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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es considerada una enfermedad autoinmune
multisistémica de etiologia multifactorial destacdndose su predisposicion genética y
multiples efectos de factores ambientales, que conducen a trastornos del sistema
inmunoldgico innato y adaptativo sobre todo en mujeres en edad fértil. Por otra parte, el
LES, su diagnostico se basa en criterios clinicos e inmunoldgicos destacandose la presencia
de anticuerpos antinucleares detectados por inmunofluorescencia indirecta (IFI) y por
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) ademas, de estudios de laboratorio
como, hematologia, quimica sanguinea y orina, en tal sentido, la IFlI y ELISA quienes,
unidos a criterios clinicos de la enfermedad, son métodos, simples, eficaces y de bajo costo
necesarios para el diagndstico, control y seguimiento del LES, es por ello de gran
importancia determinar los requerimientos procedimentales para su diagnostico en base a la
literatura actual publicada, en donde se estudiaron los principales requerimientos y
resultados esperados para su diagndstico que son planteados por varios autores segun
revisiones sistematicas, casos y control, estudios aleatorizados y no aleatorizados, estudios

de cohorte y protocolos institucionales en idioma espafiol e inglés de los ltimos cinco afios

PALABRAS CLAVE: Lupus, Enfermedades autoinmunes, Enzimoinmunoanalisis;

Anticuerpos antinucleares, Inmunofluorescencia.
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ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is considered a multisystemic autoimmune disease of
multifactorial etiology, highlighting its genetic predisposition and multiple effects of
environmental factors, which lead to disorders of the innate and adaptive immune system,
especially in women of childbearing age. On the other hand, the diagnosis of SLE is based
on clinical and immunological criteria, highlighting the presence of antinuclear antibodies
detected by indirect immunofluorescence (IFI) and by Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) in addition to laboratory studies such as hematology, blood and urine
chemistry, in this sense, IFI and ELISA, which, together with clinical criteria of the disease,
are simple, effective and low-cost methods necessary for the diagnosis, control and
monitoring of SLE, it is therefore of great importance to determine the procedural
requirements for its diagnosis based on the current published literature, in which the main
requirements and expected results for its diagnosis were studied, which are raised by several
authors according to systematic reviews, cases and control, randomized and non-randomized
studies, cohort studies and institutional protocols in Spanish and English for the last five

years.

Keywords: Lupus, Autoimmune diseases, Enzyme immunoassay; Antinuclear antibodies,
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad de tipo inflamatoria, sistémica,
cronical, de patogenia autoinmune, y de etiologia desconocida caracterizada por la presencia
de autoanticuerpos dirigidos contra autoantigenos, al mismo tiempo, por la presencia de
complicadas aberraciones del sistema inmunoldgico que pueden dafar varios tipos celulares

lo que explica la variabilidad de manifestaciones y compromiso organico?.

Por un largo periodo de tiempo fue considerada una enfermedad rara, hoy su diagnéstico es
frecuente en el medio hospitalario; quizas la presencia de factores étnicos, socioecondémicos,
genéticos y/o medioambientales y a los criterios de inclusion utilizados permitan variaciones
considerables en su incidencia y prevalencia entre continentes e incluso entre paises de una
misma regién geografica, sin embargo, diferentes estudios reportan una prevalencia en la
poblacion general entre cuatro y 250 casos por cada 100, 000 habitantes; en Norteamérica,
Asia y en el norte de Europa afecta a 40 de cada 100, 000 habitantes, con una mayor

incidencia entre la poblacion hispana y afroamericana?.

Su prevalencia en el Ecuador es un desafio clinico al depender principalmente de sus
manifestaciones. Debido a su etiologia desconocida presenta signos y sintomas
impredecibles, de gravedad variable que pueden llevar a comprometer varios érganos y
tejidos del organismo; sus apariciones varian de acuerdo con el paciente, por etnia, género y
edad®. En la actualidad no existe una prueba considerada como el patron para su
determinacidn, por lo que se realizan procesos basicos para su diagnostico de acuerdo a los
protocolos establecidos para una diferenciacion de LES con otras enfermedades con
sintomatologia similar; sin embargo, al aplicar técnicas especiales se pueden detectar
cuadros clinicos de la enfermedad®.

Puede ocurrir a cualquier edad, aunque su mayor incidencia ocurre en edades reproductiva,
entre los 15 y los 40 afios de edad, con mayor frecuencia en mujeres con una proporcion
entre 8-10:1 en relacion a los hombres lo que pudiera guardar relacién con una respuesta
mas enérgica al propio antigeno®. Afecta mas a individuos genéticamente predispuestos que
han sido expuestos a determinados estimulos ambientales independientemente de la
variabilidad fenotipica, sobre todo, por la contribucion genética de su desarrollo en este

sentido Deng y Tsao; Guerra y Vise citados por Veramend® encuentran un patrén heredable
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y mayor tasa de concordancia en gemelos monocig6ticos que en dicigéticos o hermanos a
partir de estudios de asociacion de espectro genomico (GWAS - genome-wide association
studies) mediante los cuales se han identificado 30 a 40 genes con polimorfismos que

predisponen a la enfermedad.

Las evidencias anteriores sefialan su etiologia multifactorial y desconocida en tal sentidos,
Mak y Tay’ hacen referencias a trastornos de los mecanismos inmunoreguladores con base
genética, influencia hormonal y determinados factores exdgenos entre los que se incluyen
infecciosos y ambientales como posibles causas con particular importante el papel jugado
por la luz ultravioleta y la presencia de determinados virus y uso de farmacos como son el
caso de la hidralacina, la procainamida, la isoniacida, la metildopa y la clorpromacina como
agentes inductores de la enfermedad. Sin embargo, las teorias actuales han propuesto una
serie de sistemas y mecanismos relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad dentro
de las que se destacan relacionadas la predisposicion genética, mecanismos epigenéticos,
factores relacionados con el genero, factores externos no infecciosos e infecciosos, fuentes
de autoantigenos como la disfuncion de la apoptosis y del aclaramiento de restos celulares,
alteraciones del sistema inmunoldgico tanto del tipo innata como de tipo adaptativa,
alteracion del funcionamiento de sus células, formacion de autoanticuerpos, también se
sefialan las citocinas, el sistema del complemento y el dafio tisular en 6rganos diana con

participacion de autoanticuerpos®.
Lupus eritematoso

La enfermedad suele ser mas severas en los hombres®, adolescentes, afrolatinoamericanos y
mestizos entre 16 y 55 afios; después de esta edad la enfermedad es méas benigna, cursa con
periodos de exacerbacidn y remision de hasta mas de un afio; son frecuente manifestaciones
especificas de tipo mucocutaneo con eritema malar localizadas en las mejillas, puente de la
nariz, la frente, alrededor de los ojos, cuello y escote que pueden agravarse 0 exacerbarse
por medio de la luz solar durante las primeras 24 h de la exposicion, caida del cabello, Glceras

en la mucosa oral o nasal y erupciones entre otras>*°.

En tal sentido, al inicio de la enfermedad, es frecuente encontrarse signos clinicos aislados
como artralgias o mialgias migratorias sobre todo en las articulaciones de manos y rodillas;

tendinitis y tenosinovitis; neumonias graves e insuficiencia respiratoria, pericarditis, lesiones



valvulares cardiacas, hipertension y dafio renal importante; accidentes cerebrovasculares de
tipo isquémico transitorio, linfoadenopatias, trastornos digestivos como hepatomegalia o

trombosis de los vasos mesentérico®%11,
Manifestaciones clinicas

Las afirmaciones anteriores sugieren el compromiso de todos los érganos y sitemas del
cuerpo humano, de aqui que a méas de ser una enfermedad atendida por la especialidad de
reumatologia las demas especialidaes la tratan en dependencia de las manifestaciones
clinicas a nivel mucocutaneo, del sistema musculoesquelético, renal, neuropsiquiatrico,
cardovascular, pulmonar, digestivo, oftalmologico, digestivo, hematologico, debilitando o
modificando el sisteme inmunologico y con ello la aparicibn o agravanmiento de

enfermedades infecciosas o neoplasicas’* 1>2.,

La inexistencia de manifestaciones clinicas o analiticas patognomdnicas ha permitido al
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) disefiar un conjunto de criterios de clasificacion
que son utilizados como instrumentos de diagnostico mismos que fueron revisados y
validados por la Systemic Lupus International Collaborating Clinics Group conocido por sus
siglas en inglés SLICC (cuadro 1); por ello el paciente debe reunir cuatro criterios, de ellos,
al menos uno debe ser clinico y otro inmunoldgico o presentar nefritis lUpica demostrada
mediante biopsia en presencia de ANA o de anti- dSDNA'?, sin embargo, aunque el
cumplimiento de estos criterios de clasificacion implica la presencia de la enfermedad, en
ocasiones, se da el caso de pacientes diagnosticados sin que cumpla un determinado conjunto

de estos criterios®.

Cuadro 1. Criterios clinicos e inmunologicos del LES

Criterios clinicos Definicion

Erupcién malar Eritema fijo sobre la region malar que tiende a respetar
los pliegues nasolabiales.

Erupcidn discoide Erupcién Eritematosa en parches con queratositosis y
oclusion folicular.

Fotosensibilidad Erupcidon cutdnea como resultado de una erupcion

inusual a la luz solar.




Ulceras orales

Artritis

Serositis

Compromiso renal

Compromiso neuroldgico

Compromiso hematoldgico

Laceraciones orales o nasofaringe usualmente
indoloras.

Artritis no erosiva que compromete dos 0 mas
articulaciones  periféricas  caracterizadas  por
sensibilidad a la palpacion edema.

a. Pleuritis

b. Pericarditis

a. Proteinuria persistente mayor 0.5 gramos/dia

b. Cilindros Celulares, granulosos

a. Convulsiones

b. Psicosis

a. Anemia hemolitica autoinmune

b. Leucopenia < 4000 X mm3

(@]

. Linfopenia < 1500 x mm3

o

. Trombocitopenia < 100,000 mm3

ANA

Anti-dsDNA

CRITERIOS INMUNOLOGICOS

Tiene una sensibilidad del 98-100% para el LES, pero
bajo especificidad entre el 10 — 40% (hasta un 13% de
la poblacion sana puede tener ANA positivo en valor de
1:80; también se debe tomar en cuenta en otras
enfermedad autoinmunes, reumatoldgicas, infecciones
cronicas, enfermedades linfoproliferativos,
medicamentos, y en adultos mayores); por tanto, se
considera clinicamente relevante un titulo de ANA igual
0 superior a 1:160

Positivo mediante la utilizacion de
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) con sustrato de
Crithidia luciliae!*.

Niveles altos de anti-dsDNA, asociados a menudo a
hipocomplementemia, se correlacionan con la actividad

del LES, asi como con la presencia de nefritis lUpica




Anti- Sm Altamente especifico para el LES, pero es hallado solo
en 25% de los pacientes con LES™.

Anticuerpos Anticoagulante Iupico

antifosfolipidos Anticardiolipina a titulo medio o alto (IgG , IgM ,IgA)
(cualquiera de los

siguientes)

Patrones de fluorescencia EI patron homogéneo o difuso es un patrén producido
de los ANA por anticuerpos dirigidos contra las histonas.
El patron periférico es producido por anti-dsDNA cuyos
antigenos pueden ser
a. Anti-DNA nativo, relacionado con la estructura
doble hélice del DNA, considerados los mas especificos
del LES
b. Anti-DNA bicatenario que se dirige contra el
esqueleto del DNA
C. DNA monocatenario, desnaturalizado, que
reaccionan contra las bases de los acidos nucleicos.
El patron moteado o granular es un patron de los
anticuerpos contra la ribonucleoproteinas®®.
Complemento bajo C3
C4
CH50

Tes de Coobms directo Positivo

Autor: Morocho Olmedo Erika Mariela (2020)

Fuente: Modificado de Systemic Lupus International Collaborating Clinics Group®?.

Biomarcadores para determinar Lupus eritematoso

Estudios realizados por Méndez, Hernandez, Enriquez, et al'’, encontraron que las
alteraciones inmunoldgicas propias de la enfermedad incluyen autoanticuerpos, formacion y
deposicidn de complejos inmunes, mismos que se encuentran elevadas en sangre, quizas por
ello, la elevacion de la velocidad de sedimentacion globular (VSG), presente en el 50-94%

de pacientes, determinada por el método de Wintrobe y el método microhematocrito son



pruebas Utiles, baratas y sencillas para evaluar la respuesta inflamatoria durante la fase aguda
de varios padecimientos inflamatorios o sistémicos, pero considerado un indicador de

actividad sensible pero poco especifico®®.

Otros autores como Turnier et al, le confieren gran importancia al examen de orina en busca
de biomarcadores no invasivos para detectar actividad de la nefritis lUpica como son el caso
de las proteinas que se elevan durante la enfermedad activa sobre todo la SI00A4 que predice
el dafio renal®®, al mismo tiempo la creatinina y la proteinuria en 24 horas también son un
predictor de la actividad renal sobre todo por su relacion con el filtrado glomerular, de tal
forma que el aumento de la albumina y la proteina en 24 horas son pronosticas de la
evolucion de la enfermedad independientemente del tiempo de evolucion de la

enfermedad®.

Los niveles de proteina C reactiva se encuentran elevados de forma moderada. Es frecuente
encontrar hipoalbuminemia, Por ello los criterios resaltan la importancia de los estudios de
laboratorio (cuadro 2) para establecer o descartar el diagnostico, dentro de ellos, es de
destacar la biometria hematica completa, el recuento plaquetario, el examen general de orina

y la concentracion sérica de creatinina o urea en la toma de decisiones médicas®®.

Cuadro 2. Estudios de laboratorio

ANALISIS DE SANGRE

VSG Elevada
Proteina C-reactiva  Frecuentemente normal o solo ligeramente elevada
Quimica sanguinea  Aumento de la creatinina
Aumento de la urea en el suero (en nefritis IUpica);

Hipoalbuminemia

ORINA
Orina Proteinuria (en un 95 % de pacientes con nefritis IUpica; puede
ser de caracter nefrético)
Hematies dismorficos, cilindros eritrocitarios, leucocitarios
y granulosos (el denominado sedimento activo), Raramente

hematurial’.




Autor: Morocho Olmedo Erika Mariela (2020)

Fuente: Medicina Interna Basada en Evidencia®®.

La presencia de autoanticuerpos (ANA), inmunoglobulinas que reaccionan con componentes
propios, son una de las sefias de identidad del LES caracterizada por su gran variedad, hasta
180 especificidades diferentes probablemente la cifra mas alta dentro de las enfermedades
autoinmunes, aunque solo algunas son comunes®®, Los autoanticuerpos mas importantes se
dirigen frente a antigenos nucleares. La mayoria de los pacientes presenta ANA en algln
momento de la evolucidn. La deteccion de ANA constituye el hallazgo analitico més
caracteristico que la define debido a su positividad en un porcentaje alto de estos pacientes?,
sin embargo, son inespecificos ya que se pueden encontrarse en otras patologias autoinmunes
organo-especificas, de tipo infecciosa cronica, linfoproliferativos e incluso en un grupo de
personas en las cuales se encuentran, ancianos, mujeres, familiares de primer grado de
consanguinidad de paciente con padecimiento reumatoldgico y anticuerpos antinucleares
positivo, por ello, la presencia aislada de ANA sin manifestaciones clinicas acompariantes
no debe ser utilizada como prueba diagnostica debido a su presencia en otras inmunopatias
como el Sindrome de Sjogren, la Esclerosis Sistémica Progresiva y la Polimiositis, entre

otras?.

Hargraves y colaboradores en la década del 40 del siglo pasado descubrieron la célula LE o
célula del lupus al encontrar una célula fagocitica del sistema inmune, macréfago o
neutrofilo, con la propiedad de fagocitar el material nuclear desnaturalizado de algin otro
tipo de célula que les permitio sefialar el caracter autoinmune de la enfermedad y mostrar la
existencia de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos especificos del ndcleo celular?.
Actualmente Soliman WM et al, encontraron una relacion entre neutrofilos a linfocitos y la
proporcion de plaquetas a linfocitos como marcadores inflamatorios Utiles para evaluar la
actividad de la enfermedad en pacientes con lupus; al mismo tiempo que refleja la posible
afectacion renal al encontrase asociada con las diferentes clases de su estadificacion

histologica®*.

Estas pruebas disponen de una coleccion particular de anticuerpos que ayuda a establecer el
diagnostico y el prondstico de la enfermedad, en relacion a ello, la descripcion de los
diversos ANA, realizada a lo largo de la Gltima década ha permitido establecer una coleccion

de autoanticuerpos propios para enfermedades reumatoldgicas®® de origen inmunoldgico
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incluso con nuevas propuestas de reactivos como es el caso de la materia prima 15/174 de

referencia de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para anticuerpos anti- dSDNAZ,

Otro tipo de anticuerpos antinucleares son los anti-ADN, los mismos son inmunoglobulinas
dirigidas contra el ADN puro o en complejo con proteinas como lo son las histonas. Estos
anticuerpos son un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas que tienen distintas
especificidades, se clasifican en anti- SSDNA (ADN de cadena simple) y anti- dSDNA (ADN
de cadena doble). Los anti- sSDNA son los anticuerpos que generalmente se identifican con
mayor frecuencia, sin embargo, debido a su baja especificidad tienen muy poca relevancia
clinica por ello, los anticuerpos anti- dsDNA, tienen mayor importancia clinica debido a su

alta especificidad*.

Para la deteccidon de estos anticuerpos se han desarrollado distintas técnicas especiales, entre
ellas las més utilizadas son la técnica inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando el
organismo flagelado Crithidia luciliae también conocido como CLIFT?', aglutinacion por
latex,y ELISA?8, Cada una de estas pruebas tiene distinta sensibilidad y especificidad, siendo
la IFI la que presenta mayor especificidad (97,2%) y con mayor sensibilidad (70,6%). La
prueba por ELISA presenta una sensibilidad intermedia (55,8%) con mayor especificidad
(92,5%)?".

Dentro de ellas se le considera a lainmunofluorescencia indirecta como la técnica més exacta
por ser un examen de facil realizacion (anexo 1), relacionada con la experiencia del
observador, con una alta sensibilidad en la detecciobn de anticuerpos antinucleares,
anticuerpos anti-DNA, anti- dsDNA y anti-smith entre otros. Consiste en incubar suero del
paciente en distintas diluciones, con células epiteliales humanas de estirpe neoplasica
(células HEP-2) o tejidos sustrato (Crithidia luciliae o neutréfilos), montados en un

portaobjeto®°.

Para la preparacion del buffer se diluye un sobre de PBS en un litro de agua destilada y se
agrega un frasco de tween 20, se agita suavemente. Para la preparacion de la muestra (suero),
se diluyen 990 ul de buffer con 10 ul de muestra (1:100), se homogeniza los tubos en el
vortex por aproximadamente 5 segundos procediendose a colocar 30 ul de suero diluido
inmediatamente, asegurandose que coincida la ranura de la placa; se incuba durante 30

minutos. Se lava con el buffer, enjuagando la ldmina previamente y luego dejandola por 5



minutos en el frasco Coplin. Se carga 30 ul de conjugado correspondiente al kit Hep 20-10
Euroimmun AG en cada cuadrante de placa Tray. Se coloca inmediatamente la impronta
correspondiente asegurdndose que coincida la ranura de la placa. Se incuba durante 40
minutos, protegiendo de la exposicion a la luz. Luego se lava usando el buffer, enjuagando
la lamina previamente, dejandola por 5 minutos en el frasco de Coplin. Se agregar una gota
de glicerol y se coloca la lamina cubreobjetos. Se observa al microscopio de fluorescencia
con el objetivo de 40X. Sus resultados se expresan como positivos 0 negativos en
dependencia de diferentes diluciones 1/40, 1/80, 1/160 de tal manera que a mayor dilucién

mayor sera lo posiblidad de afectacion®.

Otro procedimiento diagnostico utilizado en la deteccion de autoanticuerpos es el método
Enzyme Linked Immunosorbent Assay, de facil procesamiento y generalmente
automatizado lo que permite realizar un mayor nimero de exadmenes, barato y menos
operador dependiente. Mas conocido como ELISA, por sus siglas en inglés; se basa en la
unién antigeno-anticuerpo mediante la incubacion del suero del paciente en un pocillo en
cuyas paredes se encuentra adherido el antigeno especifico, luego se lava quedando en el
pocillo sélo los anticuerpos que se han unido al antigeno. Después se utiliza un segundo
anticuerpo con sustrato colorimétrico dirigido contra la porcion Fc de la Ig (anti 1gG, IgM,
IgA o polivalentes) que se uniria al anticuerpo del paciente produciendo una determinada

intensidad del color que se traducen en mayor concentracion sérica del autoanticuerpo?.

Como hemos comentado, la composicién de los ANA es muy heterogénea. Con las técnicas
descritas, se detectan combinaciones variables de ANA pertenecientes a mas de 100
especificidades antigénicas, no sélo nucleares, sino también citopldsmicas. Los antigenos
reconocidos (cuadro 3) son sobre todo proteinas, complejos macromoleculares, complejos
proteina-acido nucleico y éacidos nucleicos. La mayoria de los ANA tienen como diana
complejos proteina-RNA o proteina-DNA.

Cuadro 3. Principales autoanticuerpos para el diagnostico y clasificacién del LES

Autoanticuerpo Sensibilidad  en Especificidad en Presencia en otras
LES (%) LES (%) enfermedades
ANA Hep-2, IFI 98 Baja Variabilidad (15-25%)



Anti-dsDNA 70-80 95 Infrecuentes

Anti-histiona 50 Baja LIF, SSc, Artritis
juvenil

Anti-C1q 30 Baja Sjogren

Anti Sm 30-40 70 Vasculitis por IC

Anti- Ro/SSA 40 Baja Sjogren, LE Cutaneo,
SSc

Anti-La/SSB 20 Baja Sjogren

Anti- ULRNP 20 Baja EMTC

Factores 20 Baja AR, Sjogren

reumatoides

Anticardiolipina 20 Baja SAP primario

19G

Anticardiolipina 10 Baja SAP primario

IgM

Anticoagulante 10 Baja SAP primario

lUpico

Autor: Morocho Olmedo Erika Mariela (2020)
Fuente: Adaptado de Yaniv G et al®Z.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta. LIF: Lupus inducido por farmacos. SSc: Esclerosis
sistémica. IC: Inmunocomplejos. EMTC: Enfermedad mixta del tejido conectivo. AR:
Artritis reumatoide. SAP: Sindrome antifosfolipido.

Las afirmaciones anteriores presuponen que son los anti-dsDNA las claves para el
diagndstico y seguimiento del LES. Estan presentes en el 70% (60-83%) de pacientes. Su
especificidad alcanza el 95%-97%3L. Si un test de ANA es negativo, no se suele indicar la
realizacion de un test de anti-dsDNA, excepto si la sospecha clinica es elevada. Los anti-
dsDNA poseen una especial utilidad para la confirmacion del diagnostico en pacientes con
clinica sugestiva de la enfermedad.

La explicacion detallada de las pruebas diagnosticas es imprescindible y necesaria dentro de
cualquier centro de salud, hospital, clinica o laboratorio clinico. Su importancia radica en

10



lograr una adecuada interpretacion de los resultados encontrados que corrobore o deseche
un determinado diagnostico que a su vez servird para implementar un adecuado tratamiento
y seguimiento de la enfermedad en caso de ser necesario; en el particular se destacan las
pruebas de laboratorio de tipo inmunoldgico debido a la inexistencia de una determinada
prueba para el diagnostico del LES de tal manera, algunos pacientes pueden tardar un tiempo
relativamente largo para ser detectados®, por ello nos hacemos la siguiente pregunta.
¢ Cudles seran los requerimientos procedimentales para el diagnostico de Lupus Eritematoso

Sistémico?

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad cada vez mas frecuentemente
diagnosticada en nuestros hospitales, lo cual permite su tratamiento, seguimiento y control
oportuno, es precisamente, el desarrollo alcanzado por los laboratorios clinicos en los
diferentes procedimientos para su deteccién temprana quien ha permitido que deje de

considerarse una enfermedad rara.

Estudios realizados muestran que no existe una prueba capaz de diagnosticar la enfermedad,
sin embargo el avance vertiginoso relacionado con el papel de los anticuerpos antinucleares
como criterios inmunologicos del LES como son los casos de Anti-dsDNA y Anti-Sm, los
anticuerpos antifosfolipidos y la prueba de Coombs sin dejar a un lados aquellos examenes
de rutina que tanto informan sobre la enfermedad si se tienen en cuenta, de aqui la
importancia de realizar esta revision bibliografica que permita ampliar conocimientos
relacionados con estas técnicas asi como conocer los avances actuales experimentados en
torno a los criterios actuales de clasificacion que admitan obtener herramientas adecuadas

que eleven la calidad de vida de las personas enfermas.

Considerando esta problematica la presente investigacion plantea como objetivo determinar
los requerimientos procedimentales para el diagndstico de Lupus Eritematoso Sistémico, en

base a la literatura actual publicada.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

La metodologia utilizada durante la investigacion se centrd tanto en el método deductivo
como en el inductivo en funcién de la bdsqueda, estudio, seleccion y comparacion de
articulos cientificos relacionados con la tematica, para lo cual se tomd en cuenta las
publicaciones aparecidas en bases de datos cientificas de los ultimos cinco afios los mismos
se concentran en las dos variables de estudio; independiente (requerimientos
procedimentales y dependiente (Lupus Eritematoso Sistémico) de una manera armonica
ademas, se adapt6 el método cientifico en esta investigacion desde el momento que la
seleccion de la informacion se adquirié de diversas fuentes bibliogréficas con un buen apoyo

cientifico.

La poblacién en estudio se conformo por la totalidad de 801 articulos cientificos. Se abordd
principalmente informacion referente a los requerimientos procedimentales para el
diagndstico de lupus eritematoso sistémico, publicados en revistas indexadas en base de
datos regionales y de impacto mundial entre las que se ubican Scielo, Google Académico,
PubMed, Web of Science y Elsevier, publicadas durante el periodo comprendido entre el
afio 2015y 2020.

INCLUSION
Se incluyen en este estudio

e Publicaciones de los ultimos cinco afios en revistas indexadas, investigaciones,
articulos cientificos y revisiones bibliograficas tanto fisicos como digitales.

e Articulos que hagan referencia a los requerimientos procedimentales para el
diagnostico de lupus eritematoso sistémico.

e Articulos relativos al lupus eritematoso sistémico en nifios, mujeres, hombres u
ancianos.

e Articulos sobre Enfermedades autoinmunes.

e Articulos relacionados con técnicas de enzimoinmunoanalisis y anticuerpos
antinucleares en el diagnostico del LES.

e Articulos concernientes a anticuerpos antinucleares  detectados  por
inmunofluorescencia indirecta (IF1) para el diagnostico del LES.
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e Articulos referidos a ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en el
diagnostico del LES.

e Articulos que hagan referencia a estudios de laboratorio como, hematologia, quimica
sanguinea y orina en el diagndstico del LES.

e Articulos publicados en idioma inglés o en idioma espariol.

e Articulos publicados durante el periodo 2015-2020.
EXCLUSION
Fueron excluidos investigaciones.

e Articulos cientificos y revisiones bibliograficas fisicos como digitales en los cuales
su contenido cientifico no presentaba contribucion reveladora concerniente con el
LES.

e Articulos que no contribuyeron con la informacion necesaria sobre requerimientos

procedimentales para el diagnéstico de LES.
e Atrticulos de revistas y libros incompletos.
e Atrticulos que no estén fundamentados en reglamentos éticos de investigacion.

e Articulos cientificos, revisiones bibliogréficas, tesis y libros tanto fisicos como

digitales publicados en sitios web que no tengan respaldo cientifico.

e Articulos que se encuentren fuera del limite de tiempo estipulado para ser tomados

en cuenta.
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ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA

El proceso de recopilacidn y seleccion de la informacion se realizo basado en conocimientos
cientificos sobre requerimientos procedimentales para el diagnéstico de lupus eritematoso
sistémico, a partir de aqui, los resultados nos proporcionaron: PubMed, Web of Science,

Scielo, Elsevier, Google Académico.

Esta investigacion utiliza el nivel descriptivo porque se obtuvo informacion relacionada con
el LES, determinando los requerimientos procedimentales necesarios para su diagndstico

planteada en fuentes cientificas.

El proyecto de investigacion presenta un disefio bibliografico ya que se logré la seleccion y
recopilacién de informacion valiosa sobre el tema, el mismo que fue sacado de libros,

articulos cientificos, revistas y revisiones sistematicas.

El tipo de investigacion es transversal desde el momento que se busco la informacion
relacionada con los requerimientos procedimentales para el diagnostico del LES en la

bibliografia revisada concerniente al periodo de junio-agosto del 2020.

Mediante un proceso de distincion y diferenciacion se sigui6 un trayecto desde lo mas simple
a lo mas complejo, para lo cual se considerd necesario aplicar el método analitico en la
investigacion con la finalidad de trazar un mismo camino (sintesis y analisis) que permita
una mejor interpretacion clara de su estructura, mientras que con el método inductivo se
pudieron obtener conclusiones generales a partir de deducciones particulares

distinguiéndose cuatro pasos esenciales: la basqueda, analisis, exclusion, seleccion.

Para realizar la busqueda bibliografica se formulé como problema de investigacion la
determinacién de los requerimientos procedimentales para el diagnostico de Lupus
Eritematoso Sistémico en base a la literatura actual publicada utilizando para ello las
palabras lupus eritematoso sistémico, enfermedades autoinmunes, enzimoinmunoanalisis;
anticuerpos antinucleares y diagnostico utilizando operadores booleanos como AND, OR y
NOT, en donde el uso de “AND” fue de mayor relevancia para obtener informacion mas
especifica sobre el tema (cuadro 1). También se realiz6 la busqueda de documentacion en
fuentes secundarias: libros, articulos de revision, diccionarios, asi como tesis y articulos de

fuentes primarias, las cuales aportaron a la investigacion, utilizando parametros especificos
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de busqueda como: cronologia, publicaciones en inglés y espafiol, y utilizacidn de sindnimos
para ampliar la cobertura. Ademas, convirtiendo los resultados en gestores para futuras

investigaciones en laboratorio clinico e histopatoldgico.

Inicialmente se buscaron articulos cientificos procedentes de revistas indexadas tanto en
idioma espafiol como en inglés sobre requerimientos procedimentales para el diagnéstico de
lupus eritematoso sistémico, para lo cual se seleccionaron buscadores confiables de la web
en el &rea de medicina, PubMed, Web of Science, Medline, Scielo, LILACS, Elsevier,

JAMA, Redalyc y Google Académico. (ilustracion 1)

Después de revisada la poblacion estudiada y organizada la informacion se obtuvieron 801
articulos, de los cuales 246 pertenecen a PubMed; 220 a Scielo; 126 a Medline; 84 Elsevier;
78 a JAMA,; 35 a Web of Science; 46 a Google Académicoy 14y 12 a Redalyc y LILACS

respectivamente.

Fueron desechados 588 articulos que no tenian mayor aporte cientifico en la investigacion
debido a ser resimenes 0 sin acceso por ser de pago, otros 135 por carecer de criterios éticos
0 ser publicados con una data superior a los cinco afos también fueron eliminados.
Finalmente, del total de 78 articulos considerados con valor para realizar la investigacion

fueron excluidos 26 por tema, resumen y conclusiones.

Para la seleccion de la muestra se realizd una revision bibliografica segun criterios de
inclusién ,52 articulos distribuidos de la siguiente manera: Scielo (19), Web of Science (9),
PubMed (8), Elsevier (7), Google Académico (4), Redalyc (2), JAMA (2) y Medline (1)

mismos que fueron analizados, parafraseados y citado con normas Vancouver.

La investigacion es de tipo documental bibliografica por lo cual no habra ninguna interaccion
de la poblacién utilizada. Una investigacion con personas, grupos vulnerables o animales
son un reto ético en cualquier investigacion, en tal sentido, la poblacién estudiada son
personas con una determinada vulnerabilidad en su condicion de salud, que de una u otra
forma pueden salir dafiadas por ser participe de una investigacion, sin embargo, es necesario
indagar, estudiar, analizar y conocer sobre ellas, en su defecto en la especie animal designada

para tal objetivo.
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Los documentos, revistas, articulos cientificos tanto digitales como fisicos se fundamentan
en modelos y reglamentos éticos, para ello nos aseguramos de que aquella poblacion que
participé en las investigaciones poseyera las garantias necesarias de no verse afectada, ello,
salvaguarda la propiedad intelectual de los autores, respecto a sus teorias y procedimientos

mencionandolos y citdndolos de manera correcta.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

¢Cudles seran los requerimientos
procedimentales para el diagndstico
de Lupus Eritematoso Sistémico?

$ /]

Determinar los requerimientos
procedimentales para el
diagnostico de Lupus Eritematoso
Sistémico, en base a la literatura
actual publicada

Identificacion de conceptos

(lupus eritematoso sistémico,
prevalencia, incidencia,  etiologia,
sintomas, diagndstico clinico,

diagnostico de laboratorio, técnicas de

Bisquedas de fuentes de diagnostico, anticuerpos antinucleares)
informacién
| Eleccién del idioma:
espafol, inglés
Base de datos cientificas:
Scielo, Google Académico, REVISADAS

PubMed, Web of Science y
Elsevier

Cumple con los criterios de
inclusion: 78
Contiene informacion util para el
desarrollo del proyecto de los
altimos 5 afios para articulos
cientificos, de base de datos

reconocida

Articulos seleccionados: 52

Scielo (19), Web of Science (9),

PubMed (246); Scielo (220); Medline
(126); Elsevier (84); JAMA (18);
Web of Science (35); Google
Académico (46) y Redalyc (14) y
LILACS (12)

N

Aplicar criterios de inclusion y exclusion
para la seleccién de articulos y libros

v

No cumple con los criterios de inclusion:26
No tienen respaldo cientifico, se encuentren
fuera del limite de tiempo reconocido, sin
contribucion reveladora concerniente con el
tema de investigacion y aquello que sean de
pago, estén incompletos 0 no estén
fundamentados en reglamentos éticos de
investigacion.

J

PubMed (8), Elsevier (7),
Google Académico (4),
Redalyc (2), JAMA (2) y
Medline (1)

Andlisis, parafrasco de la

informacion y cita con normas
Vancouver: 52 articulos

Articulos excluidos
Scielo (19), Web of Science (8), PubMed
(8), Elsevier (7), Google Académico (4),
Redalyc (2), JAMA (2) y Medline (1)

llustraciéon 1. Diagrama de flujo

N

Descartar Articulos: 26
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CAPITULO IIl. DESARROLLO

De conformidad con los objetivos de la investigacion, fueron seleccionados 52 documentos
procedentes de fuentes confiables de la web en el area de medicina; de acuerdo a la busqueda
bibliografica, se identificé que el pais con mayores articulos publicados en Cuba (15,38%),
seguido por estados Unidos (11,53%) y Espafa (7,69%), tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Relacion de paises con mayor produccion cientifica sobre LES.

Paises Publicaciones Porcentajes
Ecuador 2 3.84
Espafa 4 7.69
Cuba 8 15.38
Estados Unidos 6 11.53
Argentina 2 3.84
Alemania 1 1.92
Perd 3 5.76
Singapur 1 1.92
Chile 2 3.84
Egipto 1 1.92
Colombia 4 7.69
Israel 1 1.92
Meéxico 3 5.76
China 2 3.84
Paises Bajos 1 1.92
Reino Unido 2 3,84
Paraguay 1 1.92
Canada 1 1.92
Dinamarca 1 1.92
India 1 1.92
Serbia 1 1.92
Costa Rica 1 1.92
Varios de A. Latina 3 1.92
Total general 52 100,00%
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Tabla 2. Sintomas por género

Género Sintomas Autor

Hombres Fiebre, pérdida de peso o malestar general, Alban J et al
debilidad, artralgias y/o mialgias en articulaciones (2020)
de manos y rodillas, tendinitis y tenosinovitis; otros
sintomas a tener en cuenta son: pleuritis, neumonias
graves e insuficiencia respiratoria, lesiones
cardiacas, hipertensién, dafio renal y accidentes
cerebrovasculares.
Mujeres Es frecuente encontrar en este tipo de pacientes Pons B et al
debilidad, la fatiga, febricula o fiebre y la pérdida (2018)
de peso, también es frecuente manifestaciones de
especificas de tipo mucocutaneo con eritema malar
localizadas en las mejillas, puente de la nariz, la
frente, alrededor de los ojos, cuello y escote que
pueden agravarse o exacerbarse por medio de la luz
solar durante las primeras 24 h de la exposicion,
caida del cabello, ulceras en la mucosa oral o nasal

y erupciones entre otras.

La tabla 2, muestra como el LES afectar a hombres y mujeres, en tal sentido, varios
autores>58 refieren que la enfermedad es mas frecuente en el sexo femenino con una
proporcion de 8:1°, de tal manera, que las hace mas vulnerable a la enfermedad. Ante estos
hallazgos, podemos considerar de gravedad el impacto de la enfermedad sobre maltiples
aspectos en estas personas debido a la prolongacion de la enfermedad en la medida que

comience a edades mas tempranas®.

Estudios realizados durante el afio 2015 por Salen D et al®® y durante los afios 2015-2017
por el Grupo Latinoamericano de estudio del Lupus (GLADEL)33*3% encontraron sintomas
constitucionales, como fiebre, pérdida de peso o malestar general frecuentes en hombres, sin
embargo, la enfermedad tiene mayor prevalencia en mujeres jovenes, afroamericanos,
hispanos, caucasicos y asiaticos, siendo ademas mas graves en estos grupos étnicos debido
a factores genéticos, econémicos y culturales.
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De igual manera, en individuos con predisposicion genética se produce una alteracion del
sistema inmunoldgico que conduce a una activacion policlonal de células B y produccion
excesiva de autoanticuerpos frente a maltiples antigenos, sobre todo, componentes nucleares
que intervienen en la variabilidad, impredecibilidad, recurrenciay renitencia de los sintomas,
por demas, con fases de exacerbacion o mayor actividad denominadas brotes, seguidos de
periodos de remision®®, por lo cual, la enfermedad afectara entre el 80 y 90% de las mujeres
y el 10% de los hombres®; estudios realizados por Hermansen ML et al®’, en Dinamarca
durante 1995-2011 y por Ress F et al®, en Reino Unido durante el periodo 1999-2012
encontraron una prevalencia del 86% y una incidencia del 2,3 y del 4.91 por cada 100.000 a

predominio femenino en cada estudio.

Tabla 3. Sintomas por grupos vulnerables

Grupo Sintomas Autor

Neonato Se caracteriza principalmente por bloqueo auriculo- MSP (2013)
ventricular completo (BCC) o parcial, rash
discoide, fotosensibilidad, hepatoesplenomegalia,
miocarditis y pericarditis.

Nifos y La presentacion inicial incluye a menudo sintomas Pons B et al

adolescentes constitucionales inespecificos, como fiebre, (2018)
alopecia, fatiga, pérdida de peso vy
hepatoesplenomegalia

Mujeres jovenes  Pérdida de peso o malestar general, debilidad, Prieto  Yuste
fatiga, febricula o fiebre y la pérdida de peso, (2019)
también es frecuente manifestaciones de especificas
de tipo mucocutaneo con eritema malar localizadas
en las mejillas, puente de la nariz, la frente,
alrededor de los ojos, cuello y escote

Embarazadas Sintomas leves. Enfermedad renal y mayor Armas Merino
probabilidad de HTA y preeclampsia R (2019)
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Adultos mayores  Enfermedad cerebrovascular, enfermedad renal, Lloyd P et al,
manifestaciones cutaneas, manifestaciones (2016)

pulmonares

La tabla 3, muestra como el LES puede afectar a cualquier persona, de tal manera, que los
hace méas vulnerable a la enfermedad como es el comienzo inespecifico e insidioso en de
nifos y adolescentes, aunque con menor actividad, pudiendo encontrarse en gemelos
monocigéticos o en aquellos con un patron heredable®. Su espectro clinico no es muy
diferente del observado en pacientes adultos jévenes donde la enfermedad esta caracterizada
por presentar manifestaciones de tipo articulares, sequedad de ojos y boca con pocas
afectaciones de las mucosas o de la piel y de 6rganos mayores, sobre todo en lo referente al
dafio renal, quizas la baja prevalencia de la enfermedad en estas edades, contribuye al retraso
en su diagnostico y correcto tratamiento al confundirla y/o tratarlas como otras enfermedades

frecuentes en edad pediatriatica'®?,

En este sentido se destaca el estudio GLANDEL que recluté 1480 pacientes multiétnicos
(mestizos, afrolatinoamericanos, caucasicos y otros) diagnosticados dentro de los dos afios
del momento de inscripcion en 34 centros latinoamericanos con experiencia en el
diagnostico y manejo de esta enfermedad. El estudio del encontro efectos sobre la fisiologia,
el desarrollo y la esfera psicosocial de estas personas incluyendo, inicialmente, sintomas
constitucionales inespecificos como, fiebre, alopecia, fatiga, pérdida de peso y
hepatoesplenomegalia también, durante el curso posterior de la enfermedad®, al mismo
tiempo, indican que la aparicion de lupus tipo discoide reduce el riesgo de una mayor nefritis
IUpica en pacientes con LES, independientemente de otros factores como la edad, la etnia,

la actividad de la enfermedad y el dafio organico®.

Es en una mujer joven donde, generalmente, ocurren las manifestaciones tipicas de la
enfermedad, en este sentido encontramos toma del estado general, representado por
artralgias o artritis, fiebre, Glceras en las mucosas, alopecia y lesiones cutaneas diversas; lo
maés frecuente durante este periodo es la fotosensibilidad y el eritema sobre las mejillas y el
dorso de la narizt®®°3% durante esta etapa del crecimiento y desarrollo de la mujer puede
ocurrir la influencia negativa del embarazo; en aquellas mujeres enfermas, las evidencias
actuales hacen referencia a la posibilidad de una reactivacion del LES relacionada al grado

de actividad lGpica previo al embarazo, esta reactivacion puede ocurrir en cualquier
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momento del embarazo, pero es mas frecuente durante el primer trimestre y el puerperio

pudiendo aumentar la frecuencia de abortos, prematuridad o lupus neonatal®

Cuando aparece en adultos mayores de 60, incluso de hasta 80 afios, se encuentran

manifestaciones articulares, pero menos frecuentes que en pacientes jovenes. Los sintomas,

durante este periodo, son dificiles de interpretar por la intervencion de otras patologias

propias de la senectud, sin embargo, es frecuente encontrar alrededor de los 50-60 afos

enfermedades de tipo cerebrovascular y renal relacionadas con la hipertension arterial,

manifestaciones cutaneas, pulmonares, xeroftalmia y queratoconjuntivitis

Tabla 4. Técnicas utilizadas para el diagnostico del LES

34,35

Titulo Autor Tipo de estudio Poblaci Resultados
Caracterizacio6 Méndez  Exploratorio, Los niveles de
n de citocinas Flores S, observacional y VSG, de
y células Hernand transversal anticuerpos
efectoras | ez Anti-dsDNA,
reguladoras en Molina fueron mas altos
la G, en pacientes con
fisiopatologia  Enriquez lupus
del lupus AB, et al eritematoso
eritematoso cutaneo en
cutdneo:  un comparacion
estudio con los
transversal pacientes  con
lupus
eritematoso
discoide.
Cocientes Laguard Proteinuria  Mejor
urinarios eMetal. correlacional correlacion P/C-
Proteina- albuminuria P24h para
Creatinina y Proteina/Creati en orina de P24h>300
Albldmina- mg/24h que para
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Creatinina en primera orina de

pacientes con la mafiana vy

lupus Proteinuria de

eritematoso 24 horas (P/C-

sistémico P24h).

Importancia Blanco  Estudio 60 Proteinuria
de los valores Mesa et analitico en 24h

de proteinuria al. transversal

para el

diagnostico de
la nefropatia
asociada  al
lupus

eritematoso

sistémico

Determinacion Marquez Descriptivo 407 Velocidad
de VSG: M y de
comparacion ~ Chacon Sedimentaci
de los J on Globular
métodos  de (VSG) por
Wintrobe vy el método
microhematoc Wintrobe
rito

P24h<300mg/2
4h

La proteinuria
de 24 horas
estimada de la
razon
proteinas/creati
nina puede
indicar la
presencia de
nefropatia
lupica incluso
cuando el FG es
mayor o igual
que 60
mL/min/m2
Técnica
relativamente
facil. Los
resultados son
obtenidos en un
periodo de
tiempo corto y

alta positividad.

La tabla 4 describe las técnicas utilizadas para diagnosticar el lupus eritematoso sistémico

entre las que se destacan las de tipo convencional como la quimica sanguinea, el analisis de
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orina en busca de proteinas y albumina, la velocidad de sedimentacion globular hasta
técnicas mas especificas como la inmunofluorescencia y la ELISA. Investigadores como
Laguarde y Mesa destacan la concentracion de proteinas y albumina en orina como actividad
del LES o dafio renal, otros como Mendez y Marquez prefieren utilizar la técnica de ELISA

para determinar por anti-dsDNA.

Aungue existe una variabilidad de investigaciones publicadas relacionadas con
requerimientos procedimentales para el diagndstico de lupus eritematoso, no existe un
proceder que se encuentre validado para su prediccion, quizas por ello, existen un conjunto
de procederes realizados en el laboratorio que ayudan al médico a establecer o descartar su
diagndstico, tales como la biometria hematica, la velocidad de sedimentacion, proteina C
reactiva, la quimica sanguinea el recuento plaquetario y el examen de orina, la concentracion

sérica de creatinina o albumina®.

Estudios realizados por Laguarde M et al*® y Blanco Mesa et al*!, encuentra que niveles altos
de proteinas en orina expresan dafio renal en pacientes enfermos de lupus eritematoso,
incluso, con un filtrado glomerular mayor a 60mL/min/m?, del mismo tiempo que la relacion
proteina creatina en 24 horas es mas predictiva de la enfermedad. Otros resultados
importantes son los obtenidos mediante la quimica sanguinea®=’ o los obtenidos mediante
la Velocidad de Sedimentacion Globular®® y la deteccion de anticuerpos por el método

ELISA o inmunofluorescencia®.

Tabla 5. Comparacion entre las técnicas IF1 y ELISA.

Titulo Autor Tipo de Poblaci6 Técnica Resultados

estudio n utilizad

a

Lupus Vindas Revision 18 IFly La ELISA no se
Eritematoso Angulo G, ELISA  recomiendaa
Sistémico con Salazar menos que exista
Anticuerpos Arias N, una concordancia
Antinucleares Beita de més del 90%
Negativo. Jiménez J, con el IFI
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Revision del Valverde
Tema Gomez M.
Patrones de Oliva
tincion de Menacho
anticuerpos et al.
antinucleares

identificados por
Inmunofluorescen

cia indirecta en

pacientes con

enfermedades del

tejido conectivo

Rendimiento Romero
diagnésticode la  Ruiz S,
prueba de Miranda

inmunofluorescen Ulloa E,

cia indirecta para  Bricefio
la deteccion de Espinoza
anticuerpos R.

contra HTLV-1

Cuantitativo 291 IFI

observacion
al,
descriptivo

y
transversal

Observacio 160 IFI

nal utilizan

prospectivo do

de Hep-2

evaluacion

La ELISA debe
ser confirmada
por IFI de
acuerdo a titulos
y patrén

Una discordancia
entre IFl'y ELISA
se corresponde a
un falso positivo.
Los anticuerpos
antinucleares
mediante IFI en
linea se considera
la prueba inicial
de laboratorio que
apoya el
diagnostico de las
enfermedades
autoinmunes por
su alta
sensibilidad
Mediante esta
técnica se pueden
determinar
anticuerpos
contra ds ADN,
histonas, ARN,
RNPn, SM, SS-A,
SS-B, puntos
nucleares,
centromeros,

membrana
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Ciento quince Severiche  Transversal
pacientes con Maury
lupus eritematoso DM et al

sistémico:
caracteristicas
clinicas e

inmunoldgicas

115

IFI
utilizan
do
Crithidi
a
lucillae

nuclear, nucléolos
(PM-SCL,
fibrilacion, ARN
polimerasa I,
NOR), SCL-70,
ciclinaly I,
fibras del huso,
cuerpo de los
centriolos.
Anticuerpos
contra ribosomas,
Jo-1,
mitocondrias,
aparato de Golgi
y actinia.
Diluciones > 1:20
de Anticuerpos
anti-ADN se
encuentran en el
80% de pacientes
con LESyse
asocia con dafio
renal, sin
embargo,
anticuerpos anti-
Sm, anti-RNP,
anti-Ro y anti-La
con valores > 20
U/ml no tiene
asociacion

significativa con
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Autoanticuerpos
como
biomarcadores de
actividad de la
enfermedad del
lupus eritematoso

sistémico

Interpretacion de
los
autoanticuerpos
en enfermedades

reumatolégicas

Consenso
internacional
sobre los patrones
de ANA (ICAP):
el camino lleno
de baches hacia
un consenso sobre

la presentacion de

Kokuina
E.

Méndez
Rayo T et

al.

Jan
Damoisea
ux et al

Revision

sistematica

Revision

sistematica

Taller

internaciona
|

93

124

IFI
ELISA

IFI

IFI en
células
Hep-2

la enfermedad ni
con el dafio renal.
Ambos métodos
son Utiles en la
deteccion de los
anticuerpos
dsDNA en el
LES. La IFI tiene
una especificidad
diagnostica alta y
la ELISA
variable; ambas
pueden dar
resultados falsos
positivos.

La
Inmunofluorescen
cia indirecta (IF1),
es un método
accesible en
muchos
laboratorios y
facil de
reproducir.

La introduccion
de células HEp-2
como sustrato
para ANA IFI
tiene la ventaja de
obtener
informacion sobre

patrones
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informes de nucleares y
resultados de patrones de
ANA celulas

citoplasmaticas y

mitoticas.
Evaluacion dela  Vancevska Ensayo 31 IFI El método basado
actividad de A, Nikolic clinico ELISA  en fluorescencia
desoxirribonuclea A, Bonaci- presenta una alta
sa en muestras de  Nikolic B, reproducibilidad,
suero de pacientes Skiljevic alta sensibilidad y
con lupus D, un costo
eritematoso Radojkovi relativamente
sistémico: método ¢ D bajo, lo que
basado en podria
fluorescencia proporcionar un
versus ELISA complemento a

los métodos

actualmente

disponibles

En la tabla 5, se muestra una comparacion entre los métodos ELISA y la
inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de anticuerpos en el diagnostico de los
Lupus Eritematosos Sistémico, en ella varios autores aceptan las bondades de la

inmunofluorescencia indirecta como la més exacta

Bastias C, Sidgman F y Rodriguez C, hacen referencia al estudio practico de las
enfermedades inmunoldgicas en el laboratorio, la técnica de IFI en células HP-2 para
observan  distintos patrones de tincion fluorescente, y determinar la cantidad de
autoanticuerpos, el patrén de fluorescencia y su ubicacion nuclear y / o citoplasmatica y, la
técnica ELISA para detectar anticuerpos contra antigenos extraibles asociados a ARN como
Anti-SM, Anti-RNP, Anti-SSA (Ro), Anti-SSB (La), Anti Scl-70 y anti Jo-1%.

La mayoria de los autores consultados estan de acuerdo en utilizar la técnica de IFI en
Crithidia lucilae?’, por ser un método de facil reproducibilidad, alta sensibilidad y de un
28



costo relativamente bajo, ademas de poder proporcionar un complemento a los demas
métodos al permitir determinar clases de anticuerpos anti-ADN y no producir reaccion
cruzada con anticuerpos anti-sSADN#304243  Kokuina®, plantea la utilizacion de los
métodos ELISA e IFI son Utiles en la deteccion de los anticuerpos ds-DNA en el LES, sin
embargo, ello dependera del método empleado, la utilizacion de la IFI si bien es Gtil para el
diagnostico por presentar una alta especificidad diagndstica también produce con falsos
positivos, para este autor es poco Util por ser una técnica semicuantitativa, con la utilizacion
de la ELISA su valor clinico es variable pero alta para determinacion de IgG de ahi su

utilidad para monitorear la enfermedad.

La IFI tiene una especificidad diagndstica alta y la ELISA variable; ambas pueden dar
resultados falsos positivos. Otros autores?”#64°  utilizan tanto las técnica de IFI como de
ELISA para la determinacion de anticuerpos antinucleares en el diagnostico y seguimiento
del lupus, por su parte Severiche et al*® es un estudio transversal realizado en el afio 2016
encontrd diluciones por encima de 1:20 de anticuerpos anti-ADN en pacientes portadores de
lupus controlado o con dafio renal, sin embargo, las diluciones de otros anticuerpos como
anticuerpos anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro y anti-La no se encontraban asociados con la
enfermedad. En China, Li X, Liu X, Lui J, et al*®, realizaron un examen de rutina a 25.110
individuos encontrando una tasa de positividad del 14,01% a predominio del sexo femenino
con predominio de los anticuerpos anti - Ro - 52, AMA - M2 y anti - SSA, por su parte, Guo
BS et al®!, en Baoding, China, utilizando la IFI encontré en una muestra de 1.970 individuos
una mayor prevalencia de ANA en mujeres que disminuyé a partir de los 80 afos, estos
autores también encontraron los anticuerpos anti-Ro-52, anti-M2 y anti-SSA, como los méas

frecuentes

Sin embargo, la comunidad cientifica internacional, nacional y regional debe conocer que,
por ahora, ninguno de los marcadores biolégicos puede ser considerado un estandar de oro
serologico en el diagnostico, control y seguimiento de las exacerbaciones o posibles
complicaciones de la enfermedad, pese a ello, en manos expertas pueden ser consideradas
herramientas eficaces para pronosticar las exacerbaciones de la enfermedad. Por ello es
imprescindible no limitarse a ellas y tener en cuenta los criterios del Systemic Lupus
International Collaborating Clinics Group (SLICG)Y, aunque existen un subgrupo de
pacientes con LES con niveles altos de anti-dsDNA, pero sin actividad clinica significativa,
es decir, serolégicamente activos pero clinicamente asintomaticos®2.
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CONCLUSIONES

La enfermedad de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) tiene una distribucién universal, los
estudios a nivel mundial son variables, sin embargo, determinar su incidencia y prevalencia
es dificil debido a su presentacion variable y a la circunstancia de que en su asistencia
participan multiples especialidades y niveles sanitario, sin embargo, las evidencias indican

una mayor predisposicién en mujeres jovenes a razén de 8-9:1

Sus sintomas comunes son la fiebre, malestar general, debilidad y artralgias llegando a
comprometer varios 6rganos y sistemas variando de acuerdo con el paciente, la etnia, género
y edad, de tal manera, que en los hombres son frecuentes, ademas, las lesiones en 6rganos
dianas mientras que, en las mujeres las manifestaciones especificas de tipo mucocutaneo

agravadas por el sol son frecuentes.

En neonatos con lupus, es posible encontrar fotosensibilidad, blogueos cardiacos y
hepatoesplenomegalia; en nifios y adolescentes a menudo son los sintomas constitucionales
inespecificos los mas representativos. En embarazadas, cursa con sintomas leves, sin
embargo, es posible encontrar enfermedad renal e hipertensiva, y en los ancianos asemejan

patologias propias de la edad como las enfermedades cerebrovasculares y pulmonares.

Son la hematologia y la bioquimica sanguinea junto al examen de orina los estudios iniciales
necesarios ante un paciente con sospecha de LES; por su parte las técnicas inmunoldgicas
apoyan el diagndstico y clasificacion de las enfermedades autoinmunes, entre ellas, se
destacan la IFI y el ELISA

La utilizacion de la inmunofluorescencia indirecta como la técnica més exacta en la
identificacién de antigenos reconocidos por los autoanticuerpos presentes en los sueros de
los pacientes con LES como, anticuerpos antinucleares,anti- dsDNA y anti-smith, entre
otros, por ser un examen de facil realizacion y con una alta sensibilidad en relacion con la

experiencia del observador.
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por mélndos aprobados por la FOA. Mingln méloda puede sin embango ofrecer garanta
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Precauciones

1. Esie productn {kit] &5 para ser usado en =l Diagnosico v Wam.
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resuRados mooreEstenles.
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solucidn pase por encima de varos pocilos a la vez. Evite dirigir el chormo dinectaments
sobre los pocillos para gue no se dafe el substate. 5 esia deseado, ponga bos
portaobjetios en un tarmo de Coplin del almacenador intermediano diido de PES || por
hasta 5 minubos.

4. Agdicin de conjugado fluorescents: Expulse & exceso de @mpdn PES 0. Side o
portachpetos de nueso en la camam hbmesda y oubra inmediatamerhs cada poolic oon una
gola de conjugado fluonescente. incube ks porlachjetos durante otros 30 + § minutos.

5. Lavado da los portaobjetos: Repita & paso 3.

i Cubreshjsbos: Los prooedimienins para los oubreohjeins saian de un laboratono a oiro; s
=mbargo, recomendameos el Sipuente procedimesnio:

42



a. Sibde un cubrschirios =n una oalita de mapel.
b. Aphgue &l medio de moniaje siguisndo una linea comtinua en el borde: inferior del

‘oubreohjebos.
a1 Eimine e expeso de tampdn PBS || y ponga en contacio del bords indenor ded
porfiacbprios oon el borde ded cubreobjeins. caer Buavernente o porEotjetos

sobre &l cubrechjstos de forma gue e medio de montaje fuya hacia o borde
superior del poriaobjsios sn que se formen burbujas de aire ni se gueden alrapadas.

Control de Calidad
El MM de doble cadena positie el Control Megatvo para Sistemas |FAdeberan ensayarse para
cada portantjetos con &l fin de asegurar ges odos los reacivos § os procedimenios se han
lizvado a cabo de la forma adecuada. Los controdes adcionales de suen adecuados deberan
prepararse aliouctando las mezciys de susm umano y almacendndolo a = - 7000 Par que los
resuliados se consideren validos, deben cumplirss fodos y cada una de los siguentes crilenos. Si
algunc de slles no == cumple, & resullacdo ded lest se consideran rvalcdo y o ensayo delbssra
repebrse.

1. El &l de dobls caadena sim diluir debe ser = 24+,

2. El Gontrol Megative para as IFi debe ser negabiva.

Interpretacion de los Resultados

Roaccidn Negabiva. Lina muesta se considera negafva sila tncidn especifica del cineloplasho e
menor ques la del conirol negafvo. La tincidn de olas estachinas, oomo el cuenpo basal, e fageo
o ol ko =n tncn concomiarie del onefoplasho debs considerars:s como negabva para la
reactisidad ded ADM de doble cadena.

Reaccidn Positiva. Lina muesira se oconsidera positiva si ss obsernsa una inoidn especifica de os
cinesloplasios ouna moon de ks onetoplasios y de los miceos mayor que B del conirod nesgatro.
Todas las muesiras posivas deben valorarse vl mando senes de diluciones. dobles. segin e punto
final.

Deiermmine =l pafin de Snoidn de cada muesTa y pondens su niensidad de aoeesdo oon los
SguEnies oRENDs:

4+ Fluorescemcia verde manzana bnllanie
A+ Fluorescendcia werne manzana claro
o+ Fluorescemcia posfva claramente visbie

1+ La menor fluorescencia especifica gque permite dferenciar daramense una
onefopksios de la fluceescencia de fondo

ikl bt

Ry el
[ F N

Limitaciones del Procedimiento

1. Bl usuario debe ser conscienle de jos efecios de un Exceso de anticserpos § ode la
posbiidad de chiener pafrones de inddn déerentes de los del ADH de dobile cadena al
EGHTINGT 05 portachjstos.

2 ‘Varios faciores extemos inflyen en o sensibilidad del ersayo, como pueden ser el Gpo de
microscopin de fluoescenda ullizado, @ potencia y anbgiedad de la W@mpara, los
aumenbos Wlzados, el sstema de fifos v la subjethvidad del oo,

a. & se utikza un filro paso banda =n kugar de un fitno de barera 515, pueds obssvarse un
aumento de ka tincidn de los arefacios.

4. Para stiquetar los porachjescs uliice solamenie un Wpe La uikzacdn de cualguier otro
insmumenin de esorura pusde ocasonar una incidn de los arefacios.

5. Todas las cubetas de Coplin que se wllicen &n el lavado de los potaobjeios debsn estar

limpias de eodiecs. de It La uliizscen e oubeias de Ciopin com ressiduecs de Smfur
puede provocar la tinoon de los arlefactos.

[ Los resuliiados de este ersayn deben ullicarss conpuniamenie con halargos. ol inoos ¥ obras.
PrsnEs Serogcas.

T La funcionaldad del ensayo no ha sido esiablecida para mamoes dierentes del suero.

Los poriacbjelos comercializados por separado s clasifican coms reactivos especiicos pam s
e s
qu“tﬂm:mmdﬂuhﬂfhm'cﬂm-ﬁmmm.mg:m
aralRcas y d= endimiento no estan esabkecidas.
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VWaloraes Es

El subsirato ded kit FBOWA Lite™ doDMA Crifsdia uoes fue uliizado para ersayar una serie de
rmuesTas de packesntes con enfermedades ded 12| ido conechvo, sl como 200 muesiras aleaboriss.
e donandes de sangne. Los resufados == muesiran a combinuacecen:
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Crighioés Iurciiao
LEE 108 4z
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Anexo 2. Antinuclear antibodies Hep-2 (ANA-HEP-2)

c € ANTI-NUCLEAR ANTIBODIES HEp-2 (ANA-HEp-2)
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Anexo 3. Sistema de pruebas ANA Screen
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