ANEXOS

(ANEXO 1) VIAS DE SENALIZACION DE CITOQUINAS IMPLICADAS EN LA AR.
SE MUESTRAN LOS PRINCIPALES TIPOS DE CELULAS Y VIAS DE

interieukin-1,
and interleukin-6

Production of metalloproteinases and
other effector molecules

Migration of polymorphonuclear cells




SENALIZACION QUE ESTAN IMPLICADAS EN LA DESTRUCCION ARTICULAR
MEDIDA POR TNF-A Y IL-1 EN AR. IMAGEN TOMADA DE CHOY Y COLS.

(ANEXO 2) PATOGENESIS DE LA AR. SE MUESTRAN LOS CAMBIOS QUE
TIENEN LUGAR EN UNA ARTICULACION DE UN PACIENTE CON AR. IMAGEN
TOMADA DE CHOY Y COLS.

Established Rheumatoid Arthritis




(ANEXO 3) CRITERIOS DE CLASIFICACION

La poblacién diana corresponde a pacientes que presentan al menos una articulacién con sinovitis,
que no puede ser explicada por otra enfermedad.

Criterios para la clasificacién de la AR (basado en un algoritmo de puntuacién que se obtiene de la
suma de las categorias A-D; una puntuacién 26/10 es necesaria para confirmar la AR).

A. Articulaciones afectadas

1 articulacién grande 0
2-10 articulaciones grandes! 1
1-3 articulaciones pequerias® (con o sin afectacién de articulaciones grandes) 2
4-10 articulaciones pequenas {(con o sin afectacién de articulaciones grandes) 3
=10 articulaciones (al menos 1 articulacidon pequefia?) 5
B. Serologia (es necesario al menos 1 resultado para esta clasificacion)
Factor reumatoide negativo v ACPA negativo 0
Factor reumatoide positivo o ACPA positivo 2
Factor reumatoide positivo fuerte o ACPA positivo fuerte? 3
C. Reactantes de fase aguda (es necesario al menos 1 resultado para esta clasificacion)
Proteina C reactiva normal y velocidad de sedimentacion globular normal 0
Proteina C reactiva anormal y velocidad de sedimentacién globular anormal® 1
D. Duracién de los sintomas
< 6 semanas 0
= 6 semanas 1

Los pacientes con una puntuacién <6/10, que no han podido confirmar su AR, deben de ser reevalua-
dos en el tiempo, ya que podrian cumplir los criterios en el futuro.

(ANEXO 4) MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE (activacion de los LB y
LT en AR)
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(ANEXO 5) CLINICA “SAN ROQUE”




(ANEXO 6) PROSPECTO PARA LA DETERMINACION DEL FACTOR
REUMATOIDE.
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Artritest

directo

Pruaba em placa para ol diagrdstico do ariritis
reumatsidos

SISHIFICATION CLINICA

La ariritis reumalnkdea e un sindnome ononico e etiologla
desoorocida, camcierizada por una indamacian inespecific
¥ aeneralmenie SmiEinca oe las ariculckones, gut a veoes
evmhuciona Fascla Ly destnicoidn de las esinocturas aticulaees
¥ penariculares.

Enla amoulscidn enfema se ochsena un engrosamisnno de b
mermbrara snovial con Aormascion de plegues y prodferacion
de infodins. Estxs células, que foman follodos linfoldes,
5o las responsabies de b sinless de facores reumaiosd eos
{FR] ¥ oiras inmorogiabulnas.

Los FR son generimente oe Ipe g6 anll- g, es decr que
FEQDCCNEN Con [as racciones Fo de s Ige. Tambien se
Fan enconTada FR de Spe I56, sunque ot mudhos menar
proparcitn de casos.

Los FR de Gpe IgM estan presentes onoel BE-S058 o2 oS
dullos con arrids resmatckdea auanoue na &5 especioo de
la erfermedad puesio gue amblén se han enconfrada en
Indiidums sancs (en o 3 3 5% o 1S casos

For ta matrea, cuando s& sospecha la esisiencia de una
erdermedsd dstinta de la anntis reumatcidea, frenbe a una
reancion de aglutinacidn posiva o5 aconsejable reallzr a
predpiackin de s gicbulinas con sullolo de amanks. De
2l fonma, SE asegura la precipd@oén complet oe os FR Yy
s mantiene en soludan cuaicier aghaning responsabie
de una lalsa reaockin pesiva, oomo asi tambien algin
sl inbibidor.

FUNDAMENTOS DEL METOOO

El facior reamaicldeo de Apa IgM se defeciaen presenda de
gamima- nmunogleboling o fracdion || de Cohn [que &n este
caso &5 el antigeno] adsorbida sobre un soporie inerie de
latex-poliesinero. Este artigeno e uns a los FR (ard-iga)
produdendo una aglulinacin de ks pariculas de Rlex-
podiestinena, visible macrosoookoamenie.

REACTIVOSE PROVISTOE

A, Anacthea Az suspensidn de pariodas de e poliest.
rena de 020 micromes de didmeion, que teren adsoridas
molitoulas iymaagregadas o= gamma-inmunagickulira o
fracoide 1 de Cobn.

Comtrol Posive: dluciin-de- = humano posiivo. Eguivaios 2101
Contral Nogathea: diucian de SUET NUMang rsgad.

REACTIVD MO PROVISTO

- FReaciive Precipltants [para el ensayo 92 1 fracoon
Qiobulinica): sulfalo de amonio 211.5 gl en ClMa 5,15 gi.

- Solucion Asioldoioa.

INSTRUCCIONES FARA SU USD

Roactwo A: agiar bben amles e wsar, vadando previamenss
L2 pipeia del goteno.

Controlas [Positive y Nagativo): §505 pam usar.

FRECAUCIONES

Las readivos Son para uso dizgrdstion inoitno™,

Las coninoes han sido ersayados para HIY, HCW y HEW
enconirdndose inacives. Moabskanle, deben serempleados
‘commed 5l se imara G2 matenal infeciva,

Ltilizar los reacivos guardando s pre@uciones habfsales
de imbao en o eboraions de andlisls. cinioos.

Todos los reacivos y las muesias deben descartarse de
a00erTa & |3 nomrabiva local vigenie.

EETASILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALRACERAMENTD

Reactivos Provistos: estabies onnefmigerador (2-10°C) has-
1a la fecha de wercimienio indicada en la c2fa. o ongolar.

INHSIOE DE INESTABILIDAD O DETERIDRO DE LOS
REACTIVNOE

La arcaglutiracian del Reactwo A es Iindcio de defenon
del mismo, on fal mso desechar

MUEETRA

Sumo

A} Rerodec cline ablerer suende la mansra wsal. Ho deben
Usarss muesimas inacivadss. por calor.

b Aditiviees: no s regul enen.

¢} Susiancias infororenias conocidas: hemdlsis ydeias
proie | nas (disBnts del fador reumatcldeo) pusden sof Gusa
de resulados ermdneos.

Refenrse a ks biblogratia de Yourg para ks elecias de las
drogas o o presenie mesodo.

d) Estabilidad o Instrucokones oo almaianamd anbo: £ susm
debe serprelerenlomenie fnesoa. En casa O o proossarnss
£n el momenis puede corsenarse endl refrigerador (29040
duranie mo mals deura semana conbbada desde su nenokeookiing

MATERIAL REQUERIDD

1= Provisto

- placas de plasiico o vidrio fondo negen.
2. Mo provista

- Pallk o varila de vidria.

- Crondmesn.

- Baleral volumdirico adecuado.

- Fuenie o lur.



FROCEDIMIENTO
Leyar o5 rE3CTWGS 135 MUESIaS a4 Wemperaisra am-
bienh: amles e usar,

| TECHKICA CLUALITATI A
En uro-de a5 seclons deimizdos de L pleca 2dunia
al eguipo, colocar:

Muesira 1 gota (50 )
Reactia A 1 igota {50 Ul

Mezclaroon palioo varila de vicdeio hasha oblieneruna
suspensiin uridome &n foda la supericie delimilada
die s pla. Inmedalamenie, dspamr un coondmeta,
balancear suavemenie B placa y oheervar maxcnosnd.-
pimamente o resuade denden de kos dos minulos taja
un: haz lumireso.,

I TECHICA SEMICIFARNTITATIVA
Lo suerds poskrmos posden Hilularss electuando
diuckres seriadas, en & ubos de Kabhn
1) Coloar 04 milde solscidn fslakdoica al primertuba
¥ 0,2 ml de solucién fsiadgica a los & resanies.
27 Agregar 01 el (100 Ol) ce suere al fubo Be 1y
mezclar. Trarsfedr 0,2 mil de esta diucion al luba B2
y mezdar, conliniends de esta forma las dilciones
hasta o dRmo uba.
Las diudones asi ocblenidas equivaden a 1:5; 1:10;
1.2 1:£0; 1:80; 1160
3 Ensayar ada diluddn seqin la Técmca Cualitatia.
I ENEEYT OE LA FRACCIIN GLOEULINICE
En un tubo de centrifuga oolocar

Musesira {soero sin dluir ) 1mi
Gola a gofa y aglando susvemenie, agregar:
Reactiva Precipiante 32mi

Mezclr por iwersién, dejar al mencs 30 minulos
iprelernbiementes en keladen) y ceninfugar. Wlcar el
sobrenadanie, dejando el ubo invertcdo sobre papel
defdlre hasia escurimienio compleln y lUEgo Sorogar

Soluckan fiskologica 1mi

Disolver el precipSade. Esta soluckn de globulira Sene
2l volumen original del SuEn: ¥ para 5J onsaya debe
procesarss al igual que la MuesTa seqan la Técnica
Cimlrafdva.

INTERFRETACIKON DE LOS RESULTADDE

Técnica cualitativa

Hepgative: mespension ha

Pashivoc aglulinacion que .u:-xncn-dl:rn'ndclnsdnsrrru-
fios. 5o mlidca de 1a 4 (+], slenda:

4+ aglutinacibn franca

I+ maderada aglutinecisn

2+:igen aghsinacitn

1+ aglutinzciin del

Técnica semdtuantiativa [thalecksn

Tiulo: reersa de la madima dilucdn ala gue se prodoce:
aglaanackn visible mescrosoopicamenie.

La conteniracitn aproximada de fotor reomatoldea en la
MUESTA pisce BT cakculeda por la mula siguienis:

FR {Uliml} = Tt & Sensibiidad e la reacckn {1 ULmi]

Ejempio: [a mussTa presenta un ks de 1240, Su concen-
irackdn en FR o5 die &0 x 1 = 40 Ukmi.

METOD DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar simdbineaments & Conirod Megabve y & Conindl
Positivo provisios, empleands una 9ot del Conlrdl cormes.
pandeenie en bagar de la Muesra,

VALORES DE REFERENCIA
Mo esidn chiramenie eslablecides. Se corsidoan palologl-
oo valones superiones. 3 20-20 Uliml.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTD
Ver Suslandas inlederenies comockdss en MUESTRA.

FERFORBANCE

a} Sansdbilidad analitica: calbrado frenie al Shandard e
COC, e encuenira una sensiblicdsd S 1 Liml.

En un estudio realzada sobee 176 MOSeSings provenisnies
de ura pablacidn haspilalaria ss comparan los resulacdos
oo un méiodo turbidimétnom cuantmbve, obfenisndoses una
sersibilidad died 10075,

En ofro esiudio realzade sobee una pobdacitn de 33 mues-
iras de pacionies con historia dinkca e arrits reomaloidea,
S DDA N 25 MUe SIS rEachvas Se conchaye gue e 88%
de oS packeEnies oan ants resmatolidea son FR posis .
b) Espociicidad: en un esiudo realizado sobne 75 mues-
ims prevenienies de B0 hombnes y 26 mujeres can edades
enire 18 y 47 afos, sin simomas aparenies de enfermedad
reumalica, 22 enconfrancn 72 messires no readivas. Porloc
1amio, se concluye que & 2% de esta poblckdn sana es FR
positva, sSiendo b espeofcided del 56%.

FRESENTACION
Equpe para B0 deteminadiones (Cad. 1103152}

BIBLMIGRAFLA

- Singer, JM. and Fliotz, T - Am. J. Qin. Fath. 280E11
[1BET).

- Sireger, J. M. et al - Am. J. Clin. Fath. T208:597 (1579

- Brooks, . W and Caobb, 5. - Arthrilis and Rheumatism
63:198 (1563}

- Pioiz, © M. aned Einger, J.M. - Anrual Mesling of the Ame-
reican Rheumatism Assodation, Chicage (1955].

- Oreskes, | Singer, .M. and Plolz, C.M. - J. Immunokogy
890:107 (1563}

-Yoong, 05, - "Efecks of Dngs on Clinkal Laboratony Tesis”,
ANCE Press, £ ed., 2001.



(ANEXO 7) PROSPECTO PARA LA DETERMINACION DE LA PROTEINA C

REACTIVA.

PCR-latex

directo

Prueba de aglutinacién en placa para la determinacldn
e Protzina © Reactiva

SIGHIFICACION CLIMICA

La Froielna © Reactva {PCR ) es una profeina termalaall qus
no alravkesa la basrera placeniasa v cues movilidad sleciro-
faretica se encuenira entne s zonas oe las o y [ globulnas.
Su mnombre e debe ol capacicad pasa grecipltar los poil-
SACAdos G de 106 pNEwnmacocos.

Es una o [as lamadas protelnas de fase aguca ¥ S INcre-
menta en suera, en una pran vadedad de enfermedades
inflarralorias o como respuesta a necnasis tiswlar.

Su determinackin es impordanie dekédo a gue aumeanta
ragldamende of coméenzo g2 [ enlermadad, 14 a 26 horas
le=go de la inflamacion o irjuria lisular y desaparecs en la
elapa de recugeracidn, apareclenda sl duranla & fase
acliva del procesa mfamatooio.

La PCR se encuenlra camunmeante aur2nlada en: arlrills
reurmnaloiden acliva, infeccanes virales, luberculesis, F=bre
reumalica acliva, Infarlo agudo de mioccardia, eic. Tamblén
s& [ puede hallar lwego de una opsrackdn quindrghca y en
gran parcentaje luege de fransfusiones sanguineas. La
determinacidn e PCR na sdlo Indlca [ inlensidad ce ka
enfermedad sino lamblién 1o respuesia del paclents o wn
tralamiznlo dado.

FUMDAMENTOS DEL METOD O

LaPCR se delecla &n swero por reacckin oon un andiceerpd
espacifico adsorbido soare 1N saparte inerts de [tex. La
PCR se e a o= anlicusrpos adsoraldos produciendo ka
aglulinacidn ce fas particulas de Elex

REACTIVODE FROVISTOS

A. ReactlvoA: suspension ce particulas de latex-polesliena
sensiallizadas can antousrpos anll-FCR.

Cantral Megativa: dilucidn e suero negativa.

Cantral Fesitive: dilucian de seero pasiba.

REACTIVOS ND PROVISTOS
Zalucion fisialagica.

INETRUCCIONES PARA BU UED

Reactiwo A: agiiar bl=n v lee=go camblar 1a {apa clega porka
tapa golErg sweminisirada adclonalments.

Canfirales Fositivo y Hegativas listos para usar.,

FRECAUCIONES

Lo=s Reactivos Provisios son pam wso diagnostioo "m viba®.
Las Contrales han sida examinados para antigeno de superi-
cle cel vinus de hegatts B, vinus de a kepalills &y antouerpas
contm HIY 12, enconlrandasa no reaclivos. Mo abstante,

deben ser pmpleadas como sl se braiara de material inleclivo.
LHIkzar las reactvas guardando las precauciones habiivales
de tabajo en 2l labaratodio de andfsiz clinicos.

Todos los reackwas v las musstmas deben descararse de
acuerdo a la rarmaihva lcal vigenbe.

EETABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Los Reactvos Pravisios son estables enretigerador {2-10°C)
hasia la fecha de vencimienta indicada en la caja. Mo congslar.

INDICIDS DE INESTAEILIDAD O DETERIDRO DE LOE
REACTIVOE

La sutoagiulinacidn del Reactwa A es Indicio de deberkaro
del mismo. En lal caso desachar.

MUESTRA

Huero

a) Recolacaldn: ablerer suer de 1 maness usual

b Adithvos: no s requleran.

€] Sustanclas Interferentss conacldas: los sueros masrca-
damente Epémicas o confaminados peeden dar reswetados
Talsamenie posilivas.

dj Establiidad & Instrucclonss de almacanamlento: el
suarn debe ser praferenlements fresco. Encasa de no pro-
casaree an &l momenka pusde consemvarss hasia 24 homas &n
relrigeradar {2-10%C) v hasia 4 ssmanas congelado a -20°C.

MATERIAL REQUERIOD
1- Pravisto
- placas de plaslico o widia fondo negro

2- No Provisto

- malesial valumeinco adeceado prm efeciear mediclanes
W ffuciones de las mueastras

- paliias mercladares descartabies

- crancemakbo

- mpam o fusnbe de o

PROCEDIMIEMNTO

Ligwar [os reaciivos ¥ Ias mu2sinas a temperalura am-
blente anles de usar Agitar 2 Reacivo A anbes de wsar,

waciarda praviaments [a ploela del gaolera.

I- TECHICA CUALITATIVA

Muestra 1 oot (30 uly

1 goda (30 ul)y

Reactivo &




Mezclar con un palillo descardable hasta cbtener una
suspensidn uniforme en toda la superficle del circulo.
Inmediatamente disparar un cronémetro, balancear
suavemente la placa y cbservar macroscdpicamente el
resutado bajo un haz iuminoso dentro de ks 2 minutos.

II- TITULACION
Los sueros positivos pueden titularse efectuando
diuciones seriadas en B tubos de Kahn.
a) Colocar 0,5 ml de solucién fiswoldgica en cada uno
de los tubos.
b) Agregar 0,5 ml de suero al tubo N* 1 y mezclar.
Transfanr 0.5 mi de esta dilucion &l tubo N° 2 y mezclar,
continuando asi las dluciones hasta el iimotubo. Las di-
luciones asi obtenidas equivalena 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, efc.
c) Ensayar cada diucidn segin la TECNICA L.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Negativo: suspensidn homogénea.

Positivo: aglutinacidn que aparece dentro de los 2 minutos.
Secalficade 1ad +.

Titulo: Inversa de la maxima dilucion a la que se produce
aglutinacidn visible macroscdpicamente.

La concentracidn aproximada de PCR en la muestra puede
ser calculada por la formula siguiente:

PCR (mg/l) = Titulo x Sensibdidad de la reaccion (6 mg)
Ejemplo: fa muestra presenta un titul de 1:2. Su concen-
tracion de PCR es de 2 x 6 =12 mg/l.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procasar simultaneamente el Control Negativo y el Control
Positivo provistos, empleando una gota del Control corres-
pondiente en lugar de la muestra y una gota del Reactivo A
segun la técnica cualitativa.

VALORES DE REFERENCIA
Hasta 6 mgil.

Se recomienda que cada labaratorio establezca sus propios
valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Tiempos de reaccién mayores de dos minutos pueden pro-

ducir reacciones falsamente positives por efectos de secado
de los reactivos.

PERFORMANCE
Sensibilidad: PCR-Latex directo detecta 6 mg/l de proteina
C reactiva.

PRESENTACION
Equipo para 50 determnaciones (Cod. 1683152).

BIBLIOGRAFIA

- Singer, JM.; Plotz, C.M.; Parker, E. and Elster, S.K - Am.
J. Clin. Path, 28:611 (1957).

-Nison, LA. - Acta Pathol. Microbiol. Scand. 73:129 (1968).

- Scherffarth, F.; Péraz-Miranda, M.; Goetz, H. - Blut. 20: 206 (1970).

SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnastico de Wiener lab.

c Este producto cumple con los requerimientos previstos

por la Directiva Eurcpaa 98/79 CE de peocductos sanitanos
para el dagnostico "in vivo"

CEC [%EF] Representanie autorizado en ia Comunidad Eurcpea

[x] Uso diagnostico "in viro™

7 Contenido suficienta para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (consarvar a)

No congelar

Riezgo bicicgiko

\Volumen cespues de b reconsiitucian

i | & s

Conlenico

) Nomero de iote

Elabcraco por:

Nocivo

Corrozivo /! Castico

IR CAR G

ntante
0 Consutiar Instrucciones de w0
Callbrador
el Cantrol
i5mal- Control Poshivo
[ema’-]  Control Negalhvo

[esF] Nomero de catalogo



(ANEXO 8) TABLA PARA LA OBTENCION DE DATOS DE LA INVESTIGACION.

Proteina C Factor
Fecha N° de Sexo | Edad reactiva Reumatoideo | Observaciones
muestra (PCR) (FR)

(Anexo 9) DETERMINACION DEL FACTOR REUMATOIDEO.
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