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INTRODUCCION

Histéricamente, los anticuerpos han jugado un rol importante en el seguimiento de pacientes
reumatoldégicos, también han ayudado a definir las bases inmunopatogénicas de las enfermedades

autoinmunes y han permitido clasificar y subclasificar algunas de ellas.

En principio, se sabe que los anticuerpos en las enfermedades autoinmunes reconocen antigenos
propios del organismo afectado, lo cual desencadena una serie de respuestas que conducen al

dafio de 6rganos y funciones necesarias para la conservacion de la salud.

Actualmente se cuenta con varios ensayos inmunolégicos, que ofrecen informacion acerca de la
actividad de la enfermedad, compromiso de érganos especificos y prondstico; estos ensayos se
basan principalmente en la deteccién del anticuerpo presente en el suero del paciente cuando éste

tiene la enfermedad; por lo que existen diversos métodos para una variedad de anticuerpos.

Una de las enfermedades autoinmunes por excelencia, es el Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
un padecimiento multisistémico causado por mecanismos auto-inmunitarios lesionantes. Tiene una
importante mortalidad, pero la mayoria de los pacientes con el tratamiento actual tienen una vida
normal. Debido a lo anterior, ha cobrado gran importancia su diagnéstico y seguimiento. La prueba
de anticuerpos contra el acido desoxirribonucleico nativo (anti-ADNnN) es la prueba mayormente
utilizada, ya que un aumento en su concentraciébn en el suero de pacientes, frecuentemente
correlaciona con un aumento en la actividad de la enfermedad y sugiere grave riesgo de dafio

renal.

Los anticuerpos anti-ADNn se han analizado con varios métodos, como Radioinmunoensayo (RIA),
Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzima (ELISA) o Inmunofluorescencia Indirecta (IFI); este
ultimo, emplea como sustrato el protozoario flagelado Crithidia luciliae; y parece tener ganada
amplia aceptacion a causa de su relativa facilidad; sin embargo, la obtencién del resultado,
depende de la interpretacion de la tincién fluorescente que se hace con base en criterios
establecidos; pero, como es de esperarse, existen excepciones, tinciones que no siempre cumplen
con las caracteristicas establecidas y que en principio serian descritas como atipicas, por lo que la
interpretacion se debe basar en una observacion bastante detallada o incluso, la repeticion de la
prueba. Por otro lado, la escasa informacidén que hay acerca de tinciones atipicas, se centra solo
en aquellos casos en que se tifien estructuras de la crithidia tales como el flagelo, el cuerpo basal
0 incluso, el citoplasma, pero no se hace mencién de las diferentes tinciones que se pueden

encontrar en el cinetoplasto de la crithidia cuando se ensayan las muestras de los pacientes.
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Recientemente, se ha mencionado el método de ELISA como alternativa a la IFI, pero la posible
desnaturalizacion parcial del ADNn contenido en los pozos, genera ciertas dudas. Por otro lado, en
la IFI, también surgen algunas preguntas sobre si el cinetoplasto contiene Unicamente ADNn sin
asociacion con proteinas nucleares; y mas aun, la capacidad de las pruebas de anticuerpos anti-
ADNnN para predecir la exacerbacion de la enfermedad, resulta ser controvertido, pues algunos
estudios postulan que el nivel de anticuerpos disminuye en la fase aguda de la reactivaciéon de la
enfermedad.

En el presente trabajo, se selecciond un grupo de muestras provenientes de pacientes pediatricos
diagnosticados con LES, a quienes se les practicO la prueba de anticuerpos anti-ADNn por
Inmunofluorescencia y mostraron tinciones atipicas. Estas muestras se ensayaron por la técnica
de ELISA para la misma prueba, y por medio de un estudio estadistico de concordancia, se evalué
si el resultado obtenido por IFI correlaciona con el que se obtuvo por ELISA para saber si los
criterios conocidos son aplicables a este tipo de tinciones, o bien, hay que modificarlos. Ademas,
se reviso el expediente médico de los pacientes para saber el cuadro clinico que presentaban en el
momento del analisis y se determind la correlacion entre la deteccion de anticuerpos anti-ADNn y

los periodos de exacerbacion de la enfermedad.
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MARCO TEORICO

Autoinmunidad

La autoinmunidad se define como una respuesta inmunitaria contra un antigeno propio, dafiando la
salud de quien la padece; es compleja y puede desencadenarse de diversos modos y el riesgo de
padecerla depende de una amplia variedad de factores ambientales y genéticos, muchos de los
cuales estan por identificar. Basicamente se produce por la generacion de células, linfocitos T o B
que reconocen componentes propios del huésped; y a pesar de haber mecanismos de control o
eliminacion de estas células, algunas de ellas escapan a dichos mecanismos de tolerancia y son
capaces de atacar los tejidos donde se localiza el antigeno para el que son especificos. Existe una
caracteristica fundamental que diferencia a las respuestas autoinmunes del resto, y es que, en
éstas, generalmente el auto-antigeno persiste y el sistema inmunitario es incapaz de acabar con
él. Por ello este tipo de enfermedades suelen ser crénicas y generalmente duran toda la vida.
Individualmente la mayoria de las enfermedades autoinmunes son poco frecuentes, pero
conjuntamente afectan aproximadamente al 5% de la poblacion de los paises occidentales y
constituyen el tercer grupo de enfermedades mas prevalentes después de las enfermedades

cardiovasculares y el cancer.
Se conocen factores que participan en el desarrollo de la autoinmunidad. Algunos de éstos son:

% Genéticos; la presencia de ciertos alelos del complejo principal de histocompatibilidad,

principalmente del locus HLA-DR predisponen al desarrollo de enfermedades autoinmunes.

% Hormonales; se ha descrito que enfermedades autoinmunes ocurren mayormente en
mujeres teniendo inicio, principalmente, en afios en que la produccién de estrégenos es

maxima.

3

%

Edad; los estudios muestran que con el paso de los afios, aumenta la predisposicion a
enfermedades autoinmunes debido a la disminucion en la actividad de la células T

reguladoras.

X3

%

Deficiencia de Inmunoglobulina A; permitiendo el contacto de tejidos con ciertos

antigenos que podrian inducir una respuesta contra antigenos propios.

% Infecciones virales, bacterianas, fungicas, etc., que producen alteraciéon o colonizacion
de la membrana celular; asi como alteraciones del timo, médula 6sea y otros tejidos que

participan en el desarrollo y activacion de la respuesta inmunoldgica.
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7
0.0

Factores ambientales y sustancias quimicas que en condiciones particulares

desencadenan reacciones autoinmunes.

7
0.0

Antigenicidad cruzada; debida a la similitud de moléculas de la membrana celular del

huésped con antigenos de microorganismos.

7
0.0

Exposicién de antigenos cripticos; es decir, antigenos que normalmente no entran en

contacto con los mecanismos de respuesta inmune debido al sitio en que se encuentran.?®

< Estrés croénico; debido a la liberacién de niveles inadecuados de glucocorticoides (una
hormona esteroide), lo que provoca que no se puedan inhibir eficazmente las células que

producen inflamacion, conduciendo a un estado patolégico de la misma.*

La clasificacion de las enfermedades autoinmunes se basa en los 6rganos o sistemas
involucrados, con lo que se tiene que existen enfermedades autoinmunes Organo-especificas y
sistémicas o generalizadas. Las primeras son aquellas en las que el dafio se produce en un solo
organo o sistema y son mediadas por anticuerpos y/o células que reaccionan contra antigenos que
se expresan especificamente en dichos sitios.

Por otro lado, en las enfermedades sistémicas, los anticuerpos son capaces de reconocer y dafar
diferentes componentes celulares o componentes ubicuos presentes en multiples sistemas, lo que
provoca una sintomatologia generalizada. La mayor parte del dafio en estas enfermedades es
causado por los depdsitos de complejos inmunes, presencia de auto-anticuerpos, activacion de la
respuesta inflamatoria aguda y en algunos casos infiltracion celular; un claro ejemplo de este tipo

de enfermedades es el LES.>®

Lupus Eritematoso Sistémico

El Lupus Eritematoso Sistémico es una enfermedad heterogénea de caracter autoinmune, su
causa se desconoce, afecta de manera predominante a mujeres en edad reproductiva, lesiona
varios sistemas del organismo humano, ademas, se caracteriza por presentar elevados titulos de
auto-anticuerpos contra antigenos presentes en los nicleos de las células, principalmente contra el
ADNnN aunque puede haber anticuerpos contra multiples antigenos, incluso los que no son acido
nucleico.” ® Los auto-anticuerpos juegan un rol importante en la patogenia de la enfermedad,
generando parte del dafio tisular que se observa en los pacientes con LES, ya sea a través de la
formacion de complejos inmunes o uniéndose directamente a antigenos de superficie. El curso
clinico del LES se caracteriza por aumentos de actividad o reactivaciones que tienen

caracteristicas similares a las de la activacion inmunoldgica T dependiente.
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Entre los factores fisiopatologicos involucrados en el LES hay caracteristicas genéticas,
ambientales, por ejemplo, agentes infecciosos, drogas y alimentos, asi como también se ha
observado la acumulacion de cantidades anormalmente elevadas de células apoptéticas en los

tejidos, lo que indicaria una alteracion de los fagocitos para eliminar el material desvitalizado.’
Defectos genéticos en LES

La deficiencia del componente C1g del complemento, esta asociada con infecciones recurrentes y
una prevalencia alta de LES. Efectivamente, la deficiencia de C1q es el defecto genético con mas
alto riesgo para LES. Experimentalmente, en ratones con una deplecion dirigida de Clga, se
observé glomerulonefritis con depésitos de complejos inmunes y células apoptéticas en los

glomérulos.®
Etiopatogénesis del LES

Una caracteristica del LES, es la formacion de auto-anticuerpos. En la actualidad existe creciente
evidencia acerca del rol de la apoptosis en la fisiopatologia del LES. Cuando una célula activa su
programa de apoptosis, las proteinas, las enzimas y el ADN son clivados y fragmentados
internamente. Se mantiene la integridad de las membranas, previniendo que se liberen los
componentes intracelulares que podrian dafiar los tejidos en forma directa o inducir una respuesta
inmune. Por otro lado, se ha visto que las células apoptdticas que no son fagocitadas a tiempo
pueden entrar en un estado de necrosis secundaria, desintegrandose y liberando su contenido
citoplasmético. De esta forma, ganan potencial inflamatorio, lo cual, lleva a la activacion de las
células B y T autorreactivas con la consecuente produccién de auto-anticuerpos caracteristicos del

LES, como son los anticuerpos anti ADN de doble hebra y otros antinucleares.

Reportes recientes sugieren un defecto en la eliminacion de las células moribundas como un factor
importante en la etiopatogénesis del LES. De manera natural, las CA son fagocitadas por
macrofagos especializados o menos frecuentemente por células dendriticas inmaduras, o bien, por
neutrofilos. Cuando la fagocitosis de las CA por parte de los macréfagos se ve afectada, las
células progresan hacia un estado de necrosis secundaria, con acumulacion de dichas células.
Varios auto-antigenos nucleares son liberados o encerrados en una especie de vesiculas que se
forman en estas células, llamadas ampulas, lo cual, las vuelve accesibles para la células
dendriticas (CD), las cuales, presentan los antigenos derivados de las CA tardias a los linfocitos T,

induciendo la respuesta inmune.”®

Existe bastante evidencia para afirmar que las CA no son inmunolégicamente neutras, sino que,

dependiendo del microambiente en el que el proceso se lleve a cabo, del tipo de célula
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presentadora y ademas de la presencia o ausencia de sefiales de peligro, éstas son tolerogénicas,
es decir, ser procesadas y eliminadas de manera homeostética por el sistema inmune sin provocar
dafio inmunoldgico, o0, en caso contrario, inmunogénicas, cuando no se da el proceso

homeostatico y la acumulacion de células necréticas son fuente de material antigénico importante.”

Hay algunos patrones de reconocimiento moleculares que ayudarian a la diferenciacion del
material apoptético del necrotico. Entre ellos encontramos los factores quimiotacticos de fagocitos
y otros reguladores que se liberan desde las células en proceso de muerte. Por otra parte, se ha
demostrado como las CA pueden generar autorreactividad. Experimentalmente, se ha visto que las
células T autorreactivas pueden reconocer auto-antigenos modificados y presentados por las CD."®

Experimentalmente, si se administra debris necrético o apoptético a ratones normales, en la forma
de células fagociticas cargadas de antigenos, se observa que las CD maduran hacia CD
mieloides, pero los macr6fagos no montan una respuesta con auto-anticuerpos, ni se observa

enfermedad renal.’

Por otra parte, la localizacién conjunta de auto-antigenos con proteinas virales en las ampulas de
CA de queratinocitos infectados puede desafiar la tolerancia a lo propio, de tal manera, que una
respuesta inmune que en principio se inicia contra antigenos virales, puede extenderse hacia auto-

antigenos conjuntos.?

Varios receptores de superficie, asi como ciertas moléculas solubles, estan involucrados en la
eliminacion de las CA, las cuales, usualmente, no son pro-inflamatorias. Reportes recientes indican
que la opsonizacion con los factores C3 y C4 del complemento, participan en el de las CA. Los
anticuerpos anti-fosfolipido, que frecuentemente, se encuentran en pacientes con LES, son
capaces de opsonizar CA y conducir a una respuesta pro-inflamatoria. La fagocitosis de las CA
opsonizadas da como resultado una secrecion masiva de factor de necrosis tumoral o, lo que
aumenta la inmunogenicidad de los antigenos que contienen. Las CD necesitan ser activadas para
estimular a las células T. Las células necroéticas o infectadas por virus, pero no las CA, se
describen como “adyuvantes naturales”. Ademas, se ha sugerido que células autélogas puestas en
estrés, pueden iniciar algunas formas de autoinmunidad. Para estudiar la participacion de la
presentacion del antigeno, se inmunizé a ratones con cantidades aumentadas de CA autdlogas.
Solamente los ratones a los que se les administraron grandes cantidades de células moribundas,
imitando un aclaramiento defectuoso, manifestaron respuesta de los linfocitos T citotoxicos, los
cuales, facilitan que los linfocitos B reconozcan los auto-antigenos nucleares y comiencen la
secrecion de los auto-anticuerpos especificos. Los auto-anticuerpos y los complejos inmunes se

depositan en varios 6rganos causando el dafio que se sabe de estas enfermedades.”®
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Figura 1. Mecanismo propuesto para la etiopatogénesis del LES. En circunstancias normales, las células apoptdticas son
aclaradas por los macréfagos. Asi, la presentacion de los antigenos a las células T no ocurre. En el LES, las células
apoptéticas, no son aclaradas correctamente por los macréfagos y las células dendriticas asi como las células B
especificas para ADN son dirigidas al contacto con los antigenos derivados de las células moribundas. Los antigenos
son presentados a las células T, dando como resultado inflamacion y desarrollo de la respuesta inmune.?

Manifestaciones clinicas

Desde el punto de vista clinico, el LES es pleomérfico; habitualmente no hay un patrén clinico
especifico y para establecer el diagnéstico se requiere la participacion de estudios
complementarios. Las manifestaciones clinicas son muy variadas y pueden presentarse casi todas
en un solo paciente, en los diferentes aparatos y sistemas; algunas requieren interrogatorio y
exploracion intencionados como son la alopecia, el fenomeno de Raynaud, la foto-sensibilidad, las

Ulceras orales, las adenopatias, etc.

Frecuentemente presentes y muy acentuadas estan la fiebre, la pérdida de peso, la astenia o
debilidad y la fatiga. La fiebre se presenta en 41 a 86% de los casos en diferentes series de nifios

y adultos, sin diferencia entre ambos.

Las manifestaciones musculo-esqueléticas son de las mas frecuentes, principalmente al inicio del
padecimiento; pueden ser muy semejantes a las descritas en artritis reumatoide y ocasionalmente

también pueden ser destructivas.

Las manifestaciones cutaneas son las que de hecho, inicialmente, caracterizaron al LES; incluso

fueron la causa del nombre descriptivo de este padecimiento. Muy caracteristico es el eritema
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malar o en forma de alas de mariposa, sin embargo, las expresiones clinicas cutdneas son tan
numerosas y variadas que se emplea una clasificacion especial, llamada clasificacion de Guillian

gue puede ser de mucha ayuda en el diagnéstico y clasificacién del subtipo de LES.

La afeccion renal o “nefropatia lupica” se presenta con frecuencia y es muy importante para el
prondstico del paciente. Su incidencia oscila de 31 a 53% ante la presencia, cuando menos, de

alteraciones como proteinuria y sedimento urinario.

El grado de dafio renal es importante para decidir la magnitud del tratamiento, el cual, es muy
variado y depende también de la valoracion particular de los datos clinicos y de laboratorio de cada
paciente. Es de mucha ayuda la biopsia renal, con estudios de Inmunofluorescencia y microscopia

electronica.

Existen también, manifestaciones neuropsiquiatras, cardiovasculares, pulmonares, hematolégicas,
gastrointestinales y hepaticas, todas con variaciones y diferentes implicaciones para el curso de la
enfermedad, algunas de ellas pueden ser coincidentes o0 secundarias a tratamientos o por

circunstancias emocionales relacionadas con el padecimiento crénico.®
Diagnoéstico

Se basa en los criterios de la Sociedad Americana de Reumatologia, con bases clinicas y de
laboratorio, pero son muy importantes los estudios de gabinete e histopatolégicos. La enorme
variedad de posibles manifestaciones clinicas hace dificil el poder emitir un diagndstico; sélo en
una minoria de casos el cuadro clinico es sugestivo de LES, y aldn asi se requieren estudios
complementarios para confirmarlo y es necesario precisar la afectacion en los diferentes aparatos

y sistemas para tener un prondstico y decidir el tratamiento.

La dificultad clinica para establecer el diagnostico hace ver la importancia de los estudios de
laboratorio, tanto los generales de los diferentes campos como los inmunitarios. Estos ultimos se
pueden considerar como inespecificos y especificos. Los estudios inmunitarios inespecificos son
los que pueden detectar la presencia de enfermedad auto-inmunitaria, pero no son de alto valor
diagndstico, aunque a veces sugieren la entidad como LES. Los estudios inmunitarios especificos
son de alto valor diagndstico, siempre sobre el contexto del cuadro clinico. Los estudios
inmunitarios inespecificos principales son anticuerpos antinucleares, complemento sérico,
anticuerpos contra IgG factor reumatoide, cuantificacion de inmunoglobulinas G, M, A y E,
cuantificacion de proteina C reactiva (PCR) y cuantificacion de complejos inmunitarios circulantes.

Cuando se tienen anticuerpos antinucleares positivos, complemento bajo, factor reumatoide
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positivo, inmunoglobulinas G, M, A o E, PCR y complejos inmunitarios elevados, esto apoya la

posibilidad de enfermedad auto-inmunitaria, haciendo mas factible el diagnostico de LES.

Los estudios inmunitarios especificos son muy importantes en LES y los principales son los
anticuerpos anti-ADN de doble cadena o nativo, anti-Sm, anti-Ro, anti-La, anti-RNP, anti-
cardiolipina y anti-p, 2-glicoproteina I. Se mencionan también, los anticuerpos contra citoplasma de

neutréfilos.> ®
Pronéstico

El prondstico de LES ha mejorado en los ultimos 50 afios para calidad de vida, grados de invalidez
y mortalidad. Considerando la mortalidad, en 1953 se cuantificaba como sobrevida a los 5 afios y

era de 50%, en 1979, la sobrevida a 5 afios era de 88% en los Estados Unidos de América.

En México, en el afio 2001 se determind la sobrevida de 101 pacientes pediatricos: a 5 afios de
85% y a 10 afios de 82%. Se encontrd asociacion de mortalidad con afeccion renal, del sistema

nervioso y el empleo de corticosteroides.®

Anticuerpos anti-ADNn

Los anticuerpos anti-ADN fueron descritos en 1957; forman parte del repertorio de anticuerpos
antinucleares, pueden reaccionar con ADN de una sola cadena o desnaturalizado (ADNd o
ADNSss), ADN de doble cadena o nativo (ADNn o ADNds) o con ambos. Pueden ser del tipo IgM o

alguna de las subclases de la IgG.°

Los anticuerpos anti-ADN, son de importancia central en nuestro entendimiento de un mecanismo

por el cual los anticuerpos pueden estar relacionados con la patogénesis del LES.*°

Estudios al respecto, comparando niveles de anti-ADN con sintomas clinicos han mostrado que
titulos altos de anticuerpo correlacionan estrechamente con el agravamiento o progresion de los

sintomas.'® !

Hacia finales de la década de 1950 y comienzos de 1960, se aplico la técnica de IFI para el
andlisis de anticuerpos anti-ADN en el LES. Dixon y sus asociados (1958-1961) descubrieron paso
a paso los eventos patogénicos de la glomerulonefritis y vasculitis en modelos experimentales de
la enfermedad del suero. Cuando analizaron muestras de pacientes con LES, por IFI, encontraron
depositos de gammaglobulina en las asas de capilares glomerulares de rifiones enfermos y en los

vasos lesionados de otros 6rganos. Adicionalmente Lachmann (1962) mostré la presencia de C3
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junto a depdsitos de gammaglobulina; sugiriendo los mecanismos mediados por complejos

inmunes importantes en la lesion tisular en el LES.

Sin embargo, es necesario pensar en términos inmunolégicos. Titulos persistentemente altos de
anticuerpos no siempre se relacionan con depoésitos de complejos inmunes, particularmente si
circulan anticuerpos en ausencia de antigeno. Bajos titulos de anticuerpos anti-ADN, pueden ser
de gran significancia si son debidos a la remocion de anticuerpos por formacién de complejos

antigeno-anticuerpo y no como resultado de disminucién en la produccién.®

En general, cuando estas pruebas para anti-ADN de doble cadena son realizadas a intervalos
regulares, independientemente de los sintomas, el aumento de los titulos sugiere que el riesgo de
exacerbacion de la enfermedad estad aumentado por un factor de aproximadamente 2 a 3 en los
subsecuentes 3 a 4 meses, mientras que un aumento abrupto es usualmente seguido de
exacerbacion en unas pocas semanas. Exacerbaciones de glomerulonefritis, vasculitis, 0 ambas,
son las manifestaciones clinicas més frecuentes de estas elevaciones de titulos anti-ADN de doble

cadena.®°

Es importante mencionar que la presencia de estos anticuerpos se considera como una de las tres
alteraciones inmunoldgicas (las otras alteraciones inmunoldgicas son anticuerpos anti-Sm y
anticuerpos anti-fosfolipido) dentro de los criterios de clasificacion utilizados por el Colegio
Americano de Reumatologia, recordando que un paciente con cuatro de estos 11 criterios puede
ser clasificado como un paciente con LES con aproximadamente 95% de especificidad y 85% de

sensibilidad.*

Tipos de anticuerpos anti-ADN

Los tres subgrupos de anticuerpos anti-ADN son:

1. Anticuerpos anti-ADN de doble cadena o bicatenarios sin reaccion cruzada con el ADN
monocatenario, que reconocen epitopes conformacionales en la doble hélice del ADN.

Raros en pacientes con LES.

2. Anticuerpos anti-ADN de doble cadena con reaccion cruzada con el ADN de cadena
sencilla o anticuerpos anti-ADN nativo dirigidos contra los grupos fosfato desoxirribosa.

Presentes en pacientes con LES.

3. Anticuerpos anti-ADN de cadena simple sin reaccion cruzada con el ADN bicatenario, que
reacciona con bases, mononucledsidos y mononucleétidos. Inespecificos, no tienen utilidad

diagnostica.’®
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Gran parte de la poblacién normal tiene anticuerpos IgM que reaccionan con el ADNd, los cuales,
forman parte de los anticuerpos naturales y tienen baja afinidad por el ADN y otros antigenos
propios, tales como tiroglobulina y miosina.

En cambio, los anticuerpos IgG reaccionan con ADNN, tienen menor prevalencia en la poblacién

normal, asi como alta afinidad y poca reaccién cruzada con otros antigenos.

Se sabe que los anticuerpos de tipo IgG fijadores de complemento, poseen valor diagndéstico en
aguellos pacientes que se sospecha padecen LES, ya que su presencia frecuentemente se
relaciona con la actividad de la enfermedad vy el riesgo de glomerulonefritis. Sin embargo, se ha
mencionado que algunos anticuerpos de tipo IgM que reaccionan con ADNd probablemente
también pueden causar dafio renal. Otras caracteristicas que influyen en la patogenicidad de los
anticuerpos anti-ADN, incluyen su capacidad para fijar complemento, su afinidad por el ADN, la
carga del anticuerpo o del complejo inmune que lo contiene y la secuencia de aminoacidos de las

proteinas asociadas.™

En cuanto a la forma del ADN de doble cadena; éste se encuentra en forma de hélice,
principalmente con plegamiento hacia la derecha, llamada forma B; también se puede encontrar
con plegamiento a la izquierda, llamada forma Z. Algunos pacientes con LES tienen anticuerpos
contra ambas formas, mientras otros, tienen anticuerpos que reaccionan preferentemente con la

forma Z.°
Origen de los anticuerpos anti-ADNnN

Varios mecanismos pueden conducir a la formacion de anticuerpos anti-ADN. Como ya se
menciond, algunos de estos anticuerpos forman parte del repertorio normal de auto-anticuerpos
naturales. Sin embargo, estos anticuerpos naturales pueden sufrir un cambio de isotipo (de IgM a
IgG) lo cual aumenta su potencial patogénico. Ademas, ciertas mutaciones en los genes que
codifican para las inmunoglobulinas pueden conducir a la produccion de anticuerpos IgG de alta
afinidad contra ADN.

Otra forma en que se han inducido anticuerpos anti-ADN, ha sido en ratones. Por ejemplo, si se les
inyecta con ciertas sustancias quimicas, como pristano, por estimulacion con antigenos, tales
como ADN bacterial, fosfolipidos de pared celular de bacterias y virus o por estimulacion con
complejos de ADN vy proteinas. Estos anticuerpos inducidos, pueden depositarse en los

glomérulos, donde el dafio puede o no puede darse.

Los anticuerpos anti-ADN patogénicos, se pueden inducir mas rapidamente, por la inmunizacién

de animales con complejos ADN-proteina. Los antigenos que inician la formacion de anticuerpos
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anti-ADN potencialmente patogénicos pueden ser: la cromatina o nucleosomas. La evidencia del
papel central de la cromatina y los nucleosomas incluyen la presencia de anticuerpos a estas
sustancias en el suero de pacientes con LES. Estos nucleosomas, podrian activar a los linfocitos T
cooperadores de pacientes con LES, los cuales ayudarian a los linfocitos B a producir anticuerpos
anti-ADN de tipo IgG.

La capacidad para formar anticuerpos a cromatina, nucleosomas y ADN depende, en parte, de la
predisposicién genética. Por ejemplo, en los humanos, una region del cromosoma 1, puede
contener un gen o genes portadores de la predisposicién para la produccién de anticuerpos anti-
cromatina y predisponer el LES.

También los complejos ADN-proteina, ARN-proteina, pueden inducir la formacién de anticuerpos a
ADN. EIl proceso por el cual la respuesta de los linfocitos T o B a un antigeno, se extiende, para
volverse reactivos a antigenos adicionales, depende de la degeneraciéon de los receptores
antigénicos de la célula T de tal forma que un solo receptor se une a mas de un péptido del
complejo HLA. El aumento de la reactividad también depende de la extension en un determinante;
en el cual, las poblaciones de células B o T con diferentes receptores reconocen regiones
adicionales en el antigeno iniciador de la respuesta inmune. Estos dos procesos ocurren en las
células T humanas in vitro, por lo tanto, las células T o B, inicialmente activadas por un solo

antigeno, eventualmente responden a multiples antigenos propios y no propios.®

A través de estos mecanismos, varias exposiciones a antigenos virales, bacterianos o quimicos y a
antigenos propios (especialmente complejos acido nucleico-proteina) es que se puede producir la
formacion de anticuerpos anti-ADN. En las personas genéticamente predispuestas a LES, algunos
de los anticuerpos anti-ADN son patogénicos y si la capacidad de regulacion de la produccion de
tales anticuerpos, es defectuosa, la enfermedad se manifiesta. Pero, ¢Cémo los complejos ADN-
proteina y ARN-proteina, que debieran ser tolerados por el sistema inmune, pueden volverse
inmunogénicos? En células humanas puestas en estrés por ciertas vias, por ejemplo, exposicién
de queratinocitos a luz ultravioleta, la apoptosis ocurre y las particulas del nacleo y citoplasma son
empaquetados en una especie de vesiculas de la membrana celular. Algunas de estas vesiculas,
contienen complejos ARN-proteina, tales como el antigeno Ro (SSA). Quiza el sistema inmune
puede reaccionar a estos antigenos cuando son presentados de esta manera o bien, pueden tener
lugar los procesos ya descritos en el apartado 2.2.2 del presente marco tedrico, donde se habla del
rol de la apoptosis en los procesos autoinmunes, basicamente, del LES. Cabe mencionar que
también los nucleosomas liberados de células moribundas podrian estimular la produccion de

anticuerpos a ADN." % ?
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Figura 2.0rigen de los anticuerpos anti-ADN. En el cuadro A se muestra un respuesta inmune normal, con células B que
secretan anticuerpos IgM de baja afinidad por al ADN, con poca o ninguna participacion de las células T. En el cuadro B
se muestra la activacion del sistema inmune por un antigeno propio y un antigeno ambiental (bacteria). Estos antigenos
son captados por las células presentadoras de antigeno o se unen a anticuerpos presentes en la superficie de las células
B. Tanto las células presentadoras de antigeno, como las células B procesan los antigenos hacia péptidos y los
presentan a las células T con participacion del sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA). Tales péptidos,
también son presentados a través de las inmunoglobulinas de superficie de las células B. Posteriormente, por union de
receptores entre las células presentadoras de antigeno y células B con receptores en las células T, éstas Ultimas, se
activan; se liberan citocinas y por contacto con las células B, estas células T cooperadoras, causan que las células B
secreten anticuerpos IgG de alta afinidad por el ADN haciendo probable que se presenta la enfermedad autoinmune.
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Participacion de los anticuerpos anti-ADN en la patogénesis del LES

Varios mecanismos han sido sugeridos para explicar la participacion de los anticuerpos anti-ADN

en la patogénesis del LES:

Algunos anticuerpos anti-ADN, causan glomerulonefritis por formacion de complejos con el ADN,
los cuales son atrapados en los glomérulos, mientras que otros causan glomerulonefritis por
ataque directo a las estructuras glomerulares. Los anticuerpos anti-ADN han sido eluidos de los
glomérulos enfermos y otros tejidos en algunos pacientes con LES, lo que sugiere que estos
anticuerpos son causantes del dafio tisular. En varios estudios se ha visto que titulos elevados de
anticuerpos anti-ADNn en el suero, correlacionan con la presencia de LES activo y especialmente
con glomerulonefritis. Las muestras de suero de pacientes con glomerulonefritis lUpica (y también
las de algunos sin nefritis) contienen inmunoglobulinas que se unen a extractos de membrana
basal glomerular humana. El tratamiento de estos extractos con DNAsa disminuye mucho esta
actividad, lo cual sugiere que los anticuerpos anti-ADN causan nefritis por unirse al ADN situado en

componentes de la membrana basal glomerular.

No esta claro que caracteristicas distinguen los anticuerpos anti-ADN patogénicos de los no
patogénicos. La fijacion del complemento parece ser esencial para causar el dafo; asi, laIgGly la
IgG3, las cuales fijan complemento, estdn aumentadas en los anticuerpos patogénicos. Sin
embargo, los anticuerpos 1gG2, asi como IgG1, IgG3 y anticuerpos IgM a ADN se han encontrado

en lesiones glomerulares de pacientes con glomerulonefritis.

Por otro lado, se ha sugerido que una disminucidn en la capacidad de las células del linaje de los
monocitos-macréfagos para captar o fagocitar complejos inmunes que contienen IgG1l, 1gG2 o
IlgG3 predispone nefritis. La carga catidnica de un anticuerpo, da ventaja patogénica,
probablemente porque el anticuerpo se une a las moléculas cargadas negativamente en la
membrana basal glomerular. La alta afinidad hacia el ADN también probablemente da ventajas
patogénicas a un anticuerpo, al menos, para inducir glomerulonefritis. Las inmunoglobulinas
depositadas en lesiones causadas por lupus, son ricas en idiotipos que estan comdnmente
presentes en anticuerpos anti-ADN; estos idiotipos pueden servir como marcadores de anticuerpos

patogénicos.

La capacidad de los anticuerpos anti-ADN para unirse a otros antigenos en la membrana basal
glomerular (tales como Clg o nucleosomas unidos al colageno tipo IV, por ejemplo) o
componentes del tejido glomerular o paredes venosas puede ser un determinante de
patogenicidad. Los anticuerpos anti-ADN gque se unen a nucleosomas parecen ser particularmente

patogénicos, porque pueden unirse al heparan sulfato (proteoglucano que se encuentra asociado a
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la superficie celular y a la matriz extracelular de una amplia variedad de células y tejidos) y pueden

unirse a nucleosomas atrapados en el colageno tipo IV en la membrana basal glomerular.

La unién de inmunoglobulinas del suero de pacientes con LES a extractos de membrana basal

glomerular se inhibe mas efectivamente por nucleosomas que por ADN-libre de proteina.

De esta manera, se puede ver que hay varios mecanismos por los cuales los anticuerpos anti-ADN

pueden dafiar los glomérulos y probablemente otros tejidos también.®

i Circulating immune
cnmp axes

%“f

Endathelial

Arteriolar cell

lurmen

Pathogenic

antibodies to DNA

o /N, A
A

antibodies to DMNA

Renal
? tul‘.iule uf%
et
el L.

Cell damage? Cell death
I |

v

Renal tubular injury

1
1
. b A=Y
.-I y = '’ || = || E o
H_-Eas_m'nant i
membranes__- m FEN por o i
o = T e S 1 '
A e A b
e s _— oo —_
Hepamn
| b sulfate
Urinary . D, ;
IREDEE] Chromatin or Larninin
E Flitl'lﬂ ||a| | nucleosomes |
call
: )
Glomerulonaphritis Glomerulanaphritis
C ) Figura 3. Tres mecanismos por los cuales los
Pathogenic

anticuerpos anti-ADN pueden causar dafio. En el
cuadro a se muestra la union de los complejos
inmunes circulantes en la membrana basal
glomerular. El cuadro B muestra la union directa
de los anticuerpos anti-ADN patogénicos a los
componentes de la membrana basal glomerular.
El cuadro C muestra el dafio a las células vivas
por la unién de anticuerpos anti-ADN a su
superficie o incluso dentro de la célula, en el

nucleo.®

Tinciones atipicas de anticuerpos anti ADNn en pacientes con LES

Pdgina 16



Métodos de andlisis para anticuerpos anti-ADNn

Los anticuerpos anti-ADNn son el marcador diagnéstico del LES; del 75 al 95% de los pacientes
sin tratamiento y con actividad de la enfermedad, producen estos anticuerpos. Ademas, son reflejo
de la actividad de la enfermedad, sirven para predecir situaciones de exacerbacién y son

adecuados para el monitoreo de la misma.

Varias técnicas se han desarrollado para medir anticuerpos anti-ADNN; las primeras de ellas, como
la precipitacion, la hemaglutinacion y la fijacion de complemento, hoy han quedado en desuso,
debido a su poca sensibilidad.*® Un repaso de estos métodos se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Métodos para la deteccion de anticuerpos anti-ADNn.**

Método Resumen

Precipitacién Se lleva a cabo por doble difusion en gel de agarosa diluida o por
contrainmunoelectroforesis. El primer método es de escasa sensibilidad y no es
cuantitativo, el segundo, es sensible pero los resultados que se obtienen
difieren bastante de los obtenidos por otros métodos.

Hemaglutinacion EI ADN se adsorbe sobre eritrocitos tratados con formalina. EI método es
pasiva sensible pero requiere que los eritrocitos cubiertos sean preparados

recientemente; ademas presenta mucha variabilidad interensayo.

Fijacién de Tiene importancia, desde que se sabe que los anticuerpos fijadores de
complemento complemento que se encuentran en el suero de los pacientes, pueden
correlacionar con el desarrollo de nefritis lipica. Sin embargo, no todos los

anticuerpos anti-ADNnN son fijadores de complemento.

Actualmente, los ensayos méas ampliamente usados son la Inmunofluorescencia indirecta (IFl),
Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA) y Radioinmunoensayo (RIA). Se sabe ademas
de nuevas técnicas como la de microarreglos, que aporta datos acerca de la patogénesis de la

enfermedad autoinmune.®

Un aspecto importante de todas estas técnicas, es saber las variantes metodolégicas de cada una
de ellas, asi como la sensibilidad y especificidad de las mismas, con el objetivo de elegir la o las
técnicas mas adecuadas para el andlisis del anticuerpo asi como mejorar la interpretacion de los

resultados que proporcione el laboratorio.*® **
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Radioinmunoensayo (RIA)

El ensayo de Farr se basa en la precipitacién con sulfato de amonio para separar los complejos
ADN/anti-ADN del ADN radiomarcado pero libre en una fase liquida. Este ensayo detecta
principalmente anticuerpos de alta afinidad a ADNn, sin distincién de isotipos 1gG, IgM. Los

complejos ADN/anti-ADN de baja afinidad se disocian debido a la alta concentraciéon de sal.

La eleccion del antigeno es critica; el ADN utilizado debe ser mayor de 10° pero menor de 10’
kDalton, de doble cadena y con determinantes antigénicos distribuidos a lo largo de la molécula de
ADN.

El ADN circular de doble cadena proveniente de bacteriéfago o plasmido y que es faciimente
marcado con *?°| después de su extraccion, es el preferido para este ensayo. Los niveles de anti-

ADN se expresan en IU/mL con base en un estandar de la Organizacién Mundial de la Salud.

El ensayo de Farr no esta libre de falsos positivos que pueden deberse a la precipitacion de
proteinas como ADNd, protamina y heparan sulfato, entre otras.

Esta prueba se considera el “estandar de oro” para los clinicos, hasta el punto de ser el ensayo
mas especifico para el diagnéstico de LES y su discriminacién de entre otras enfermedades
autoinmunes pero con el riesgo de estar perdiendo detecciones de LES con anticuerpos de baja

afinidad.

En cuanto a la correlacién del nivel de anticuerpos con la exacerbacion de la enfermedad, hay
controversias que sugieren que otros anticuerpos podrian estar participando en la nefritis IUpica,

como anti-nucleosomas, anti-ADNn IgM o anti-histonas.

A pesar de todo, la técnica de Farr no es muy preferida ya que el requerimiento de recursos que
genera su implementacion, como un &rea especial para su desarrollo, la utilizacion de sustancias
radiactivas con lo que esto conlleva y su alto costo hacen preferibles otras técnicas dependiendo

de las capacidades de cada laboratorio.*® **

Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA)

Los ensayos por ELISA se han vuelto los méas utilizados en el laboratorio de rutina; tiene
sensibilidad y detecta anticuerpos de baja y alta afinidad, principalmente del isotipo IgG pero
potencialmente de los isoptipos IgM o IgA. Los resultados estdn estandarizados en U/mL
calibrados con el estandar de referencia internacional de la Organizacion Mundial de la Salud,

ademas de que el ensayo puede realizarse de manera automatizada.™
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En el ELISA, basicamente, se utilizan las propiedades cataliticas de las enzimas para detectar y
cuantificar las reacciones inmunoldgicas. Su capacidad de amplificacion hace posible detectar la
presencia de una pequefia cantidad de enzima y, como consecuencia, de pequefas cantidades de
los complejos formados. La técnica consiste en fijar el antigeno en placas de poliestireno e
incubarlo primero con el suero del paciente; después, con una anti-inmunoglobulina humana
marcada con una enzima,; posteriormente, se aflade el cromdégeno-sustrato adecuado y por ultimo,
se detiene la reaccion por medio de una solucién de paro. La reaccién se cuantifica con un lector
de ELISA.*

La realizacion de diferentes estudios, ha dejado ver que hay discrepancias entre los mismos,
haciendo notar la posible causa de los resultados discordantes. Las principales dificultades podrian
explicarse por: 1) la fuente de obtencion del antigeno, en este caso, si el ADNn se obtiene de timo
de ternera, de células eucariotas, de bacterias o bacteriéfagos o si se fabrica de manera sintética;
2) diferencias en el tamafio y presentacion conformacional del epitope a reaccionar, alteracion de
la antigenicidad del ADN que pudiese haber ocurrido durante la fijacion del antigeno a la fase
sélida, rearreglos conformacionales del ADN, lo cual podria limitar la interaccién con el anticuerpo,
3) Sustancias utilizadas como bloqueadorestales como protamina, poli-L-lisina, BSA metilada,
pueden provocar la unién de anticuerpos no dirigidos a ADNn; 4) la posible contaminacién con
ADNd provocaria una sobreestimacion de anticuerpos a ADNn, lo cual conduce al reporte de
resultados falsos positivos, 5) diferentes caracteristicas y valores de corte dificultan la
estandarizacién inter e intra-laboratorio. Sin embargo, cierto nimero de estudios estan de acuerdo
en que la correlacién existe de manera general entre los resultados de diferentes ensayos
aplicados a poblaciones y que la discrepancia se presenta en casos particulares de pacientes y
que hay gran correlacién entre diferentes ensayos, cuando éstos son aplicados a poblaciones de
pacientes con LES. Una alternativa al ELISA clasico, es usando ADN biotinilado en una fase
liquida y recubriendo via estreptavidina las placas. Esta metodologia, conserva mejor la estructura

nativa del antigeno y reduce los cambios conformacionales.*® **

Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) con Crithidia luciliae

Esta es una técnica que utiliza al parasito Crithidia luciliae para su desarrollo. Este protozoo,
contiene ADN circular en forma de hélice contenido dentro del mitocondrion gigante desplazado
hacia uno de sus polos, llamado cinetoplasto (ver Anexo 1). Como la crithidia es un organismo
procariota, de nucleo pobremente organizado y carente de membrana nuclear, es un sustrato
inadecuado para la deteccion de los anticuerpos antinucleares en su totalidad. Por lo tanto, los
anticuerpos anti-ADNn presentes en el suero del paciente reaccionardn Unicamente con el

cinetoplasto. *"*® La técnica fue descrita inicialmente por Aarden en el afio de 1975 y ha probado
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ser de gran ayuda tanto diagnostica, como para el seguimiento de la enfermedad. Aunque ha
habido reportes que hablan de que la supuesta presencia de histonas en el cinetoplasto y la
presencia de complejos de IgG lipoproteinas en la muestra, pudieran dar resultados falsos
positivos, es una técnica que conjuntamente ofrece buena sensibilidad y alta especificidad
diagnéstica, motivo por el cual es uno de los métodos preferidos. Este ensayo, es especifico para
anticuerpos anti-ADNn desde moderada hasta alta afinidad, que permite ensayar isotipos y
proporciona resultados confiables, siempre y cuando la técnica se realice siguiendo las buenas

practicas del laboratorio.'® '3

Cabe resaltar que la tincion caracteristica de anticuerpos anti-ADNn, se observa como una tincion
anular o total del cinetoplasto y que la tincion de otras estructuras tales como el nucleo, flagelo,
citoplasma, corpusculo basal o membrana de la crithidia no se deben considerar en la

interpretacion, ya que esto conduce a la emision de resultados falsos positivos.™® %

En cuanto a la técnica, ésta se desarrolla de forma manual. Primero, las muestras se incuban con
un sustrato de antigenos y posteriormente se lavan para eliminar los anticuerpos que no han
reaccionado. El sustrato se incuba con un segundo anticuerpo especifico marcado con
fluoresceina y posteriormente se lava para eliminar el reactivo que no se ha enlazado. Cuando se
observan a través de un microscopio de fluorescencia, las muestras positivas para auto-
anticuerpos mostraran una fluorescencia de color verde manzana en las areas de la célula donde

se ha enlazado el auto-anticuerpo.?

Fundamentos de Fluorescencia
La fluorescencia es el resultado de un proceso en tres etapas que ocurre en algunas moléculas:

1°. Excitacién: Se entrega un fotén de energia por una fuente externa a un fluoréforo que

absorbe, pasando a un estado electrénico excitado S;'.

2°. Duracién del estado excitado: Existe por un periodo de tiempo finito (tipicamente 1-10 x 10
segundos), sufre cambios conformacionales y puede interaccionar con su ambiente molecular.
Consecuencias: La energia de S;’ es parcialmente disipada produciendo un estado excitado
relajado desde el que se emite la fluorescencia; no todas las moléculas inicialmente excitadas del

estado 1 vuelven al estado S, por fluorescencia, existen otros procesos.

3°. Emisién de fluorescencia: un fotdn se emite, lo que permite el retorno al fluoréforo al nivel S,.

A causa de la disipacion de energia durante el estado excitado, la energia de este fotdon es menor.
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Figura 4. Representacion del fenémeno de fluorescencia

Fluoréforos

Generalmente, son compuestos heterociclicos o hidrocarbonos poli-aroméaticos con varios niveles
a los cuales pueden ser excitados; y que debido a que son moléculas rigidas, en el retorno a su

nivel de energia mas bajo, al no rotar, no emiten calor y si luz.
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e
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Figura 5. Isotiocianato de fluoresceina

Cada fluorocromo tiene un espectro de emision y excitacion caracteristicos; si se utilizan dos con
el mismo espectro de excitacion pero distinto espectro de emisién, se pueden medir dos

caracteristicas al mismo tiempo (fluorescencia de dos colores).*

Tinciones atipicas de anticuerpos anti ADNn en pacientes con LES Pigina 21



Microscopia de fluorescencia

La luz de una fuente de longitud de onda multiple se mueve a través de un filtro excitador que solo
permite que pase la radiacion excitada de la longitud de onda deseada. Esta radiacion es reflejada
por el filtro dicromatico y enfocada por la lente del objetivo sobre la muestra, las moléculas
fluorescentes de la muestra se excitan y emiten luz (por fluorescencia) de una longitud de onda
especifica y mayor. Esta luz es enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa a través del filtro
dicromatico y no se refleja. Un filtro de barrera final bloquea toda la luz residual con la Ofrecuencia

de la radiacion de excitacion.?

Fuente luminosa: coincidente con espectro de absorcion del fluorocromo. Que no llegue al ocular

(UV perjudica la retina) Luz monocromatica o no.
Filtro excitador: Transparente a A cortas bloqgueando A mas largas.

Filtro de barrera: Transparente a A largas bloqueando A cortas. Se coloca entre el objeto y el

observador.?
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Figura 6. Representacion de la microscopia de fluorescencia

Inmunofluorescencia

Consiste en conjugar colorantes fluorescentes con anticuerpos, exponiendo después este
conjugado a los anticuerpos o antigenos correspondientes en cortes de tejidos, frote de
microorganismos o de células, o cultivo de tejidos en capa Unica. Cuando la reaccion es positiva y
se expone a la luz ultravioleta se producird fluorescencia observable bajo el microscopio de

inmunofluorescencia.?
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las técnicas mas utilizadas para el diagnéstico de enfermedades autoinmunes es la
Inmunofluorescencia indirecta, cuyo objetivo es la deteccion del anticuerpo presente en el suero
del paciente cuando éste tiene la enfermedad. Es una técnica relativamente sencilla donde la
etapa final y de mayor importancia es la interpretacion de la fluorescencia, la cual se basa en
criterios establecidos para traducir la fluorescencia observada como un resultado positivo o
negativo. Sin embargo, hay tinciones que podrian considerarse como atipicas, ya que no se
observa en ellas la tincidn caracteristica del cinetoplasto para un resultado positivo, pero que
muestran cierta tincibn que hace pensar en el posible reconocimiento del antigeno de interés.
Hasta ahora, sélo se ha encontrado informacion de tinciones atipicas de anticuerpos anti-ADNn,
localizada en ciertas estructuras del parésito Crithidia luciliae, como el flagelo, el citoplasma o el
cuerpo basal y que se ha asociado més bien, a reacciones cruzadas con Trypanosoma cruzi y
Leishmania spp., pero no con anticuerpos anti-ADNN.

Se sabe que el estandar de oro para la prueba de anticuerpos anti-ADNn, es el RIA, pero las
implicaciones que conlleva la aplicacion de un método radiactivo, hace imposible su utilizacién en
el laboratorio. Por otro lado, el ELISA ha proporcionado buenos resultados y elimina la subjetividad
del observador. Por lo tanto, se propone utilizar el método de ELISA en aquellas pruebas con
resultados atipicos a fin de establecer si hay o no positividad en ellas y a través de un estudio
estadistico de concordancia entre métodos, valorar si los criterios de interpretacion de la
fluorescencia que se utilizan actualmente son adecuados o requieren complementarse con la
informacion que se obtenga de este estudio. Ademas, se propone buscar la correlacion entre la
deteccion de anticuerpos y la presencia de datos de actividad de la enfermedad y de esta manera

dar mayor soporte al estudio propuesto.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

R/

« Determinar si los criterios de interpretacion de la fluorescencia utilizados actualmente en IFI
pueden aplicarse en los casos donde se observan tinciones atipicas para la prueba de
anticuerpos anti-ADNn, por medio de un estudio estadistico de concordancia entre IFl y
ELISA en un grupo de muestras de pacientes pediatricos con LES, que mostraron este tipo

de tinciones.

Objetivos particulares:

% Analizar por ELISA un grupo de 50 muestras que por IFI mostraron tinciones atipicas y

determinar el grado de concordancia entre ambos métodos.

% Buscar la correlacion entre la presencia de anticuerpos anti-ADNn y el dafio renal a través

de la informacion del cuadro clinico del paciente en el momento del andlisis.

% Con la informacién obtenida, analizar y revisar los criterios actuales de interpretacion de la

tincién fluorescente.
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HIPOTESIS

Siendo la IFI el método de eleccidn para la determinacion de anticuerpos anti-ADNn y el ELISA un

método cuantitativo que elimina la subjetividad del observador; se podra hacer, en el caso de

tinciones atipicas, una revision de los criterios de interpretacion de la fluorescencia por medio de

un estudio estadistico, en el cual, se espera un alto grado de concordancia entre IFl y ELISA.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tivo de estudio:

Transversal, prospectivo, observacional y descriptivo.

Poblacion de estudio:

Pacientes pediatricos que acuden al Instituto Nacional de Pediatria con diagnostico presuntivo o
confirmado de LES, a quienes se les solicita la prueba de anticuerpos anti-ADNn, ya sea para

diagndstico o seguimiento de la enfermedad.

Criterios de inclusion:

Muestras que llegan al laboratorio de Inmunologia y Alergia del Instituto Nacional de Pediatria con
solicitud de anticuerpos anti-ADNn y que ademas cumplen con los requisitos establecidos por el

laboratorio para la recepcién de muestras:
v" En cantidad suficiente.
v' En el contenedor adecuado (tubo de ensaye sin anticoagulante).
v" En el horario de recepciéon de muestras.

v Con la solicitud del estudio.

Criterios de exclusion:

Todas las muestras que no cumplan con los criterios de inclusién y/o que presenten alguna de las

siguientes circunstancias:
v" Muestras con un alto grado de hemadlisis, lipemia o ictericia.

v" Muestras que hayan sido descongeladas mas de una vez.

Criterios de eliminacion:

Toda muestra que durante su resguardo haya perdido las condiciones de preservacion, por alguna

de las causas siguientes:

Tinciones atipicas de anticuerpos anti ADNn en pacientes con LES Pigina 26




v" Muestras que no sean almacenadas bajo las condiciones especificadas.
v" Ruptura del tubo contenedor.
v" Ruptura del cierre hermético con la posible contaminacion de la muestra.

v' Descongelacion de la muestra sin ser analizada.

Variable a medir:

Interpretacién de la fluorescencia obtenida en la determinacion de anticuerpos anti-ADNN.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales:

v

S N N N N N Y VRN

<\

v

Material de venopuncién Vacutainer® para la toma de muestras (Con tubos de 13X100 sin
aditivos, con tapén de cierre hermético y con sistema de vacio para ser utilizados con el

sistema Vacutainer®).

Toallitas con alcohol isopropilico al 70% de BectonDickinson®, S. A.
Tubos de ensaye de vidrio de 13X100 marca Pyrex®.

Papel parafilm “M” American National Can®.

Tinas de Coplin de 100mL marca Pyrex®.

Pipetas Pasteur Costar® de 5 pulgadas.

Pipetas automaticas Finnpipette® de 5-40, 40-200 y 200-1000 pL.
Puntas azules para pipeta automatica.

Puntas amarillas para pipeta automatica.

Agua destilada.

Kit de Euroimmun® para la determinacién de anticuerpos anti-ADNn con Crithidia luciliae

por Inmunofluorescencia.

Kit de Euroimmun® para la determinacién de anticuerpos anti-ADNn por ELISA.

Equipos:

v

v

v

Microscopio de fluorescencia Eurostar Il de Euroimmun®.

Equipo automatizado Analyser I® para la determinacién de ELISA.
Ultra congelador REVCO® de -70° C.

Congelador American® de -20° C.

Centrifuga GS-GKR Beckman®.

Mezclador Vortex Shelton Scientific®.
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v

v

Placa de agitacion Solbat®.

Agitadores magnéticos de aproximadamente 4 cm y 1 cm de longitud.

Métodos:

Recoleccién de muestra, procesamiento y conservacion.

1.

10.

11.

12.

13.

Recibir las muestras que llegan al laboratorio para andlisis de anticuerpos anti-ADNn y que

cumplen con los criterios de inclusion establecidos.

Dejar coagular las muestras por espacio aproximado de 30 minutos (min.) a temperatura
ambiente y en posicion vertical. Los tubos deberan conservar su cierre hermético durante

este proceso y en el de centrifugacion.

Centrifugar las muestras a 2500 rpm, durante 10 min.

Separar el suero en un tubo de vidrio de 13X100, etiquetarlo y taparlo con papel parafilm.
Almacenar el suero a -20° C hasta por 1 semana.

Analizar las muestras resguardadas por el método de IFI descrito mas adelante, para

deteccion de anticuerpos anti-ADNN.

Seleccionar las muestras que presentan tinciones atipicas del cinetoplasto, es decir,

tinciones que no estén descritas en los criterios de interpretacién conocidos.

Almacenar estas muestras en un ultra congelador REVCO a -70°C, hasta el momento de

su andlisis por la técnica de ELISA.

Seleccionar 8 muestras francamente positivas a anticuerpos anti-ADNn y 8 muestras

negativas y almacenar como en el paso 8.

Analizar las muestras seleccionadas por el método de ELISA, de acuerdo al procedimiento

gue se describe mas adelante, considerando controles positivos, negativos y calibradores.
Aplicar prueba estadistica de Cohen a los resultados obtenidos.

Revisar los expedientes clinicos de los pacientes en la fecha que se les tomé la muestra y

ver si hay presencia de actividad de la enfermedad.

Analizar resultados y concluir.
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Inmunofluorescencia Indirecta

10.

Antes de utilizar cualquier reactivo, dejar que éste alcance la temperatura ambiente por
espacio de 15 min. Las laminillas con la preparacion de Crithidia luciliae, deberan
también atemperarse por alrededor de 15 min. pero evitar mayor tiempo para la
conservacion del sustrato. Los reactivos que no han de utilizarse en el momento,

deberan mantenerse a una temperatura entre 2 y 8°C.

Disolver la sal de amortiguador de fosfatos proporcionada en el kit de Euroimmun®, en
un litro de agua destilada y agregar el contenido del vial de Tween 20®. Esta solucion

una vez preparada puede almacenarse hasta 1 semana entre 2y 8° C.
Las muestras de los pacientes a analizar por IFl, se almacenan por 1 semana a -20° C.

Previo al analisis, las muestras se diluyen con el amortiguador de fosfatos, 1:10, por

ejemplo, diluyendo 50 puL de suero con 450 pL de amortiguador de fosfatos.

Aplicar 25 puL de muestra diluida en cada area de reaccion, en la placa de reaccién,
evitando la formacién de burbujas. Colocar todas las muestras a ensayar, antes de

empezar la incubacion.

Colocar las laminillas con el sustrato, de manera adecuada en la placa de reaccion.
Asegurarse de que todas las muestras estdn en contacto con su sustrato
correspondiente en el biochip. Incubar por espacio de 30 min. a temperatura ambiente
(18 a 25° C).

Tras la incubacion, lavar suavemente el suero con el amortiguador de fosfatos con
ayuda de una piseta. Orientar el portaobjetos y el chorro de amortiguador de forma que
se evite que la solucién pase por encima de varios biochips a la vez. También se debe
evitar dirigir el chorro directamente sobre los biochips para que no se darfie el sustrato y

no se debe permitir que el sustrato se seque durante el procedimiento del ensayo.

Inmediatamente, sumergir las laminillas en una tina de Coplin con amortiguador por lo

menos 5 min. con agitacion constante.

Atemperar el vial de anticuerpo conjugado, protegiéndolo de la luz solar directa y

colocar 20 pL en cada area de reaccion de la placa de reaccion.

Sacar una laminilla de la tina Coplin y rapidamente secar el exceso de amortiguador y

colocar de nuevo en la placa de reaccion. Verificar que cada biochip esté en contacto
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con el liquido correspondiente. Hacer o mismo con el resto de las laminillas y de aqui

en adelante, protegerlas de la luz solar directa. Incubar por 30 min.

11. Lavar la laminillas como en los pasos 7 y 8, protegiendo las laminillas de la luz solar

directa.

12. Colocar un cubreobjetos en los espacios sefialados en la base de unicel que acompafia
a la placa de reaccién y adicionar 1 gota de medio de montaje en cada lugar
correspondiente. Sacar una laminilla, secar el exceso de amortiguador perfectamente y

colocarla en contacto con el medio de montaje y su cubreobjetos cuidadosamente.
13. Leer en el microscopio de fluorescencia Eurostar II®.
Ver resumen de la técnica en el Anexo 2.

Interpretacion de la fluorescencia

Para interpretar correctamente los resultados hay que reconocer claramente las diversas

caracteristicas morfolégicas del microorganismo Crithidia luciliae.

\ Flagelo

\ Cuerpo basal

Cmetop|asto

Organulos citoplasmico:

Figura 7. Estructura de Crithidia luciliae.

Aunqgue por lo general el cinetoplasto se localiza mas cerca del cuerpo basal que el ndcleo, la
localizacién exacta de este organulo puede variar de unas células a otras. Para distinguir
claramente el cinetoplasto del nlcleo hay que observar el pozo de control positivo. El cinetoplasto
siempre estarqd mas cerca del flagelo (ilustracion anterior). El cinetoplasto no se tifie en el pozo de

control negativo, pero si en el positivo.

S6lo se debe analizar un microorganismo bien definido por campo. La morfologia de los
microorganismos puede variar debido a la fijacion durante la fase de crecimiento

logaritmico.
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Reaccion negativa: Una muestra se considera negativa si no hay tincion especifica del
cinetoplasto. La tincion de otras estructuras, como el cuerpo basal, el flagelo o el ndcleo sin tincién
concomitante del cinetoplasto debe considerarse como negativa para la reactividad de ADNn.

Reaccion positiva: Una muestra se considera positiva si se observa una tincion especifica del

cinetoplasto, independientemente de la tincién de otras estructuras como el niicleo.™® %

Intensidad de la fluorescencia

Es posible semicuantificar la intensidad de la fluorescencia con arreglo a las directrices sobre
reactivos con anticuerpos fluorescentes establecidas por los Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, Georgia (CDC). Ponderar la intensidad de la tinciébn de acuerdo a los criterios
establecidos en el cuadro 2:

Cuadro 2. Criterios para la interpretacion de la fluorescencia.?®

Resultado Criterio aplicado en base a la intensidad de la tincion
1+ La menor fluorescencia especifica verde manzana que permite
diferenciar claramente un cinetoplasto de la fluorescencia de fondo.
2+ Fluorescencia moderada claramente visible color verde manzana.
3+ Fluorescencia brillante color verde manzana.
4+ Fluorescencia resplandeciente color verde manzana

Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

1. Dejar que los reactivos y muestras alcancen la temperatura ambiente por espacio de
30min.

2. Preparar el amortiguador como lo indica el instructivo.
3. Proteger el cromégeno de la luz en todo momento.

4. Diluir las muestras de suero 1:201. Diluir 5 pL de suero en 1 mL de amortiguador sample

buffer y mezclar bien en Vortex.

5. Colocar 100 pL de calibradores, controles positivo y negativo y las muestras diluidas de
pacientes en cada pozo de la microplaca de acuerdo al protocolo de pipeteo e incubar por

30 min. a temperatura ambiente.
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A|Cl | P4 |P12
B|C2 | P5 |P13
C| C3 | P6 | P14
D | pos. | P7
E | neg. | P8
F|P1| P9
G| P2 | P10
H| P3|P11

Figura 8. Protocolo de pipeteo para la placa de ELISA:

6. Lavar vaciando el contenido de los pozos, adicionar 300 puL de amortiguador de lavado en
cada pozo, mezclar suavemente y vaciar nuevamente el contenido de la placa. Repetir dos
lavados mas.

7. Adicionar 100 uL de anticuerpo conjugado con enzima a cada pozo e incubar por 30 min. a
temperatura ambiente.

8. Lavar la placa, como se describe en el paso 6.

9. Colocar 100 pL de solucion cromégeno-sustrato dentro de cada pozo de la microplaca.
Incubar por espacio de 15 min. a temperatura ambiente y protegiendo de la luz solar
directa.

10. Adicionar 100 pL de solucién de paro a cada pozo de la microplaca en el mismo orden y a
la misma velocidad en que se adiciond la solucién cromégeno-sustrato.

11. Leer la placa en el equipo

Célculo de resultados

Con los valores de absorbancia medidos en los calibradores y las unidades de concentracion
correspondientes, se traza una curva de calibracion. Para calcular el resultado de la muestra
analizada, se interpola la absorbancia obtenida de la misma y se calcula el resultado
correspondiente en Ul/mL.

Interpretacion de resultados.

El limite superior (cut-off) de anticuerpos anti-ADNn recomendado por Euroimmun es 100 Ul/ml. La
recomendacion es interpretar los resultados de la siguiente manera:

< 100 Ul/mL : negativo

> 100 UlI/mL : positivo
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RESULTADOS

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos, primero se seleccionaron muestras de pacientes
con diagndstico presuntivo o confirmado de LES que por IFI mostraron tincién atipica. Se logré
recolectar 50 muestras de pacientes (8 del sexo masculino, 42 del sexo femenino, con rango de
edad de 4-19 afios y media de 13). Posteriormente, las muestras fueron analizadas por el método
de ELISA. También se obtuvo informacién de si el paciente tuvo datos de actividad de la
enfermedad en el momento que se le tomé la muestra con el fin de relacionar dicha actividad con
el nivel de anticuerpos. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos por ambos métodos.
Primero, se presentan algunos ejemplos de las tinciones observadas en IFI; después, la curva de
calibracion obtenida por el método de ELISA, a partir de la cual se calculan los resultados y
finalmente, una tabla con los resultados obtenidos por ambos métodos y la informacion de si el
paciente tuvo datos de actividad de LES en el momento del estudio.

Resultados obtenidos por IFI.

A continuacion, se presentan algunos ejemplos representativos de las tinciones observadas en
este estudio.

Figura 9. Tincién de un control positivo para la deteccion de anticuerpos anti-ADNn por IFl. Se
debe observar fluorescencia verde manzana en todo el cinetoplasto, el cual, est4 ubicado en la

parte inferior del parasito y orientado hacia un lado del mismo.
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Figura 10. Resultado de un control negativo para la prueba de anticuerpos anti-ADNn por IFl. No

se observa tincion fluorescente en la preparacion.

Figura 11. Tincion positiva de anticuerpos anti-ADNn por IFI con tincion conjunta del nacleo de la crithidia, la
tincion del ndcleo no tiene significancia analitica. El niicleo se encuentra en el centro de la crithidia y es mas

grande que el cinetoplasto.
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Figura 12. Tincién de una de las muestras control analizadas en este estudio, donde se observa un resultado
positivo. Como en el caso del control de la casa comercial, se observa tincion especifica del cinetoplasto

ubicado lateralmente y en la mitad inferior del cuerpo de la crithidia.

Figura 13. Tincién de una de las muestras control analizadas en este estudio, donde se observa un resultado

negativo. No hay fluorescencia especifica del cinetoplasto.
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Figura 14. Tincion atipica periférica o de tipo anular. Se observa la tincién sélo alrededor del cinetoplasto con
el centro negativo. Este tipo de tinciébn se menciona en algunos textos. El resultado obtenido por ELISA es
positivo y el paciente present6 datos de actividad de la enfermedad. Se observa también tincion semejante
en el nlcleo de la crithidia, pero ésta carece de significancia. El nacleo se observa de mayor tamafio que el

cinetoplasto y se ubica hacia el centro de la crithidia.

Figura 15. Tincion atipica del cinetoplasto donde se le observa como un semicirculo, casi completo, la
fluorescencia verde manzana es clara y el resultado obtenido por ELISA para esta muestra es positivo asi

como la presencia de datos de actividad de la enfermedad.
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Figura 16. Al igual que en el caso anterior, se observa la tincién fluorescente en forma de semicirculo y
aunque algunas células muestran tincion muy débil, el resultado obtenido por ELISA, es positivo con

presencia de datos clinicos de activacion de la enfermedad.

Figura 17. Tincion atipica. Se observa tincion de todo el cuerpo de la crithidia y apenas es perceptible la
tincién del cinetoplasto. En algunas células, se observa tincién del cuerpo basal, la cual, puede decirse que
carece de significancia. El paciente presentd datos de actividad de la enfermedad y un resultado positivo por
ELISA.
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Figura 18. Tincidn inespecifica de toda la crithidia; no se observa tincién distinguible del cinetoplasto, por lo
que la prueba es negativa. El resultado por ELISA es negativo y los datos clinicos de enfermedad,
corresponden a otro diagnéstico diferente de LES.

Figura 19. Tincion atipica donde se observa una especie de “punto” fluorescente. El resultado del ELISA es

negativo y los datos clinicos correspondieron a un diagnéstico diferente de LES.
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Figura 20. Tincion semejante a las figuras 15 y 16 en forma de semicirculo aunque de menor intensidad y
con tincién del cuerpo de la crithidia; el resultado por ELISA es positivo y hay presencia de datos clinicos de
actividad de la enfermedad.

Figura 21. Tincidn especifica del cinetoplasto; la sefal fluorescente es baja y puede confundirse con la
tincion del cuerpo basal, la cual, carece de significancia. El resultado por ELISA es positivo y hay datos

clinicos de activacion de la enfermedad.
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Figura 22. Tinciobn considerada como inespecifica ya que no es posible diferenciar tincién alguna del
cinetoplasto y aunque el resultado por ELISA es positivo, el paciente no presenta datos de actividad de la
enfermedad.

Resultados obtenidos por el método de ELISA (Curva de calibracion).
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Resultados de IFI, ELISA vy datos de actividad de LES.

Se presenta, a continuacion, los resultados de este estudio.

Cuadro 3. Resultados obtenidos por IFlI y ELISA. Cabe mencionar que las tinciones atipicas
observadas, se interpretaron apegandose lo mas posible a los criterios establecidos y es el
resultado emitido. En el caso de los resultados obtenidos por ELISA, un valor > 100 Ul/mL se

considera positivo.

Muestra Resultado Resultado Datos de Muestra Resultado Resultado Datos de
IFI ELISA actividad de IFI ELISA actividad de
(Ul/mL) LES (Ul/mL) LES
1 ++ >800 si 26 - 210.63 no
2 + 697.19 si 27 + >800 si
3 - <10 no 28 - >800 si
4 ++ >800 si 29 - 5.68 no
5 - <10 no 30 - 323.96 no
6 - 175.47 no 31 ++ >800 si
7 - <10 * 32 - >800 no
8 - 32.2 * 33 - 272.52 no
9 - 11.31 * 34 ++ >800 si
10 - <10 no 35 - <10 *
11 - 268.98 no 36 - 4.87 *
12 - 21.36 no 37 ++ 443.72 si
13 - 90.7 no 38 - 224.30 no
14 - 2.46 * 39 + 596.44 si
15 - 77.21 no 40 ++ >800 si
16 ++ >800 si 41 ++ >800 si
17 >800 si 42 - 3.27 *
18 >800 si 43 - 92.48 si
19 445.33 si 44 - 299.85 no
20 - 330.39 si 45 - 3.27 *
21 - 22.56 no 46 ++ 400.32 si
22 - 3.27 * 47 + >800 si
23 - <10 no 48 ++ >800 si
24 + 576.34 si 48 + 459.80 si
25 - <10 * 50 - 37.02 *

*En estos casos, los sintomas correspondieron a otra enfermedad diferente de LES.

Por otro lado, entre las tinciones atipicas observadas, se pudieron distinguir ciertas caracteristicas

de tincién que podrian considerarse patrones y que se describen a continuacion:
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Cuadro 4. Caracteristicas de las tinciones atipicas observadas, resultado obtenido por ELISA para
las mismas y su relacion con datos de actividad de LES. Ejemplos de estos tipos de tinciones

pueden observarse en el apartado de resultados de acuerdo a la figura sefialada en el cuadro.

. ELISA positivo ELISA negativo
Patron de

tincion Descripcion ne
atipico

s Tincién en la periferia del
cinetoplasto(fig. 14). e

Semicirculo

Se tifie totalmente el
eIk EllY  cuerpo de la crithidia (figs.
17y 18).

Tincién especifica pero
muy débil (fig. 21).

Positivo bajo

Tincion

inespecifica
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ANALISIS ESTADISTICO

Datos estadisticos.

Si se representa la cantidad de resultados obtenidos de acuerdo a su positividad para cada
método, se obtiene:

Total

Positivo ambos
métodos

Negativo ambos
métodos

Positivo sdlo ELISA

Positivo sdlo IFI

0 10 20 30 40 50 60

Figura 23. Frecuencia de resultados obtenidos por IFl y por ELISA (n=50).

Andlisis estadistico de concordancia.

La concordancia es una medida de asociacion que tiene como objetivo describir si dos variables
aleatorias tienen alguna relacion y que grado de intensidad tiene ésta. El estadistico mas

empleado como medida de concordancia es la kappa (k) de Cohen que se define como:

Po — Pe

1 - Pe
Siendo Po la proporcion de concordancia observada y Pe la proporcion de concordancia esperada

por azar. Para hacer mas comprensible estos calculos, se utiliza una tabla de contingencia de 2X2.

Cuadro 5. Tabla de contingencia de 2X2 para el analisis estadistico de concordancia entre 2

métodos.
Método 1

Positivo Negativo Total

Positivo a b a+b

Método 2 Negativo c d c+d
Total atc b+d n
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Donde:

a = cantidad de resultados positivos por ambos métodos.

b = cantidad de resultados positivos por el método 2 (ELISA) pero negativos por el método 1 (IFI).
¢ = cantidad de resultados positivos por el método 1 (IFl) pero negativos por el método 2 (ELISA).
d = cantidad de resultados negativos por ambos métodos.

n = representa el numero total de datos obtenidos.

Utilizando los datos registrados en la tabla se obtienen los valores necesarios para el calculo del
indice kappa (x)

La proporcién de concordancia observada se calcula:

Po = atd

n

La proporcion de concordancia esperada por azar (Pe) se calcula:

(a+b) x (a+c) + (c+d) x (b+d)

n2

Pe=

Finalmente, para calcular el indice kappa, se sustituyen los valores obtenidos para Po y Pe en la
férmula del inicio:

Po — Pe

1 - Pe

Para saber el significado del valor de kappa, se utiliza la tabla de Landis y Koch que pondera el
grado de acuerdo entre las variables estudiadas desde 0 (grado de acuerdo pobre) hasta 1 (grado
de acuerdo casi perfecto).

Cuadro 6. Interpretacion de los valores del indice kappa segun el rango de valores (Landis y Koch, 1977).

0.0 Pobre
0.01-0.2 Leve
0.21-0.40 Aceptable
0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Considerable
0.81-1.00 Casi perfecto
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Para obtener el grado de concordancia entre IFl y ELISA, se toman los datos de la figura 8, y se

colocan en la tabla de contingencia de acuerdo a lo descrito con anterioridad.

Cuadro 7. Tabla de contingencia para el andlisis estadistico de concordancia entre IFl y ELISA.

Positivo Negativo Total
Positivo 19 10 29
ELISA Negativo 0 21 21
Total 19 31 50

Para calcular Pe:

(19+10) x (19+0) + (0+21) x (10+21)

Pe =
507
Pe =0.48
Para Po:
Po = 20+ 21
50
Po =0.80
El calculo de x queda:
K= 0.80 — 0.48
1 - 048
k=0.62

Se realiza el mismo procedimiento para el andlisis de concordancia entre positividad en IFl y

presencia de datos de actividad de la enfermedad:
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Cuadro 8. Tabla de contingencia para el analisis estadistico de concordancia entre IFl y actividad

de la enfermedad.

Datos de actividad de la enfermedad

Si No Total
Positivo 20 0 19
IF1 Negativo 4 26 Sl
Total 24 26 50

Para calcular Pe:

(20+0) x (20+4) + (4+26) x (0+21)

Pe =
507
Pe =0.50
Para Po:
Po = 20+21
50
Po=0.90
El calculo de x queda:
K= 0.82 — 0.48
1 - 048
x =0.80

Por ultimo, para el analisis de concordancia entre positividad en ELISA y presencia de actividad de
la enfermedad se colocan los datos correspondientes en la tabla de contingencia y se realiza el

mismo procedimiento:
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Cuadro 9. Tabla de contingencia para el analisis estadistico de concordancia entre ELISA'y

actividad de la enfermedad.

Datos de actividad de la enfermedad

Si No Total
Positivo 23 6 29
ELISA Negativo 1 20 21
Total 24 26 50

Para calcular Pe:
(23+6) x (23+1) + (1+20) x (6+20)

Pe =
50°
Pe =0.50
Para Po:
Po = 23+ 20
50
Po =0.86
El calculo de x queda:
K= 0.86 — 0.50
1 - 050
k=0.72
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ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente estudio, fue posible observar diferentes tipos de tincién del cinetoplasto cuyas
caracteristicas no se encontraban descritas en ninguna referencia conocida y que ahora pueden
definirse y ser tomadas en cuenta con la finalidad de que los resultados que dé el laboratorio a
estas pruebas estén en el marco de un procedimiento mejor estandarizado que apoye de manera

Optima el diagnostico de los pacientes que las requieren.

Los resultados obtenidos de las 50 muestras analizadas por IFl y ELISA, asi como el registro de la
deteccién de datos de actividad de LES, se presentan en el cuadro 3, al cual, se hara referencia
toda vez que se mencionen dichos resultados en el transcurso de este analisis. En cuanto a las
tinciones obtenidas por IFl, éstas, pueden observarse a detalle en el apartado de resultados, y es
agui donde se dirige la atencién debido a que se encontraron ciertas caracteristicas especificas
gue se describen a continuacion. Por ejemplo, en la figura 14, se muestra una tincién de tipo
anular o periférica, donde la fluorescencia se encuentra alrededor del cinetoplasto con el centro
oscuro; el resultado obtenido por ELISA para este tipo de muestras fue positivo y en algunos
casos, con valor >800 Ul/mL, cuando se sabe que el valor de corte es de 100 Ul/mL. Este hecho,
podria deberse a un fenébmeno de prozona causado por un exceso de anticuerpos en la muestra
analizada. Cabe mencionar que los pacientes con estos resultados, presentaron datos de actividad
de LES. Otro caso; es el que se presenta en las figuras 15 y 16. Aqui, la tincion se observé como
un semicirculo, que no cubre la totalidad de la periferia del cinetoplasto; sin embargo, la intensidad
que muestra es fuerte. En estos casos, el resultado del ELISA es positivo y los pacientes
presentaron datos de actividad de LES. Por otro lado, en la figura 19 se observa la tincion del
cinetoplasto como una especie de punto, que de acuerdo a los criterios establecidos es negativa;
lo cual, pudo confirmarse con el resultado obtenido por ELISA. Los pacientes con este tipo de
tincion, no presentaron datos de actividad de la enfermedad o el diagndstico establecido fue
diferente de LES. Por Ultimo, se detectaron casos donde la tincién fluorescente cubria la totalidad
de la crithidia, (figuras 17 y 18). En estos casos, es dificil realizar la interpretacion de la
fluorescencia; sin embargo, el criterio dice que se debe buscar la tincion especifica del cinetoplasto
gue debe ser posible diferenciar de la tincion de fondo. Este criterio mostré ser util, pues los
resultados obtenidos por IFI concordaron en su mayoria con los obtenidos por ELISA. Sin
embargo, en estos casos, puede ser preferible realizar la técnica de ELISA para evitar tener que
discernir la fluorescencia inespecifica. Este tipo de tinciones pueden deberse a la presencia de
ciertas proteinas presentes en el suero del paciente, aunque también se encontré que pueden ser
una reaccion cruzada con los parasitos que causan la enfermedad de Chagas o Leishmaniasis en

zonas endémicas®’. Por dltimo, en la figura 22 se muestra una tincién totalmente atipica e
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inespecifica con un ELISA positivo aunque no muy alto (268.98 Ul/mL, muestra 11, cuadro 3) y
donde el paciente no presenta datos de actividad de la enfermedad. Las muestras control
analizadas por ambos métodos, mostraron los resultados esperados. Ejemplos de estas tinciones
pueden observarse en las figuras 9 a 13 en el apartado de resultados.

Para el analisis estadistico, de las 50 muestras analizadas, se encontré que 19 fueron positivas por
ambos métodos, 10 fueron positivas por ELISA y negativas por IFI, 21 fueron negativas por ambos
métodos y finalmente, ninguna muestra fue positiva por IFl y negativa por ELISA. Para el andlisis
estadistico de concordancia, se utiliza una tabla de contingencia de 2X2 y se hace el calculo del
indice kappa, de acuerdo con el método estadistico de Cohen, el cual es utilizado porque elimina
la cantidad muestras que por simple azar, serian concordantes. El indice kappa representa la
probabilidad real de concordancia entre los datos estudiados. Derivado de lo anterior, la
interpretacion de este indice se hace con base en la tabla de Landis y Koch que pondera el indice
calculado en varias categorias de acuerdo o concordancia y que va desde 0O = acuerdo pobre,
hasta 1 = acuerdo casi perfecto. De tal manera, que a medida que el indice kappa se acercaa l la
concordancia entre los valores obtenidos se va acercando a la perfeccion. Es importante
mencionar que el estadistico de Cohen, no determina si un método es mejor que otro, solamente

nos dice el grado de acuerdo entre las mediciones realizadas.

En el presente trabajo y de acuerdo con los célculos realizados a partir de los datos registrados
encuadro 7, el indice kappa para los métodos de IFl y ELISA, es k = 0.62. Interpretando este
resultado con la tabla de Landis y koch (cuadro 6), el grado de acuerdo entre los dos métodos es
considerable, es decir que los resultados emitidos por IFI, son concordantes en grado considerable
con los resultados obtenidos por ELISA o sea que los criterios utilizados para la interpretacion
visual de la fluorescencia observada, conducen a resultados muy semejantes a los obtenidos por

ELISA que es un método cuantitativo que elimina la subjetividad del observador.

Por otro lado, se obtuvo el indice de concordancia entre los resultados obtenidos por IFl y la
presencia o ausencia de datos clinicos de activacion de la enfermedad. De igual manera, se aplicé
el mismo estudio para los resultados obtenidos por ELISA. En este aspecto, hay que mencionar
que evaluar la presencia o ausencia de actividad de la enfermedad fue muy variable, no se
encontré una tendencia especifica, debido a que, por un lado, los sintomas del LES son muy
semejantes a los que se presentan en otras enfermedades, incluso enfermedades no
autoinmunes, y por otro lado, entre los pacientes con diagndéstico confirmado de LES, el
tratamiento inmunosupresor al que son sometidos estos pacientes, podia estar enmascarando los
datos de actividad de la enfermedad, ademas la respuesta a la inmunoterapia, era variada entre

cada paciente, incluso, habia quienes no seguian el tratamiento de forma regular o que por cursar
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con procesos infecciosos, tenian que suspenderlo y posteriormente reiniciarlo a veces con cargas
fuertes de medicamento, de tal manera que algunas veces no fue factible observar un
comportamiento regular o natural de la manifestacion de los sintomas y por ende, relacionarlo a la
presencia de auto anticuerpos en el suero de estos pacientes. Sin embargo, los valores obtenidos
para el indice kappa fueron de 0.80 en el caso de la IFl y 0.72 para ELISA. Se observa que la
mayor concordancia se encontré con la IFl; sin embargo, ambos métodos muestran un grado de

concordancia considerable de acuerdo a la tabla de Landis y Koch.

A modo de terminar este analisis, se puede decir que hay tinciones en las que no es facil realizar la
interpretacion adecuada; los criterios establecidos ayudan bastante cuando se habla de buscar la
tincion especifica del cinetoplasto, sin embargo, como pudo observarse, esta tincion puede ser
diferente de lo que se conoce a cerca de que debe cubrir la totalidad del cinetoplasto, ya que una
tincion de tipo anular o semicirculo se puede considerar positiva pero la tincibn que es como un

punto en el sitio del cinetoplasto, es negativa.

Finalmente, la deteccion de auto-anticuerpos es un parametro fundamental en el diagnostico,
clasificacion y tratamiento de las enfermedades autoinmunes. En este sentido, se han creado
varios métodos con la finalidad de mejorar la calidad analitica, la sensibilidad y la especificidad de
las pruebas, de tal manera que elegir la técnica adecuada no es facil. Lo mejor que se puede hacer
es conocer ampliamente los métodos disponibles, conocer su fundamento, ventajas, limitaciones y
aplicabilidad en el laboratorio en cuestién. Es importante recordar también que el resultado
obtenido por el laboratorio debe valorarse en conjunto con los signos y sintomas detectados en la
revision clinica y que contribuyen a establecer el diagnéstico adecuado. También son de utilidad

las guias y algoritmos que apoyan el manejo 6ptimo de las pruebas de laboratorio.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que los criterios
utilizados actualmente para la interpretacion de la IFl, han sido adecuados, sin embargo, también
fue posible describir ciertas tinciones que no son las clasicas que se mencionan en los textos de
Inmunologia, y que sin embargo, por sus caracteristicas especificas, mostraron ser de importancia
para dar un resultado ya sea positivo o negativo; de tal manera, que se logré ampliar los criterios
de interpretacion de la IFl, para la emision de resultados mas confiables y mejor estandarizados
por parte del laboratorio.

Finalmente, la concordancia entre IFl y ELISA es buena, por lo que bien podria usarse uno u otro
método para el trabajo de rutina; la eleccién dependera de conocer el fundamento de los métodos
a utilizar, asi como sus ventajas, limitaciones, etc. Sin embargo, para obtener los mejores
resultados en ambos métodos, se deben seguir las buenas practicas de laboratorio en todas las
etapas del proceso analitico.
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ANEXO 1

Esquema de un protozoario flagelado del Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae,
Género Trypanosoma,; al cual pertenece Crithidia luciliae.

Fuente: Vargas P. L. Kinetoplastids and Their Networks of Interlocked DNA. Nature education [Seriada en
linea] 2010; 3(9):63[4 paginas]. Disponible en: http://www.nature.com/scitable/topicpage/kinetoplastids-and-
their-networks-of-interloked-dna-14368046. Consultado Abril 2012.
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ANEXO 2

Esquema de la técnica de Inmunofluorescencia indirecta para la determinacion de

anticuerpos anti-ADNn

TITERPLANE Technique

BIOCHIP slide
BIOCHIPs 2 reagent tray

—\/_\/_\/_\[—V_ diluted samples

Pipette: 30 pl per field
58844 _ooooo
Incubate: 30 min !_rﬁ—w—]—r—w—,—(—ﬁ_l
Wash: 1 s flush
5 min cuvette I 1| PBS-Tween

_V_\f\/_\ﬂ/_ labelled antibody

Pipette: 25 pul per field
66668 —ooooo
Incubate: 30 min Llw
Wash: 1 s flush
5 min cuvette Lr 1] PBS-Tween
Embed: max. 10 pl per field r 1 embedding medium
£ ™y .I"\ £y
cover glass
Evaluate: fluorescence microscopy

Fuente: Euroimmun. Crithidia luciliae (anti-dsDNA) Instructions for the indirect immunofluorescence

test. Germany: Euroimmun; 2011.
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