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"CAPITULO



INTRODUCCION

El Tupus eritematoso sistémico es una enfermedad infla-
matoria aguda o crdnica, autoinmune, en la cual Tos pacien--
tes desarrollan anticuerpos‘dirigidos contra sus propios an-
tigenos. La enfermedad afecta predominantemente a las muje -

res (1:4) y es mis frecuente en la raza negra (14}).

€1 origen del lupus eritematoso sistémico {LES), no es-~
td definido; pero se sabe que estdn involucrados factores ge

néticos, inmunolggicos, virales y ambientales (9}).

Entre los trastornos inmuno]&gicos que presenta el pa--
ciente, ademds de la formacidn de autoanticuerpos, estd la -
disminucidn de los linfocitos T y aumento de los B; que son
1as células productoras de anticuerpos. Aungue cuantitativa
mente no se ha informado de 1a elevacidn de los - niveles de ~
inmunog]oﬁu]inas en forma especffica.de acuerdo al iipo de -~

anticuerpos que presentan estos pacientes (2).

Durante el desarrollo de -1a enfermedad destaca 1a pre--
sencia de una gran variedad de anticuerpos en el suero; que
precipitan en frio (crioglobulinas) y que son agregados de -

Ig6, IgM y de compliemento (factores de activacién) (26).

Uno de Toa anticuerpos que se han encontrade en el sue



ro de estos pacientes con LES, es el que estd dirigido contra
el ADN nativo de doble cadena { ADNn). Ademis de la determi-
nacién de los anticuerpos anti-ADNn; la demostracidn de 1a -
disminucidn total del complemento o la disminucidn de las - -
fracciones €3 y C4 son de gran valor para el diagndstico de -

este padecimiento (26, 24).

Kunkel, uno de los pionerds en el estudio de las altera-
ciones inmunoldgicas en el LES, describe a los autoanticuer--
pos gque se encuentran en la enfermedad y los divide de manera

general en dos grupos:

A. Aquellos que estdn dirigidos contra antigenos nuclea

res y citoplasmiticos.

B. Los que estdn dirigidos a Grganos especificos: antf
‘genos tiroideos, de misculo, higado, estdmago, supra

rrenales (18).

En las enfermedades autoinmunes es de gran valor la de--
terminacidn de los anticuerpos antinucleares {  AAN ), espe--
cialmente en el prototipo de ellas, LES; sin embargo, ex{stg
una pequefa proporcidn de pacientes, dondé Tos anticuerpos -~
antinucleares dan resultados falsos negativos por los métodos
tradicionales ( inmunofluorescencia indirecta, utﬁlizhndo - -
como substrato antigénico higado de rata }; esto provoca des-

concierto en el diagndstico y prondstico del padecimiento. -



Estos casos son denominades "seronegativos" (21).

E1 por qué de los resultados falsos negativos no estd -
aclarado, aunque algunos investigadores citan que estas reac
ciones podrfian haberse_producido por la ausencia de algdin -

factor sérico o deberse al exceso de alguno de ellos (14).

Viendo la frecuencia con la que se presentan estas reac
ciones, se implementd la técnica de inmunofluorescencia indi
recta, uti!fzando como substrato antigénico, células HEp-2 y
cortes de higado de rata y se reveld la unidn antigeno-~anti~
cuerpo con antisuercs del tipo IgG y €3, marcados con isotig
cianato de fluoresceina donde la técnica presenta una mayd?

sensibilidad para €3, dando un alto porcentaje de casos posi

tives, no as? para IgG6 (11),
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ANTECEDENTES

La historia de los anticuerpos antinucleares, se inicid
con la descripcidn de las células LE {(polimorfonucleares que
fagocitan iinfocitos } en 1948 por Malcon Hargraves y colabg
radores; esta fue la primera evidencia de un anticuerpo que
parecid reaccionar con el nidcleo de una ce]u]a autéloga, ast
como heterdloga. Aunque esta prueba se utiliza ampliamente
hasta la actualidad, tiene sus limitaciones en la que respec
ta a su realizacidn, su polire cuantificacién y su interpreta

cién hasta cierto punto subjetiva (10).

Desde 1954 se localizaron en el suero de estos pacien-
tes con LES, varios anticuerpos poco frecuentes. que actdan

en contra de los propios tejidos del paciente {(23).

En 1957, Friug did a conocer la técnica "anticuerpos -
antinucleares fluorescentes® ( FANA ). Métodd que estanda-
rizé el estudic de los pacientes con sospecha de alguna en--

fermedad del tejido conjuntivo (6).

Desde hace 20 afios, el uso de inmunofluorescencia indi-
recta para la deteccidn de los anticuerpos antinucleares - -
{ AAN ), en el suero de 103 pacientes con enfermedades reumd
ticas generalizadas, se ha venido utilizando de manera ruti-

naria en diversos hospitales. Inicialmente se utilizaron --



cortes de tejidos de mamiferos cdmd substrato antigénico y -
esto se sigue haciendo en la mayoria de los lugares, utili--
zando fundamentalmente cortes de higado y rifién de rata., Pos
teriormente se ha introducido el uso de diversas lineas celu
lares como substrato antigénico, entre los cuales, las mds =~

usadas son los fibroblastos de ratdn y las células HEp-2.

Con el uso de estos Gltimos substratos existe la venta-
Ja de gque se suprime la f1uorescencié inespecifica, que con
frecuencia se observa al utilizar tejidos de mamiferos, ya ~
que con las 1ineas celulares se tienen células individuales

desprovistas de tejido conjuntivo intracelular (28).

El Tupus eritematoso sistémico es una enfermedad reumd-
tica autoinmune en la cual se ha encontrado anticuerpos diri
gidos contra diversos componentes del nﬁc]eo. nucleolo y ci-
toplasma celular. Su concéntracién y especificidad, son qon
troles invaluables para el trétamiento, manejo y prondstico

del paciente (22).

Estos anticuerposrpueden clasificarse de acuerdo a su -
especificidad: anti-Sm ( anticuerpo dirigido a riboprotei--
nas y se encuentra en LES ), anti-ADN ( anticuerpo dirigido
contra el ADN y se encuentra en LES }, anti~-RNP ( anticuerpo’
dirigido a ribonuclecproteinas y‘se encuenfra en la enferme-
dad mixta del tejido conjuntivo ) y RAP { anticuerpo que se -

encuentra en artritis reumdtica (4).



La valoracién de los anticuerpos antinucleares { AAN )

se da en cruces dependiendo de su concentracidn (+,,,t++t+ )},

La presencia de anticuerpos antinucleares dir{gidos -
contra el ADN nativo de doble cadena { ADNn ), se considera
que es exclusivamente de paciéntes con LES, mientras que ~
aquellos de ADN de una sola cadena, se pueden encontrar en

otras enfermedades reumdticas.

Los titulos de anticuerpos anti-ADN se han correlacio-
nado estrechamente con la a&tividad de la enfermedad; anti-
cuerpos que disminuyen al iniciar el tratamiento c&n inmung
supresores y que hay una elevacidn de los mismos al exacer-

barse los sintomas (3).

E1 lupus eritehatoso sistémico es una enfermedad difi-
cil de diagndésticar en su inicio. Altgunos pacientes empie;
zan con trombocitopenia { TP ). La trombocitopenia que pre
cede al LES es diffcil de diferenciar de Ja TP de otros or{
genes; lo que retarda el diagndstico y tratamiento adecua--
dos. En'pacientes con trombocitopenia que precede al LES,
los an;icuerpos antinucleares suelen ser negativos; por es-
ta razén no puede predecirse cudles pacientes con TP desa--

rrollardn LES, posteriormente (27).
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HIPOTESIS

La deteccidn de anticuerpos antinucleares { AAN ), en
pacientes con LES seronegativos, es mds eficiente cuando -
se detectan losvcomplejos inmunes en substratos antigéni--
cos de células HEp-2 y cortes de higado de rata, al ser re

velados con anti-C3.
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OBJETIVO

Demostrar en sueros de pacientes con LES, la sensibili-
dad de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, utilizan
do como substrato antigénico células HEp-2 y revelados con -

anti-€3, ya que por los métodos tradicionales resultan nega-

tivos.
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JUSTIFICACION

En algunos pacientes con lupus eritematoso sistémico, -

no se detectan anticuerpos antinucleares, por 1o que se les

denomina "seronegativos”. Viendo la* frecuencia con la que
se presenta este problema, se decididé realizar un estudio -
tendienfe a evaluar una.alternativa de laboratorio, con la -
cual, los anticuerpos antinucleares ocultos sean revelados y
a la vez aportar un dato para el mejor manejo de estos pa- -

cientes.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 40 pacientes con LES, provenientes del Cepn
tro Mé&dico de Occidente. 38 fueron sexo femenino y 2 del sexo
masculina, con édades comprendidas entre 17 y 57 afos { edad
prémedio de 37 afios ). Todos los pacientes se encontraron en
remisidgn { .sin sintomas ) bajo tratamiento de prednizona, clg
roquina y peroxican. Como testigos se estudiaron 10 sujetos

clinicamente sanos.
Obtencidn de muestras

Se tomaron 10 ml. de sangre venosa periférica en jeringa
desechable, la cual se depositd en un tubo de ensayo y se de~
jo retraer el codgulo para obtener el suero. Oe inmediato se
tomd una alicuota para determinar las frakciones €3 y C4 del
complemento, el resto se congeld a -20C hasta el momento de
realizar las pruebas de inmunofluorescencia. AsfT mismo se -
tomé un fragmento de higado de ratdn de la cepa Balb/C sacri:
ficados por descerebracion. E1 fragmento de higado de rata -
se montd en una platina metdlica con una base de gel { Tissu-
Tek Clay Adams 9001085 ). Se conservaron dentro del criosta-
to a una temperatura de -25C hasta que se hicieron los cor-~

tes de 4 micras para ser estudiados como substrato antigénico.

Las placas de células HEp-2 fueron un donativo del labo-
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ratorio de andlisis clinicos del Hospital de Pediatria { IMSS)
Inmunodifusidn radial

Utilizada para cuantificar las fracciones C3 y (4 del -
comp]eménto. Ensegquida de obtenef el suero, se colocaron 10
~microlitros en cada pocillo de las cajas de inmunodifusidn -
(-Norpartigeﬁ ), se dejaron reposar a temperatura ambiente -
por 24 - 48 horas. La lectura de la inmunodifusidn se hace
con la ayuda de una lupa graduada por medio de 1la cua1'se ob
tiene una cifra correspondiente -al didmetro de la difusidn,
esta cifra se lleva a tablas con valores ya establecidos por
la casa fabricante. Dicha lectura da concentraciones en gra

mos por litro (8).
Inmunofluorescencia indirecta

Se diluyé el suero de los pacientes y controles con PBS
(1:5) y se caolocaron 10 microlitros de la dilucidn sobre los
cortes de higado de rata y células HEp-2, las cuales son fi-
jados previamente ‘en acetona por 10 minutos, -se incubaron -
30’minutos a temperatura ambiente en cdmara hdmeda, se lava-
ron dﬁs veces con PBS por 5 minutos en 10s recipientes de -
Koplin con agitacidn suave, se¢ elimind el PBS y los cortes -
de higado de rata y cé&lulas HEp-2 se cubrieron con 10 micro-
litros de anti-C3 y de anti-IgG humana en cabra conjugada -

con FITC ( isotiocianato de fluoresceina }, se incubaron - -
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durante 30 minutos en cémara hdmeda a temperatura ambiente. -
Se lavaron los cortes de higado y células HEp-2 dos ‘veces con
PBS por 5 minutos, se dejaron estilar y se cubrieron con una
gota de glicerina amortiguada entre porta y cubreobjetos. Las

preparaciones se observaron al microscopio de fluorescencia.



FLUJOGRAMA
~ SANGRE VENOSA
"PERIFERICA ( 5 ml.)
SUERD ( 1:5)
CELULAS HEp-2 CGORTES DE HIGADO DE
( CARCINOMA LARINGEC ) RATA Balh/C

N

INCUBACION EN CAMARA
HUMEDA 30 MIN, TEMP. AMBIENTE ( TA )

l

DOS LAVADOS CON PBS

l

ANTI-C3, ANTI-IgG
INCUBACION EN CAMARA HUMEDA
30 MIN. TEMP. AMBIENTE

|

DOS LAVADOS CON PBS

l

OBSERVACION AL MICROSCOPIO DE
FLUORESCENCIA

18
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RESULTADOS

En la tabla No. 1 se observa que al utilizar como substra
to antigénibo células HEp-2, o) 47.5% de sueros de pacientes -
con LES fueron positivos para IgGy el 77.5% con anti-C3. Cuan
do se utilizé como substrato higado de rata, 30% de los sueros

fueron positivos para IgG y el 46.,7% 1o fueron para C3.

Estos resultados muestran una-elevacidn importante de 1la
positividad de 105 sueros de los pacientes con LES cuando se -
utiliza como substrato las cé&lulas HEp-2, puesto que el 52.5%
de los sueros fueron negativos para Igh y el porcentaje de ne-
gatividad se redujo al 22.5% al utilizar anti-C3., Los resulta
dos con higado de rata muestran una similitud en su comporta--
miento con anti-IgG y C3. Aunque los porcentajes de positivi-
dad fueron més bajos 30% y 46.7% respectivamente, 10s cuales -

no son significativos.

Para apoyar estos resultados, realizamos algunas pruebas

estadisticas como son: X2

para saber si habfa significancia -
entre nuestros porcentajes, los cuales se observan en lTas ta--
blas No. 2 y 3. También se realizd la prueba de comparaciones
de Cok Man para observar ]é sensibilidad de los dos substratos,
asi como de los dos antisueros utilizados, esto lo podemos ob-

servar en la tabla No. 4 y 5.
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Los patrones de inmunofluorescencia observados con mayor
frecuencia fueron el homogeneo { se observa fluorescencia di-

fusa distribuida uniforme en todo el ndcleo ) y el granular -

fino ( el nuicleo de las células muestran una apariencia fina-

mente granular )} segdin se muestran en las fotograffas No. 1 y

2.

En la medicién de las fracciones C3 y C4 en el suero de

Tos pacientes con LES, no se muestra ninguna alteracidn; las

- cifras se encuentran normales con respecto a los valores de -

referencia. La mediavque se obtuvo en C3 fue de I = 1.35y -
la de C4 fue de X = 0.45 y la desviacidn estandar fueron para
C3 de 0.47 y para C4 de 0.293, estos datos se compararon por

medio de una T estuden y no obtuvimos ninguna significancia.
Esto se observa en la tabla No. 6 en donde solo se graficd -

Tos valores de C3 por ser los mds importantes para nosotros.
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TABLA No. 1
~Porcentajes obtenidos de casos positivos y negativos, -
utilizando los dos substratos; células HEp-2 y cortes de higa

do. de rata y los dos antisueros anti-IgG y anti-C3.

No. de casos positivos y negativos y sus pofcentajes.

Células HEp-2 Kigado de rata

c3 146 3 146
+ 31/77.5% 19/47 .5% 14746 .7% 9/30%
- 9/22.5% 21/52.5% . 16/53.59% 21/70%
‘Total
40 ‘ 40 30 30
Nota = 40 y 30 son los totales de muestras utilizadas en

cada substrato.
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TABLA No. 2
Significancia y diferengias de positividad.
En este cuadro observamos que con el substrato de células

HEp-2 y con los dos antisueros anti-IgG y anti-C3 obtuvimos 50
pruebas positivas con una significancia de P 0.01.

HEp-2 HEp-~2
c3 Ig6G
+ 31 . 19 50 Pruebas positivas
- 9 21 30 Pruebas negativas
Total 40 40 80 Pruebas totales

x2(1) = 7.68 p 0.0

En este cuadro observamos que la positividad en higado de
rata con 1os dos antisueros anti-Igh y anti-C3, se redujo a me-
nos de la mitad de las pruebas positivas obtenidas en el subs--
trato de cé€lula HEp-2. Obthvimos solo 23 pruebas positivas, no
siendo significativo (NS). 1

Hig. Rata Hig. Rata

C3 IgG
+ 14 g 4 23 Pruebas positivas
- 16 21 37 Pruebas negativas
Total 30 30 60 Pruebas totales

x2(1)=1.76 Ns.
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TABLA No. 3
En este cuadro observamos que con el anti-C3 en los dos
substratos ( células Hep-2 y higado de rata ), obtuvimos 45

pruebas positivas ddndonos una significancia de p 0.01.

HEp-2 Rfg. Rata

’ . C3 ] €3
+ 31 ' 14 45 Pruebas positivas
- 9 o 16 25 Pruebas negativas
Total 40 ‘ 30 70 Pruebas totales

x2(1) = 7.10 p 0.07

En este cuadro se observa el aﬁtj-IgG en los dos substra-
tos ( células HEp-2 y cortes de higado de rata ), obteniendo -
28 pruebas positivas. No siendo significativo.

HEp-2 Hig. Rata
196G [gG
+ 19 9 28 Pruebas positivas
- 21 21 42 Pruebas negativas
Total 40 S 30 70 Pruebas tatales

x2(1) = 2.19 ns
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TABLA No. 4

Comparaciones entre los dos substratos y los dos antisue-
ros para observar la sensibilidad del métoda .

En esta tabla se observa que se di6 una distribucidn alea
toria en los dos substratos ( higado de rata y células HEP-2 )s
como podemos ver en la primera comparaéiéh en donde comparamos
anti-IgG con anti-C3 en células HEp-2, ddndonos 16 casos posi-
tivos y 6 negativos para los dos antisueros. Observamos que -
para anti-IgG 15 casos son negativoé; pero al ser revelados -
con anti-C3 estos casos resultan positivaos. Estos 15 casos de
los 40 que se utilizaron como un total de las muestras nos dan
un 37.5% de mayor sensibilidad para anti-C3. Solb se obtuvie-
ron 3 casos negativos para anti-C3.

Este proceso se sigue en todas las demds comparaciones -
realizadas (2, 3, 4).

+
<IE::\\
HE-2 37.5%.sensibilidad
5% para
- 3 5 . anti-C3, p>0.01
. \\ . ) : :

Simbologfa = Casoé negativos para anti-C3 &z

Distribucidn aleatoria ——
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TABLA No. 5

(2)
Hfg. Rata
C3

HEp-2 + 3 12 40% > sensibilidad HEP-2

o~
I SOSS ‘ p> 0.01

{3) Hig. Rata
Ig6
+ -

HEp<2 + Q 8 26.7% > sensibilidad HEp-2
IqG o~ NS

- :::S%:::::::\\‘\:::ig)

. |

(4) Hfg. Rata

IgG
+
Hig. o+ Q 9 ' 30% 5 sensibilidad para
rzza < \\% anti-C3. NS




No. 1

Patrén Homogéneo

No.

fino
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TABLA No. 6

Valores promedio de la fraccidn C3 sérica y su desviacién estandar.

C3 g/L

3.0

2.0

1.0

Pacientes

N = 40
X = 1.3
= 0.47

Valores normales de C3 =

1.2 - 1.8

Controles
N=10

X =1.57
S =0.49
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DISCUSION

Este trabajo confirma lo descrito por otros autores en
el sentido de que existen dos grupos de pacientes con LES;
unos seroposifivos por los métodos convencionales para de--

tectar anticuerpos antinucleares y otros que son seronegati

vos por los mismos métodos. (27).

-En un trabajo previo de Vdzquez y GGmez, se describid
una modificacidn para la deteccidn de anticuerpos antinu- -
cleares ( AAN ), ocultos en pacientes con LES seronegativos,
en ese estudio se agregaba (3 fresco para amplificar y ele-

var la positividad de las reacciones. (13).

En el presente trabajo se detectd que el propio suero
del paciente contiene anticuerpos que fijan C3 y que debido
a ello es posible detectar los anticuerpos que de no ser -
por la capacidad de fijar complemento, seguirian ocultos y
darfan lugar a ser considerados como seronegativos, dificul
tando de esta manera, el diagndstico y prondstico de los -
pacientes éqn LES que c]fnicémente se comportan como'porta-

dores del padecimfento.

La causa por la cual estos anticuerpos antinucleares -
ocultos no son detectables por los métodos convencionales,

se estd analizando.

30
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Para explicar el fendmeno se tienen varias alternatiia&
una de ellas podria ser que los AAN no pueden ser revelados -
con los antisueros .correspondientes, debido a un impedimento
estérico qué bien podria ser la fijacién de la molécula de -
C3 que no permite el enface de manera adecuada en la reac- -

cidn AAN-anticuerpd, pero que al agregar el anti C3 s{ se --

realiza su identificacidn.
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| CONCLUSTIONES

1., La técnica utilizada en este trabajo resulté un 40% mds
eficiente en el revelado de anticuerpos antinucleares -

en LES.

2. tLas células HEp-2 demuestran una mayor sensibilidad que
los cortes de higado de rata en la deteccidn de Tos AAN

ocuitos, revelados con anti-C3.

3. Los AAN revelados con anti-C3 pueden ser una ayuda para
el médico en l1a orientacidn del diagndstico y tratamien

to del paciente.

4. Los pacientes con LES en remisidn presentan normales - ) ?

sus valores de las fracciones C3 y C4.
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