

7.¿Se me comunicará el descubrimiento de nueva información sobre el estudio? 
Se le podrá comunicar a Usted, si así lo desea sobre cualquier nueva información significativa, 
que pueda resultar de este estudio. 
 
8.¿A quién llamo si tengo preguntas? 
Si tiene  preguntas sobre sus derechos como sujeto de estudio, llamar al Dr. Francisco Javier 
Bosques Padilla al  8346-2310. Si tiene preguntas sobre el estudio, llamar al doctor del estudio 
al Dr. Jorge A. Esquivel Valerio al 8348-2015 o al 8348-2040. 
 
9.¿Puedo rehusar participar en el estudio y se me puede pedir que abandone el estudio? 
Su participación en este estudio es voluntaria. Usted puede elegir no participar en el estudio o 
puede abandonarlo en cualquier momento. No perderá usted ningún beneficio al que, de otro 
modo, tenga derecho. Si usted abandona el estudio, no se le impedirá participar en estudios 
futuros. Este estudio no implica ningún  cambio a su tratamientos médicos convencionales ya 
establecidos. 
Usted recibirá una copia firmada de este formato de consentimiento.   
 
_________ (SÍ/No) he leído y comprendido este formato de consentimiento. Me han respondido 
todas mis preguntas.  Acepto ser  voluntario para participar en este estudio. 
_________ (SÍ/No)doy mi consentimiento para que se guarde el  suero de la muestra sanguínea 
que se me tome para este protocolo. 
_________ (SÍ/No)doy mi consentimiento para que se guarde el  suero de la muestra sanguínea 
que se me tome para estudios futuros. 
 Doy mi consentimiento para que mi  muestra sanguínea de suero se guarde por 
________(años) 
 
____________________________________________________________________ 
Nombre del Voluntario 
 
___________________________________   ____________________ 
Firma del Voluntario      Fecha   
 
___________________________________   ____________________ 
Firma de la persona que conduce     Fecha  
la revisión del consentimiento 
 
___________________________________   ____________________ 
Nombre y firma de Testigo 1     Fecha 
 
____________________________________  _____________________ 
Dirección       Parentesco 
 
__________________________________   ____________________ 
Nombre y firma de Testigo 2     Fecha 
 
____________________________________  _____________________ 
Dirección       Parentesco 
 
Recibí copia de este consentimiento 

 

 

________________________________________  

  Firma y fecha. 
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