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INTRODUCCION. 

El fenómeno autoinmunidad es una respuesta inmune celular o 

humoral, dirigida a componentes propios del organismo. 

En las enfermedades a11toinmunes se han descrito diversos -

autoanticuerpos dirigidos a 6rganos, células de la sangre, 

proteínas séricas y a componentes u organelos celulares. 

Los anticuerpos antinucleares son un grupo heterogéneo de 

inmuno~lobulinas con especificidad dirigida a una variedad 

de constituyentes macromoleculares de núcleos celulares de 

mamíferos. Se les ha hallado principalmente en el suero 

de pacientes con enfermedades del tejido conectivo (15). 

El significado clínico de los anticuerpos antinucleares fue 

reconocido por pri•era vez con el descubrimiento del fen6m~ 

no de las c'lulas L.E., debido a que se relacionaba con la 

presencia en el suero de anticuerpos frente a las nucleopr~ 

te{nas. Anteriormente la deterainaci6n de las c6lulas L.E. 

era la 6nica prueba útil en el dia¡n6stico de lupus eritem! 

toso (17). 

Posteriormente los anticuerpos antinucleares fueron recono­

cidos como inmunoglobulinas caracter(stica1 que aparecen 

en el grupo de padecimientos sist,micos conocidos como 
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enfermedades del tejido conectivo, y entre estas enfermeda­

des se encuentran las si¡uientes: 

Bl lupus erite•atoso sist6mico (LES), la esclerosis sistéma 

tica pro¡resiva (ESP), la artritis reumatoide (AR), lapo-· 

limiositis y el síndrome de SjO¡ren. Tambi6n se han detec­

tado en pacientes que han recibido ciertas drogas, como la 

hidralazina, procainamida, isoniazida, sulfonamidas, dife-­

nilhidanto{na, mefenito{na, trimetadiona, penicilamina, 

etoxisuccimida, cloropromazina, clortalidona, entre otras 

(12). 

Los anticuerpos antinucleares se demuestran en casi todos 

los pacientes con lupus eritematoso [90\ o m4s], en muchos 

casos de esclerosis sist6matica pro1resiva (40-80\}, en in­

dividuos con artritis reu•atoide [29-60\), y en enfermeda·­

des del tejido conectivo induciaas por dro¡as {•4s del SO\) 

(12). 

Se han e•pleado numerosas t'cnicas para la de•ostraci6n de 

anticuerpos a toda una variedad de ant{¡enos nucleares, 

asiais•o su especifidad dia¡n6stica y posible relación en 

la pato¡6nesis de la enfer•edad han sido investigados en 

los 6ltiaos veinte aftos (14-.16). 

Bxisten varios altodos para la determinaci6n de anticuerpos 
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antinucleares. El m6todo de inmunof luorescencia indirecta 

ha sido uno de los m&s utilizados. Otias pruebas que se -

han utilizado son: Inrnunoprecipitaci6n, fijaci6n de compl~ 

mento, aglutinación pasiva, radioinmunoanálisis e inmunoen 

zim!ticos (6). 

Es importante señalar que debido a la diversidad de méto-­

dos para la determinación de anticuerpos hacia ant1genos -

espe<:1ficos de núcler.:s celulares, y también a los diferen­

tes substratos utilizados, hay algunas var r 11cior •:r. en los 

resultados obtenidos, 

El objetivo principal de e1te trabajo es realizar una com­

paración de dos m•todo•, el de inmunofluorescencia indire~ 

ta y el mAtodo ELISA, en la determinación de anticuerpos -

.antinuolearea en pacientes con lupus eritematoso sistfmico. 
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GENERALIDADES. 

!, BNPBRMBDADES RBUMATICAS. 

Las enfermedades del tejido conjuntivo constituyAn un 

grupo variable de padeci•Íentos adquiridos, que pare-­

cen tener alteraciones inflamatorias e inmunitarias 

diseminadas. 

Las enfer•edades adquiridas del tejido conjuntivo in-­

cluyen por lo ¡eneral, las siguientes entidades clíni­

cas¡ al'tritis reuaatoide, lupus eritematoso, polimios! 

tis, esclerosis 1ist,aica progresiva y el síndrome de 

Sjitaren. 

Aunque los trastornos del tejido conjuntivo soP1..r,:1msi­

der1do1 coao enf en1ed1de1 tdquiridas en la •ayoria de 

101 enfermos, las cau111 no han podido ser detenainadas 

y es poco probable que las entidades cllnicas ya esta­

blecidas tensan causas se•ejMntes. La herencia, infec 

ciones, deficiencias de inauno¡lobulinas o el control 

deficiente de c6lulas T, aler¡ia a aedicaaentos, co•· 

plejos in.unitarios "antheno - anticuerpo • co•pl .. e! 

to", y •launa co•binaci6n de todos estos factores,--­

¡Íarecen dese•P•ftar.diferentes papeles, pero se ignora 

cuales son con exactitud. 
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Estas enfermedades poseen ciertas características en c~ 

m6n, y la diferenciaci6n diagn6stica de ellas a menudo 

es dificil, debido a que se traslapan en sus propieda·­

des. Las pruebas de laboratorio pueden revelar combin! 

ci6n de resultados inespecíficos, como anemia hemolíti­

ca con Coombs positivo, trombocitopenia, leucopenia, al 

teraciones de las células By T, excesos o deficiencias 

de inmunoglobulinas, hipersensibilidad alterada o reta! 

dada, anticuerpos antinucleares, anticuerpos anti-DNA, 

y anti-ENA [antígeno IUlclear extraible], factor reuma­

toide, crioglobulinas y otras globulinas, pruebas fal­

sas positivas de VDRL, elevaci6n de valores de enzimas 

musculares, anticuerpos antitiroideos, alteraciones en 

el complemento del suero y cambios en las proteínas de 

la fase aguda (8, 17). 

- ARTRITIS REUMATOIDE (AR). 

la artritis es una enferaedad cr6nica, ¡eneralizada, i~ 

flamatoria, ~e causa desconocida, que afecta principal­

mente las articulaciones. La enferaedad tiene un ~lio 

aspecto clínico con variabilidad considerable en las •! 

nifestaciones articulares y extraarticulares, la enfer­

medad comienza de manera caracter{stica en las pequeftas 

articulaciones de las manos, y pro1resa en forma 
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centrípeta y simétrica; las deformaciones son comunes. 

Las manifestaciones extraarticulares incluyen vasculi­

tis, atrofia. de la piel y de las masas musculares, n6d~ 

los subcut!neos, linfadenopatia, esplenomegalia y leu-­

cocitopenia, su frecuencia en la población general es 

de l a 3%, las mujeres superan a los varones en rela-­

ci6n 3:1. La edad habitual inicia de los 20 a los 40 -

años, no obstante, la artritis reurnatoide puede empe-­

zar a cualquier edad (8, 17). 

- ESCLEROSIS SISTE..~ICA PROGRESIVA (ESP.) 

La esclerosis siat•mica progresiva es una enfermedad -

de causa desconocida, que se manifiesta por el depd1ito 

excesivamente anormal de collgena en casi todos los 6r-

9anoa del cuerpo. !l principio por lo general es insi­

dioso, con edema y luego atrofia de la piel y de las ma 

nos. El curso habitualmente tiene un progreso lento, 

crOnico e invalidant1!, pero puede ser r&pidamente pro­

gresivo y mortal1 comunmente empieza en la tercera o -

cuarta dtcada de la vida. Los niños rara vez son afec­

tados. La frecuencia de la enfermedad es de 4 a 12.5 

enfermo• por 1'000.000 de individuos, las mujeres son -

afectada• dos vece• mis que los hombres y aparentemente 

no existe predisposici6n racial alguna (8), 
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- SINDROME DE SJ~GREN 

El síndrome de Sj6gren es un padecimiento inflamatorio 

cr6nico de causa desconocida, caracterizado por la di! 

minuci6n de la secreci6n l'agrimal y salival, produci~!!. 

dose queratoconjuntivitis seca y xerostomía. Hay res! 

quedad característica de los ojos, boca, nariz, tráquea, 

vagina y piel. La mitad de estos enfermos tienen artri 

tis reumatoide y un pequefto porcentaje tienen otras en­

fermedades del tejido conjuntivo; 90\ de los enfermos -

con el s!ndrome de Sj6gren son mujeres. Aunque el pro­

medio de comienzo de la enfermedad es a la edad de 50 

años, el padecimiento ha sido detectado en niños (8). 

- LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO. 

El lupus eritematoso es un trastorno inflamatorio auto­

inmunitario que puede afectar a múltiples 6rganos y si! 

temas. Las manifestaciones generales fueron descritas 

por primera vez en 1895, antes de ese tiempo, el lupus 

era considerado como una enfer•edad cut4nea desfi¡uran­

te, pero no mortal. Actualmente se sabe que es una en­

fermedad inflamatoria cr6nica generalizada que sigue en 

curso de exacerbaciones y remisiones alternadas •. La en 

fermedad muestra una nredilecci6n notoria por-las muje· 
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res [4:1] en edad escolar; no obstante, la edad del co­

mienzo fluctúa entre 2 y 90 afios. El trastorno es raro, 

las cifras recientes de una gran poblaci6n urbana re-­

presentativa indican una frecuencia de un enfermo por -

cada 2,000 personas, este es mayor entre los individuos 

de raza negra. 

Las características inmunol6~icas principales son: 

· a) Fen6meno LE positivo 

b) Título alto de anticuerpos antinucleares 

c) Anticuerpos anti-DNA de una y de doble cadena (DNA­

DC y DNA-UC) 

d) Niveles disminuidos de comple•ento en el suero 

e) Dep6sito de inmunoglobulinas y co•ple•ento a lo lar 

go de la membrana basal ¡loa~rular, y en la uni6n 

dermoepidérmica (8, 17). 

Los criterios para la clasificaci6n de lupus eritemato­

so, fueron revisados en 1982 por la ARA "Aaerican Rheu­

~atism Assnciatinn"; La clasificaci6n esta basada en 

once criterios. En la identificaci6n de un paciente en 

estudios cllnicos, se podr' decir que una persona tiene 

lupus eriteaatoso si presenta por lo aenos cuatro crit! 

rios o mis, ya sea en forna seriada o siault,nea, duran 
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te un intervalo de observaci6n. Asi tenemos los sigui~ 

tes 11 [once] criterios (18): 

l. ERITEMA MALAR. Eritema fijo, liso o rugoso sobre 

las mejillas, tendiendo a disminuir en los pliegues 

nasolabiales. 

2. ERITEMA DISCOIDE. Manchas rugosas eritematosas en 

escamaci6n queratinosa adherente y obturaci6n folie~ 

lar; puede ocurrir una cicatrizaci6n atr6fica. 

3. FOTOSENSIIILIDAD. Eriteaa en piel coao resultado de 

una reacci6n poco coa6n a la luz del sol, por histo­

ria del paciente u observaci6n ffsica. 

4, ULCERAS ORALES. Ulceraci6n oral o nasofar!n¡ea, ¡e­

neralaente poco dolorosa, observadas por el •'dico. 

s. ARTRITIS. Artritis no erosiva involucrando dos o -­

•'s articulaciones periftricas, caracterizadas por -

hipersensibilidad,ed••a o 1inovitis. 

6. SEROSITIS, 

a) Pleuritis. Dolor tipo pleural, frote o evidencia 

de derraae pleural. 

b) Pericarditis. Documentada por electrocardio1raaa, 

frote o evidencia de derraae peri-­
clrcUco. 
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7. ALTERACIONES RENALES. 

a) Persistencia de proteinuria mayor a O.S gramos 

por d{a.o •'s de 3 +si la cuantificaci6n no se 

realiz6. 

b) Cilindros celulares. Pueden ser c6lulas rojas y -

hemoglobina (cilindros hemáticos), cilindros gra­

nulosos o una mezcla. 

8 • AL TBRAC IONES NBUROLOG I CAS. 

a) Ataques convulsivas. En la ausencia de drogas o 

un transtorno metabólico conocido. Por ejemplo: -

Uremia, cetoacidosis, o desequilibrio electroliti 

co. 

b) Psicosis. En la ausencia de dro¡as o un trastor­

no aetabólico conocido. Por ejeaplo: Uremia, 

cetoacidosis o desequilibrio electrolítico. 

9. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS. 

a) Aneaia heaol{tica. Con reticulocitos. 

b) Leucopenia-•enor a 4,000/•3 en for•a per•ane~ 

te o en dos o •'s ocasiones. 

e) Linfopenia-menor a 1,500/ .. l en la ausencia de 

dro¡as inaunosupresoras. 
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lQ, ALTERACIONES INMUNOLOGICAS. 

a) Preparaci6n de c~lulas L.E. positiva. 

b) Anti-DNA, anticuerpos para DNA nativo a títulos 
elevados. 

e) Anti·Sm; presencia de anticuerpos para el ant{g~ 
no nuclear Sm. 

d) Un resultado falso positivo para el examen sero-
16gico de sífilis, que se mantiene positivo du· 
rante los Últimos 6 meses y confirmado por la -
prueba de inmovilizaci6n de Treponema pallidum. 

· 11. ANTICUERPOS ANTINUCLEARÉS. 

Títulos anoraales de anticuerpos antinucleares, por 
inaunofluorescencia indirecta o un exa•en equivale~ 
te en la ausencia de in¡esti6n de drogas, que est'n 
asociadas con el "lupus inducido por drogas". 
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II, ANTICUERPOS ANTINUCLEARES. 

La historia de .los anticuerpos antinucleares, empez6 con 

la descripci6n de las células L.E. en 1948, por Hargra-­

ves y col. Este fen6meno presente en la sangre de pa--­

cientes con lupus eritematoso sistémico (ver la figura 

No. 1), fue la primera evidencia de un anticuerpo que 

manifest6 una reacci6n con nucleos de células autól6gas 

y también heterológas (9, 10). Los leucocitos polimor­

fonucleares que contienen.la masa párpura homogénea c9mo 

un cuerpo de inclusi6n, son llamados células L.E., utili 

zando la tinci6n de May-Grur.wald·Giema.i en frotis de sa!!_ 

¡re procesada de pacientes con luous eritematoso (13). 

Aunque esta prueba ha sido utilizada durante muchos anos, 

(una prueba positiva es usada co•o uno de los criterios 

para el dia1n6stico de lupus eriteaatoso sistémico), 

tiene limitaciones, debido a que presenta dificultades 

técnicas, es cualitativa, y un tanto subjetiva en su i! 

terpre taci6n. · 

Esta prueba detecta principal•ente anticuerpos para las 

nucleoprotefna1, es utilizada en auchos laboratorios, 

pero su utilidad no es discutible. ya que existen prue· 

bas •'s sensibles y especificas (6). 



u 

Pt911ra llo. 1. CUUIM L.I. (A. ~ . .A..) 
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Una reacci6n espec~fica de los anticuerpos antinucleares -, . 
con nucleos celulares, fué observada en 1957 por tres ¡ru-

pos' de investi&ad~res en for•a independiente. Estos inve! 

ti¡adores diseftaron un •'todo de fluorescencia indirecta 

para la evaluaci6~ de estos anticuerpos, esta prueba ha si 

do estandarizada y es utilizada en pacientes en los que se 

sospecha al1euna enfenedad del tejido conectivo (7 ·, 11). 

Este •6todo deter•ina.diferentes especies de anticuerpos 

ant inucleares, es •UY sensible. por lo que es •uy átil ~ 

do los resultados son ne¡ativos. Una prueba positiva es -

coapatible con una clasificaci6n de entidades clínicas (in 

cluyendo condiciones beni¡nas secundarias por efecto de 

dro¡as) (2). 

Estudios realizados su¡ieren que un titulo bajo de anti·­

cuerpos 1ntinucleare1 por este a6todo es esencial•ente fi-

1iol61ico, ya que •• han dett'l'llinado en una poblaci6n sana 

encontrlndose resultados positivos en un 77\ de los sue-­

ros no diluidos de 466 donadores, con una o •'s clases de 

inauno¡lobulinas (ZO). 

Laa inauno1lobulinas de todas laa clase• pueden for•ar an• 

ticuerpoa antinucleares. No hay correlaci6n al¡una entre 

la clase de inauno1lobulina de los anticuerpos antinuclea· 

,,,. 
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res, y las manifestaciones clínicas del lupus eritematoso 

sistémico y otras enfermedades reumáticas. Friou en 1957 

(7), introdujo la técnica de illlllunofluorescencia indirecta. 

En esta prueba se han utilizado varios sustratos, como se 

observa en la tabla No. 1 (5,13); han sido descritos seis 

patrones morfol6gicos de tinci6n inmunofluorescentes, cua­

tro de los cuales poseen si¡nificado clínico {ver la figu­

ra No. 2 [8] ), que se describen a continuaci6n: 

l. PATRON HOMOGENEO O DIFUSO. 

2. PATRON DE MEMBRANA O PERIFERICO 

3. PATRON MOTEADO. 

4. PATRON NUCJ,EOLAR. 

l. PATRON HOMOGENEO (difuso o s6tido). Este patr6n es ob­

servado ¡eneralaente con anticuerpos para desoxirribonu 

cleoprotelnas, histonas, o coaplejos de DNA-histonas. 

Los anticuerpos anti-desoxirribonucleoproteinas, son -

taabi6n los responsables del fen6aeno de la c6lula L.E, 

es probablemente uno de los •'s coaunes, pero es también 

el menos especifico. Puede ser visto desde un 10 a un 

70\ en las enfermedades del tejido conectivo, as{ como 

en la hepatitis cr6nica activa (lrl). 

2. PATRON PBRifBRICO (delineado o afelpado). Este patr6n 
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Tabla No.1 

CELUl.AS QUE SE HAN UTILIZADO COMO SUSTRATO 
EN LA DETERMINACIOH DE ANTICUERPOS ANTINU­
CLEARES POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA, 

IMPRESIOffES DE BAZO 

TIMO DE TERNERA 

HIGADO DE RATON O RATA 

RIAOH DE RATOH O RATA 

EPIDERMIS IOVINA Y HUMANA 

CELULAS TIROIDEAS 

LEUCOCITOS 

Rlfk>H HUMANO 

CELULAS DE CULTIVOS DE LINEAS CELULARES 
DE TEJIDOS V TúMORES1 

CROMOIOMAI HUMANOS EN METAFASE 
' ' . . . .. '. 
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Figuro No. 2 

Mtmbrono 
.__ __ ...... ----Celular 

PATRON HOMOGENEO 

'ATAON MOTEADO 

Potron. di tlnckSn lnmunofklorlscente poro los 
anticuerpos ontinucllorls. 
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es producido por los anticuerpos que reaccionan con DNA 

nativo y complejos de DNA·histonas. Aparentemente pue­

de ser producido también por anticuerpos para desoxirr! 

bonucleoproteínas solubles, es visto frecuentemente en 

pacientes con lupus eritematoso sistémico activo (3). 

3, PATRON MOTEADO. Este patr6n es atribuido a anticuerpos 

que reaccionan con anti¡enos nucleares solubles en solu 

ci6n salina isotónica, y son llaaados antígenos extrai­

bles del nucleo (ENA). Actualmente se les ha llamado 

antígenos nucleares icidos no histonas, y son subdivid.! 

dos en varios tipos: Sm, RNP, SS-A, SS-B, MA y otros. 

4, PATRON NUCLEOLAR. Este patr6n es causado por la tinci6n 

homogenea de nucle6los. Se ha su¡erido que este ant{-­

aeno, puede ser el precursor ribos6aico de las ribonu·· 

cleoproteinas de bajo peso molecular, puesto que es se!!_ 

sible a la RNAsa. Coaunaente se observa en la esclero-­

sis sist6aica pro1resiva (S4t), y con menor frecuencia 

en el lupus erite•atoso (24\), y la artritis reumatoide 

(9\). Para este patr6n, los aejores substratos son los 

cultivos de lineas celulares por tener nucleólos gran-­

des y numerosos (3,6,1) 

Todos los patrones de tinci6n nuclear, deben ser interpre-
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tados cautelosamente por las si¡uientes razones: 

a) El suero.de un paciente con enfermedad del tejido conec 

tivo puede contener muchos.autoanticuerpos para dife· 

rentes constituyentes nucleares, de manera que un patrón 

homogéneo puede obscurecer un patr6n nucleolar o motea· 

do. 

b) Diferentes anticuerpos pueden hallarse presentes a tít~ 

los distintos, de manera que si se diluye el suero, se 

puede cambiar el patr6n observado. 

c) La estabilidad de los diversos antígenos, es diferente 

y puede ser cambiada mediante la fijación o la desnatu· 

ralizaci6n. 

d) El patr6n observado, parece esta~ influenciado por los 

tipos de tejidos o c'lulas e•pleados como substratos en 

la prueba. 

La determinaci6n de anticuerpos antinucleares, ocasional­

mente resulta positiva en enfer•os con diversas enfermeda­

des cr6nicas, no obstante, los títulos elevados estin aso· 

ciados frecuentemente con el lupus eritematoso. La ausen· 

cia de anticuerpos antinuclares es una evidencia contra el 

di,¡nostico de lupus eritematoso (8). La prevalencia y di 

ferencia en los títulos de 101 anticuerpos antinucleares, 

en diversas enfer•edadts se observa en la tabla No. 2, 
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Tabla Mo.2 

PREVALENCIA Y TITULOS DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES EN 
VARIAS ENFERMEDADES 

ENFERMEDAD 

LUPUS ERITEMATOSO SISTEHICO 

ACTIVO 

PACIENTES 
CI POSITIVOS) 

98-100 

TITULOS 

ALTOS ( > 1:200) 
REMISION' 90 MODERADAMENTE ALTOS 

LUPUS ERITEMATOSO DISCO~DE 

ESCLEROSIS SISTEMICA 
PROGRESIVA, 

ARTRITIS REUMATOIDE 

SIHDROME DE SJGGREN 
ENFERMEDAD MIXTA DEL 
TEJIDO CONJUNTIVO. 
ENFERMEDAD DE RAYNAUD 
POL 1ARTERIT1 S 
POLIMIOSITIS 

(1 :100·1 :200) 

40 MODERADAMENTE ·BAJOS 
<1:20-1:100) 

70 MODERADAMENTE ALTOS 

45 MODERADAMENTE BAJOS .. 
60 fo\ODERADAMENTE ALTOS 

100 MODERADAMENTE ALTOS 

63 MODERADAMENTE ALTOS 
17 BAJOS 
32 BAJOS 

KURT J, 8LOCH, MD, JOHN E, SALVAGGiO 
.JAMA1 248:2734, 1982, 
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estos anticuerpo• pueden aparecer en sujetos sanos, aproxi 
' 

madamente el JSi de ~~rsonas normales dan un reaultado po­

sitivo, si su suero es examinado a una dilución menor a 

1:10, a dilución iqual o mayor de 1:10 alrededor del 4% de 

individuos normales dan resultado positivo. Este fenómeno 

se acentúa en personas normales mayores de 40 años (3). 

Un solo patrón de tinci6n inmunofluorescente en el m~todo 

de inmunofluorescencia indirecta, no es diagnótico de al­

guna enfermedad especifica, y solamente sugiere la presen­

cia de un anticuerpo dirigido a una proteína nuclear espe­

c ! fica. Existen varios m~todos que pueden ser usados en -

la determinación de la especificidad de los anticuerpos a~ 

tinucleares, en la tabla No. 3 se presenta un ·diagrama re-

comendado por algunos laboratorios para el seguimiento de 

las diferentes pruebas. El radioinmunoan&lisis usando DNA 

marcado radioactivamente, es usado para detectar anticuer 

pos para este ant1geno. Un m6todo recientemente desarro-

llado para detectar anticuerpos para ONA de doble cadena, 

utiliza el cinetopbsto de un hemoglagelado Crithidia lu 

cilae en un m6todo de inmunofluorescencia indirecta (1), 

esta prueba puede ser m&s espectfica,puesto que el DNA de 

doble cadena usado in vitro en el radioinmunoanilisis, PU! 

de desenrrollarsa y no ser representativo del DNA de doble 
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DIAGRAMA EN LA DETERl'llNACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS ANTINUCLEARES 

EH EL LUf'US ERITEMATOSO SISTElllCO 

PATllON 
ltOTEADO 

LES POll ORO 
GAS AEPn1r 
EN 8 SEMANA 

(+) 

(+) 

[~ 

VIRTUALMENTE SE 
AAN 
lf' 

...._ _ __.EXCLUYE UN DIAG 
NOSTICO DE LES 
ACTIVO EXCEPTO 
LES CON ANT 1-11 

S CLINI O 
LES POR DROGAS 
HCA 

~ OTRAS ENFE llME­
DAOE S DE LA CO 
lAGENA, -
EDAD 

Tabla No. 3 

(+) 

HCA U 
OTMS EN 
fOMt:oA': 
DES DE LA 
COLAGENA 
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catlaila o nativo (3). 

Los ant!qenos nuclearea leidos no histonas se determi--~­

nan por aqlutinaciOn pasiva,inmunodifusi6n o ambas. 

La t~cnica de inmunodifusi6n !!S la más utilizada, y esta­

prueba utiliza como ant!qeno una extracci6n del til!K) de -

conejo en una soluciOn salina amortiquadora de fosfatos a 

un pH de 7.4. El extracto del timo de conejo es colocado 

en el pozo central de una placa, y el suero del paciente 

y los sueros que contienen anticuerpos de especificidad d~ 

finidad son colocados en los otros pozos. Las l!neas de 

precipitaciOn de identidad entre el suero de especificidad 

conocida y el suero del paciente, sirven para establecer -

la identidad del anticuerpo presente en el suero del pa-­

ciente. (3). 

El lupus eritematoso sistAmico e• el primer ejemplo de una 

enfermedad autoinmune, y es caracterizado de otras enfer-­

medades por la gran diversidad de anticuerpos antinucleares. 

Actualmente es po1ible identificar 8 tipos diferentes de -­

anticuerpos para ant!qeno1 nucleare1, cada uno de los cua­

le1 ocurre en diferente frecuencia. El lupus eritematoso 

si1t6mico es caracterizado .por la presencia simult!nea de -

mas de un anticuerpo antinuclear en el mismo suero, como -­

•• ob1erva en la tabla No. 4. En otras enfermedades e1ta 
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'l'abb No.4 

DIVERSIDAD DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES EN EL 
LUPUS ERITEMATOSO 

DMA NATIVO 

DNA DESNATURALIZADO ) 
(DE UHA SOLA CADENA 

HISTONAS 

ANTIGENO SM 

RNP NUCLEAR 

ANTIGENO SS-A 

ANTIGENO SS-B 

PCNA (ANTIGENOS DEL NUCLEO 
DE CELULAS PROLIFERA 
TIVAS) 

FRECUENCIA 

50-601 
50-61% 

25% 
25-301 
40-50% 
30-40% 
10-15% 

MENOS tE 10% 

TAN, E,M, 
AUST, N,Z, J,MED, 11:193, 1981, 
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situaci6n de multiplicidad en el mismo suero. también exis 

te (19). 
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situaci6n de multiplicidad en el mismo suero, tambi6n exis 

te (19). 
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MATERIAL Y METODOS 
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l. METOOO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

1.1 MATERIAL 

Tubos de ensayo de 13 x 10 mm. 

pipetas volumAtricas de 2 y 5 ml. 

cana•tilla• para port~objetoa 

portaobjetos de 26 x 76 mm. 

cubreobjetos de 24 x 50 na. 

c&mara hGnieda 

cajas para tinci6n de vidrio 

criostato 

•icroscopio de lu• ultravioleta 

aatrace• aforados de 2 lts. 

matraces erlen11eyer de 2 lts. 

probeta• de 100 y 509 al. 

Upi1 diamante 

pipeta• auto.atica• de 5, 20 y 100 aicrolitroa. 

1.2 MATERIAL BIOLOGICO 

Sueros de paciente• con diaqn6•tico de lupu• eritemato 

so sitAaico. 

Cortes de htqado de rat6n con 4 micras de e•pe•or. 

1.3 RIACTIVO$ 

SOluci6n amortiguadora de fosfatos (SAF) (0.01 M) 

y NaCl (0.15M,pH 7.3) 

Soluci6n de montaje. SAF + glicerina (1:1) 
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Globulina gamma de conejo anti-inmuno qlobulinas humanas 

(polivalente anti-lgG-lgM-lgA) conjugada con isotiocian! 

to de flouoresce!na.(Behrinq Werke AG, Marburg. w. Germa 
ny. Lote No. 128007c7) 

aceite de inmersi6n. 

l. 4 FUNDAMENTO 

El fundamento de la prueba est4 esquematizado en la fi-

gura No. J. Este mdtodo detecta la presencia de anti--

cuerpos antinucleares en el suero humano, en el aiatema 

se utilizan como ant!geno los cortes de h!gado de tat6n. 

Cada corte se cubre con una diluci6n del suero a probar, 

si existen anticuerpo& antindcleo en el suero, latos se 

combinan con los determinante• antigdnicoa de loa n4--­

cleos de las cdlulas. Despu•s se procede a lavar para 

eliminar el exceso de suero, enseguida se cubren los -

corte• con ga111111aglobulina de conejo anti-humana (poli·­

valente anti-lgG-lgM-lgA) marcada can iaotiocianato de 

fluoreaceina. La• inmunoqlobulinaa anti-humanas 111&rca­

das con fluoresceina se unir"1 en forma especifica a 

la• lgG,-lqM e lgA que se combinaron con los determi-­

nantes antig8nicoa. N·uevamente •• procede a lavar para 

eliminar el exceso de gamma globulina anti-humana mar­

cada. A continuaci6n se realiza la lectura en el micr~ 

copio de luz ultravioleta, y •• observa si existe tin-­

ci6n inmunofluorescente en el tejido~ 
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Figura No. 3 

Loe anticuerpoe anftftuclM• • -*'" con lol 11Úcleo1 ti• hll• ....... 

__ ..... L1ver 

't -GleWI• '9 cetltje •tl-1111111111 ..... 11..._ ._ .... , . ......... , ............. ,..,. ...... 

"' ........... ,.... .. lllN ......... ····--· . I 
· Oovls. J. s. Antlnudlar anttbodlle. T•tbooll of RMuntcltoeotJ. 

!dltecl by WN 1<1111. !O Harria, S. Auddy, CI Slldte. 
PN!adelphlo wa SGUftdtr9. USA. 994. ( 1980 t. 
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1.5 PROCEDIMIENTO 

1) Se procede a realizar diluciones, 1:16, 1:64 y 

1:256, de los sueros para probar, en tubos de ensa­

yo limpios, de la niguiente manera: Colocar en tres 

tubos respectivamente 1.5, 0.3 y 0.3 ml. de SAF, 

se agrega al primer, tubo 0.1 de suero, agitar vig2 

rosamente (diluci6n 1.16), transferir 0.1 ml. al -

tubo No. 2, agitar vigorosamente {dilución 1:64), 

transferir 0.1 nü. al tubo No. 3, agitar vigorosa­

mente (diluci6n 1:256). 

2) A cada portaobjetos con los cortes se les adicio­

nan las diluciones del suero, y tambi~n los con-­

trole• positivo y negativo respectivamente. 

3) Se incuba por 30 minuto• en una e!mara htímeda a -­

temperatura ambiente. 

4) Loa portaobjetos aon lavados tres veces con SAF, 

10 minutos cada lavado. 

5) El lrea perif~rica al corte se seca con una gasa, 

cuidando de no tocar el corte. 

6) El corte es cubierto con la qammaglobulina de -­

conejo anti-inmuno9lobulinas hwnanas,conjugada 

con iaotiocianato de fluoreacetna. 
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7) Se incuba por 30 minutos en una cámara húmeda a tern 

peratura ambiente. 

8) Los portaobjetos son lavados tres veces con SAF, --

10 minuto• cada lavado, 

9) Se limpia el exceso de la soluci6n de lavado con -­

una gasa, se adiciona la soluci6n de montaje y se -

cubre con un cubreobjetos. 

10) Los portaobjeto• ya preparados son examinados en 

el microscopio de fluorescencia. 

2, METODO ELISA 

2.1 MATERIAL 

viales de 19 x 48 mm. 

pipetas autom&tica1 de 5 y 20 microlitros 

puntas para pipeta• autom&ticas 

baño con a9itaci6n a 37•c. 

equipo para lavar los viales 

espectrofot6metro 

2.2 MATERIAL BIOLOGICO 

suero de pacientes oon diaqn6stico de lupus eritemato 

so sist~rnico. 
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2,3 REACTIVOS (Cordis Laboratories, Inc. Miarni, Florida 

33152, USA. Lote No. 10302). 

Discos (de ~n material polim~rico no especificado) re­

vestidos con antígeno NP (desoxirribonucleo proteína -

de timo de ternero). 

Anticuerpos de cabra dirigidos a las inmunoglobulinas 

humanas lgG e lgM conjugados con fosfatasa alcalina 

(de ternero). Los anticuerpos est!n en una soluci6n 

amortiguadora de TRIS 0,0025 M, albúmina s6rica bovi­

na al 0.2%, cloruro de sodio 0.15 M. Como conserva-­

dar se utiliza azida de sodio al 0.021. 

Diluyente sárico. Cada 50 ml. de esta solución con­

tiene albdmina sárica bovina al 6\. 'l'Ween-20 al O.OS\ 

en una soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.01 M. co­

mo conservador se utiliza la azida de sodio al 0.11. 

control positivo (humano). Este control tiene títu­

los elevados de anticuerpos anti-NP (antidesoxirribo­

nucleoprotetna) valorado• en U.I./ml (unidades inter­

nacionales por mililitro). Obtenido directamente de 

la OMS (Organizaci6n Mundial de la Salud), Este fac­

tor antinuclear (homog~neo) fuf preparado como refe­

rencia en 1970. Se utiliza colllO conservador azida -

de sodio al 0.11. 

Control·negativo (humano). Este control no presenta 
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reacci6n de anticuerpos para desoxirribonucleoprote!­

na. Se utiliza corno conservador azida de sodio al --

0. l\. 

Soluci6n de p-NPP (fosfato de p-nitrofenilato) a una -

concentración de lrng/ml en una solución amortiguadora 

de carbonato de sodio 0.012 M y bicarbonato de sodio -

0.016 M a un pH de 9.8 ~ 0.2. Esta solución contiene 

cloruro de magnesio 0.001 M. 

Soluci6n de hidróxido de sodio 3 N. 

Soluci6n salina amortiguadora de·cloruro de sodio 0,15 

M y TRIS (tris-hidroximetil amino-metano) 0.002 K a 

un pH de 7.2 - 8.0. Para eliminar esta variable, en -

este trabajo utilizamos esta solución ajustada siempre 

a un pH de 7.5. 

2 • 4 FUNDAMENTO 

El fundamento de e1ta prueba est& esquematizado en la 

figura No. 4; el ant!geno, en este caso desoxirribonu­

cleoprote!na, se encuentra acoplado a un disco (pol1J11!. 

ro) • Los sueros diluidos para probar son· incuba1os con 

los discos impregnados de antígeno, si existen anticue~ 

pos anti-desoxirribonucleoprotetna en el suero, ~stos -

se combinan con el ant!geno unido al disco. Despu6s de 

~ato, el disco es lavado con el objeto de eliminar el -

suero residual, y se agregan los anticuerpos para lgG 
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Figura No.4 
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e lgM humanas marcadas con fosfatasa alcalina. Las -

inmunoglobulinas an~i-humanas marcadas con la enzima 

se unirán específicamente a las lgG e lgM que se com­

binaron con el antígeno en la primera reacci6n. El 

disco se lava nuevamente para eliminar el exceso de 

inmunoglobulina marcada, y se incuba con un sustrato 

incoloro (fosfato de p-nitrofenilato). El sustrato 

incloro se hidroliza por la enzima que se encuentra 

en el "complejo" para formar un producto amarillo 

(ion p-nitrofenilato). La intensidad de color se lee 

en el espectrofot6metro a 405 nm y es proporcional a 

la concentraci6n de anticuerpos para desoxirribonu--­

cleoprote!nas. 

2.5 PROCEDIMIENTO 

1) Hacer diluciones en tubos de ensayo limpios 1:2. 

1:4, y 1:8, dnicamente del control positivo, colo-­

cando en tres tubos 20 microlitros del diluyente -

s6rico; agregar al primer tubo 20 microlitros del 

control positivo, agitar vigorosamente (diluci6n -

1:2), transferir 20 microlitros al tubo No. 2, ag! 

tar vigorosamente (diluci6n 1:4), transferir 20 -

microlitros al tubo No. 3, agitar vigorosamente -

diluci6n (1:8). 

2) Marcar cinco viales para los controles: negatiyo· 
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positivo y las diluciones respectivas, marcar e1 

número de viales adicionales según la cantidad de .­

sueros problema. 

3) Colocar en cada vial 0.5 ml. del diluyente s~rico. 

Colocar 5 microlitros de los controles y 3ueros -­

problema. 

4) Colocaren cada vial un disco revestido con ant!geno 

NP (desoxirribonucleoprote!na de timo de ternera). 

5) Incubar a l7ºC durante 45 minutos con agitaci6n con 

tinua. 

6) Lavar los viales y discos con la soluci6n salina -

A110rtiguadora (5 vecea). 

7) Adicionar 0.5 ml. de conjugado anti-in11111no9lobuli­

nas M y G, marcado con la erizima foafatasa alcalina. 

8) Incubar a 37°C durante 45 minutos con agitaci6n con · 

tinua. 

9) Lavar los viales y discos con la soluci6n salina -

amortiguadora (5 veces). 
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10) Transferir los discos por succi6n a un juego 

de viales limpios, por duplicado. 

11) Adicionar 1 ml. de soluci6n del sustrato p-NPP 

(p-nitrofenil-fosfato), 

12) Incubar a 37°C durante 20 minutos con agitaci6n 

cont1nua. 

13) Adicionar 2 gotas de hidrdxido de sodio 3 N. 

14) Leer inmediatamente a 405 nm. La coloraci6n es 

estable durante una hora. 

15) Evaluar e infol'Jllar los reaultados. 
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e A L e u L o s y R E s u L T A D o s 
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1 CALCULOS 

1.1 !1ETODO DE INMUNOFLUORI:SCENCIA INDIRECTA. En cada pr~ 

paraci6n se observa: 

a) Si existe coloraci6n inmunofluorescente. 

b) El tipo de patrón de la tinci6n inmunofluorescente. 

Ver la figura No. S. 

c) Hasta qué dilución existe esta tinci6n. 
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A B 

e D 

'19ura No. 5 

PATRONES DE TINCION INMUNOFLUORESCENT! PARA 
LOS ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (1>.. A ... ,) 

A) PATRON PERIFERICO 

C) PATRON NUCLEOLAR 

B) PATRON HC»IOGENEO 

D) PATRON MOTEADO 
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1,2 METODO ELISA 

Se utiliza como patr6n un suero con un tttulo de anti­

cuerpos antinucleares de 215 Unidades Internaciona--­

les/ml. A partir de este suero se realizan 3 dilucio­

nes 1:2, 1:4 y 1:8. Los resultados de absorbancia a -

405 nm de cada dilución se grafican con respecto a las 

U.I./ml. (ver figura No. 6). 

U.I/ml 

26.87 

53.75 

107.5 

215 

Abs. 

0.43 

O,Bl 

l. 39 

l. 6 
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CURVA PATRON DE 
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES 

PARA EL METODO ELISA 

100 200 
UNIDADES INTERNACIONALES I mi 

Figuro No. e 
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2 RESULTADOS 

Valores encontrados de anticuerpos antinucleares por el ~ 

todo de inmunofluoreacencia indirecta y ELISA. (Poblaci6n 

Mexicana de. 18· a 55 años apa!!entemente sana, ambos sexos). 

No. I.F. EL ISA U. I. /ml 

1 negativo 18 
2 negativo 27 
3 * positivo 1:16 10 
4 negativo 14 
5 * positivo 1:16 15 
6 negativo 13 
7 negativo 14 
8 negativo 8 
9 negativo .28 
10 negativo 10 
11 negativo 33 
12 negativo 19 
13 ne9ativo 14 
u negativo 3, 
15 ne9ativo 20 
16 negativo 33 
11 negativo 11 
18 negativo 21 
19 ne9ativo 10 
20 negativo 27 
21 negativo 30 
22 negativo 26 
23 negativo • 24 negativo 15 
25 negativo 33 
26 ne9ativo 12 
27 negativo 20 
28 negativo 27 
29 negativo 19 
30 negativo 10 

1 

*Patrón ho111096neo 
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VALORES DE REFERENCIA PARA A.~T ICUERPOS ANTINUCtEARES POR EL 

HETODO DE INMUNOFLUORESCENCil\. INDIRECTA. 

V.R.= *NEGATIVO 

VALORES DE REFERENCIA PARA ANTICUERPOS A."JTINUCLEARES POR EL -

METODO DE ELISA 

i = 20.46 

s = U.3 

V.R. =X+ 2s •hasta 49 U.1,/ml 

* La literatura sefiala que hay resultados positivos a dilu­

ciones bajas en personas de edad avanzada. 



46 

RESULTADOS DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES EN PACIENTES CON 

DIAGNOSTICO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO. 

No. 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
ll 
32 
33 
34 
35 
36:·. 
37 
l8 
39 
40 

INMUNOFLUORESCENCIA 
INDIRECTA 

negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
neg•tivo 
neqativo 
neqativo 
neqativo 
negativo 
neqativo 
negativo 
negativo 
negativo 

'negativo 
neqativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 

ELISA u.r./ml. 

43 
60 
65 
32 
65 
56 
28 
37 
17 
46 
37 
46 
58 
19 
43 
36 
69 
97 
29 
60 
38 
51 
53 
28 
40 
63 
40 
40 
23 
44 
23 
29 
19 
24 
52 
so 
31 
62 
70 
39 
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No. INMUNOFLUORESCENCIA ELISA U. I./ml 
INDIRECTA 

41 negativo 62 
42 negativo 23 
43 positivo (homogáneo 1:16) 176 
44 positivo (homogéneo 1:16) 140 
45 positivo ( homogáneo l : 16) 38 
46 positivo (homogáneo 1:16) 81 
47 positivo (homogéneo 1:16) 144 
48 positivo (homogéneo l: 16) 89 
49 positivo (homogéneo 1:16) 162 
50 positivo (homogéneo 1:16) 31 
51 positivo ( ho1nog6neo 1 : 16) 213 
52 positivo (homogéneo 1:64) 30 
53 positivo (ho11Dg6neo 1:64) 381 
S4 positivo (ho11Dg6neo 1:64) 30 
SS positivo (homogéneo 1:64) 361 
S6 positivo (bolll)g6neo 1:64) 602 
S7 positivo (homog6neo 1:64) 24 
S8 positivo (homo9etteo 1:64) 181 
S9 positivo (homo96n~o 1:64) 812 
60 positivo (homoqtneo 1:64) 63 
61 positivo (homoqeneo 1:64) 239 
62 positivo (homo96neo 1:64) 371 
63 positivo (homogl!neo 1:64) 204 
64 positivo (homog6neo 1:256) 80 
6S positivo (homoq6neo 1:256) 616 
66 positivo (homogéneo 1:256) 5SO 
67 positivo (homoq6neo 1:256) 1311 
68 positivo (hqmog•neo 1:256) 85 
69 positivo (homoqeneo 1:256) 660 
70 positivo (ho909eneo 1:256) 1047 
71 positivo (ho1109•neo 1:256) 416 
72 positivo (ho.o9•neo 1:256) 588' 
73 positivo (homoq•neo 11256) 338 
74 positivo (ho11D9•neo 1:256) 120 
75 podtivo (homo9•neo 1:256) 1318 
76 positivo (hOa109eneo 1:256) 1320 
77 positivó (ho.a9•neo 1:256) 831 
78 positivo (hoiloqtneo 1:256) 820 
79 positivo (homoq•neo 1:256) 426 
80 positivo (homo9eneo 1:256) 524' 
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81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 
100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
llO 
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INMUNOFLUORESCENCIA 
INDIRECTA 

positivo (homogéneo 1:256) 
positivo (homogéneo 1:256) 
positivo (homog~neo 1:256) 
positivo (homog~neo 1:256) 
positivo (homogéneo 1:256) 
positivo (periférico 1:16) 
positivo (~eriférico 1:256) 
positivo (periférico 1:256) 
positivo (periférico 1:256) 
positivo (moteado 1:16) 
positivo (moteado 1:64) 
positivo (moteado 1:64) 
positivo (moteado 1:64) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
pc)sitivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (moteado 11256) 
positivo (moteado 1:256) 
positivo (n:>teado 1:256) 
positivo (n:>teado 1:256) 
positivo (moteado 11256) 

ELISA U.I./ml 

173 
870 
562 
707 
724 
223 

1280 
1470 

910 
30 
32 

117 
25 

141 
30 
24 
74 
21 
15 
53 
54 
50 

616 
592 

47 
1047 

416 
58 
54 

208 
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I ' I ' Grofico No. 1 Comporacion entre el patron homogeneo y ELISA. 
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Gráfico No. 2. Comparación entre el patrón periférico y ELISA. 
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Gráfico No. 3 Comporocióo entre el patrón moteado y ELISA. 
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La correlación global entre el método de inmunofluorescen 

cia indirecta y el método ELISA, fué: 

r=O, 31 (n=llO) p < 0.01 

Los factores de correlación entre cada patrón de tinci6n 

inmunofluorescente del método de inmunofluorescencia indi-­

recta y ELISA (ver grificas n!imeros 1,2 y 3), fueron: 

Patr6n homogeneo 

Patrón periférico 

Patr6n moteado 

y ELISA (n=BS) r=0.51 p(0,01 

y ELISA (n=41) r:o:0.92 p(0,01 

y ELISA (n=63) r=0.17 p> Q,05 

r = factor de correlaci6n obtenido por regresi6n de m!nimos 

cuadrados con transformaci6n logar!tmica de las diluciones. 

Resultados obtenidos por ambos mátodos en 110 pacientes con 

diagnóstico de lupus eritematoso sitémico expresados en po~ 

centaje (ver las gráficas nllmeros 4 y 5): 
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resultados inrnunofluorescencia ELISA 
indirecta 

.. .,_.,.. 

negativos 38.18 ' 37.28 ' 
positivos 61. 82 ' 62. 72 ' 

Porcentaje de los patrones de tinci6n inmunofluorescente en -

los resultados obtenidos por el matodo de inmunofluoreacen--

cia indirecta en los 110 pacientes con diagn6stico de lupus -

eritematoso sisttmico, utilizando como sustr~to h!gado de -­

ratón (ver gr&fica nOlnero 5)1. 

METODO DE IMMUMOFLUOUSCENCIA I•iDIRECTA 

Patrón porcentaje 

homoganeo 39.0l ' 
peritarico J,62 ' 
moteado 19.09 ' 
nucleolar o ' 
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• PEGATIVOS 

~ 
~ 
POSITIVOS 

~4 

GrÓf lea No. 4 

•A'ICA DIL llOflClflTA.11 DI "HULTAOOS 
DE ANTICUl"POI ANTlllUCLIMll GaTINI• 
DOS '°" IL MITODO ELllA 111 110 PACl!N· 
TH CON DIAINOSTICO DI LU~UI fltlTrMA· 
TOSO SIST!MICO. 
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Gráfico No. 5 

•M,ICA DIL '°"CfNTA.11 01 ltlSULTAOOI DI ANTl­
CUl"'°9 A•TINUCLIMD OITINIDOI 'Olt IL lllTOOO 
DI INllUNO,LUOHNCIA ltlOlltlCTA IN 110 MCllNTH 
CON DIAllllOITICO DI L"9UI lltlTlllATOIO lllTIMICO. 
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RESUMEN 
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Se presenta el estudio de 110 personas con diagnOstico de -­

lupus eritematoso sistémico y que son pacientes del Servi-­

cio· de Rewnatolog!a del Hospital de Especialidades del Cen-­

tro Médico la Raza. 

En· él se evaluaron anticuerpos antinucleares por dos méto-­

dos: Inmunofluorescencia indirecta (utilizando como sustra­

to cortes de h!gado de rat6n) y ELISA. Y se realizó un aná 

lisis comparativo de los resultados de ambos métodos. 

También se hizo elestudio en un grupo de 30 personas aparen­

temente sanas, con el objeto de evaluar los valores de refe­

rencia para cada método. Y as1 poder compararlos con el gr~ 

po de estudio con diagnóstico de lupus eritematoso sistémico. 

Se realiz6 el an!lisis e•tad!1tico para ver si existía corre 

laci6n entre lo• dos métodos empleados. Obtenifndose una -

correlaci6n global de raO. 31, con n=llO y una p (O. O 1. 

Debido a que la determinaci6n de anticuerpos antinucleares -

por el 11111todo de inmunofluorescencia indirecta pre•enta cua­

tro patrones de tinci6n inmunofluorescente (homogfneo, peri­

ferico, moteado y nucleolar) •e realizó una comparaci6n de -



se 

los datos de la prueba ELISA con cada patr6n de tinci6n -

inmunofluorescente, calculando el factor de correlaci6n -

por·regresiOn de mínimos cuadrados. 

En los resultados oatenidos se observ6 diferente correla-~ 

ci6n entre cada patr6n inmunofluorescente del m6todo de -

inmunofluorescencia indirecta y la prueba ELISA. Para el 

patr6n homogeneo se obtuvo una r•0.51,con n•85 y p(O,Ol, 

para el perif6rico se obtuvo una r•0.91, con n•46 y p(0.01, 

y para el 1110teado se obtuvo una r•0.'17, con n•63 y p)0.05. 
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e o N e L u s I o N E s 
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Eneste estudio se realiz6 una cornparaci6n de los m~todos de 

inmunof luorescencia indirecta y ELISA en la determinaci6n -

de anticuerpos antinucleares. 

La determinaci6n de anticuerpos antinucJ.eares se utiliza -

en forma rutinaria por su utilidad en el diagn6stico y se­

guimiento de las enfermedades reum!ticas: (6). Este traba 

jo se realiz6 con el fin de evaluar la metodolog!a utili­

zada en forma rutinaria. Ya que se ha utilizado en el la­

boratorio el m~todo de inmunof luorescencia indirecta, pero 

debido al aumento gradual de ex!menes se trat6 de adaptar -

un m6todo más accesible en este caso ELISA. Se realiz6 un 

an&lisis estad1stico en los resultados obtenidos por ambos 

~todos en el suero de 110 pacientes con diagn6stico de lu 

pu• eritematoso •i•t6mico. 

En el matodo de IFI se eliqi6 como sustrato el h!gado de 

ratOn debido a que su manejo y obtenciOn es m!s flcil que 

otroa·6rganoa o su•trato1,· adem&• 101 cortes de este 6rga­

no presentan muy poca fluorescencia inespec!fica, asimismo 

la literatura señala que es uno de lo• 1u1trato1 m&s util! 

1adoa en la determinaciOn de 101 anticuerpos antinuclea-­

res (ll). En la prueba de ELISA 1010 se utiliza como -­

sustrato desoxirribonucleoprote!na de timo de ternera. 
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De los m~todos utilizados en este trabajo para la determi­

naci6n de anticuerpos antinucleares, ELISA e IFI, la sen­

sibilidad result6 ligeramente mayor en el método ELISA, -

ya que el porcentaje de resultados positivos fuá de 62,72%, 

mientras que en el rn6todo de ·IFI fu~ de 61.82%. 

El porcentaje de .los patrones de tinci6n inmunofluores-­

cente obtenido• en loa 110 pacientes con diagn6stico de -

lupus eritematoso sist6mico, fu6 el siguiente: 39.01% para 

el patr6n homog6neo,3.62% para el perif~rico, 19.09\ para 

el moteado y Ot para el nucleolar. Esta relaci6n est4 s~ 

jeta a estudios posteriores ya que no se tom6 en cuenta -

el tratamiento, ni la etapa del padecimiento de los pa--­

cienti:s. 

En el an4lisia eatadtatico global de los resultado• de -­

ambo• ~todos ae obaer1d una oorrelaci6n significativa, ya 

que se r.btuvo una r•0,37 y n•llO~con una p( 0.01. Pero -

debido a que el matodo de inmunofluorescencia indirecta 

presenta cuatro patrones de tinci6n inmunofluoreacente, 

se realiz6 el aniliais estadtstico entre los resultado• -

obtenidos por !LISA y cada uno de los patronea, obtenifn­

do1e diferencias significativas, 
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La buena o mala correlación entre cada patr6n de tinci6n 

inmunofluorescente del m6todo de inmunofluorescencia in­

dirécta y ELISA, se debe a que mientras la prueba de in­

munofl uorescencia indirecta (utilizando cortes de hf.gado 

de ratón) detecta anticuerpos dirigidos a una variedad -

de ant!genos nucleares, ELISA sólo determina anticuerpos 

dirigidos a desoxirribonucleoprote!nas. 

Cada patrOn de tinci6n inmunofluorescente se encuentra 

asociado a ciertos ant!genos nucleares, y asi tenemos -­

que el patrOn homogéneo se encuentra asociado a desoxirr! 

bonucleoprot1~tnas, complejos de DNA-histonas e histonas. 

Por lo que existe una buena correlación entre este pa-­

trdn de tinciOn y el rn6todo ELISA, r•0.51, n=85 y p(0.01. 

El patrdn perif6rico ae encuentra sociado a DNA de doble 

cadena, desoxirribonucleoprotetnas y complejos de DNA-hi! 

ton••· Por lo que existe muy buena correlación entre es­

te patrOn de tinciOn y el Mttodo ELISA, r•0.91, n•4 y 

P<0.01. 

El patrdn moteado se encuentra •ociado a anti9enos ~A -

(antt9eno• extratbles del ndcleo por aolucidn salina iso­

t6nica) que .no contiene el lllftocSo ELlSA en la fase sdlida. 
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Por lo que no existe correlaci6n significativa entre este 

patr6n y el m~todo ELISA, r•0,17, n•63 y p)0,05. 

En el patr6n nucleolar no fuE posible realizar esta 

comparaci6n debido a que generalmente se encuentra aao-­

ciado con otros patrones. Adem!s que los sustrato• idea­

les para este patr6n son las c~lulas de cultivos celula-­

res por tener nucleolos grandes y numerosos (6). 

De este trabajo se puede concluir que aunque generalnien-­

te el m~todo ELISA resulta m!s sensible, cuantitativo -­

y espec!fico, en el caso de la determinaci6n de anticue! 

pos antinucleares, los m~todos de ELISA e IFI podr!an 

ser complementarios, debido a que en las enf~rmedade• 

reumlticas exi1te una variedad.de autoanticuerpos con di 

ferente especificidad, y el 1116todo ELISA s6lo detecta 

anticuerpos para de•oxirribonucleoprote!nas, mientras 

que el m~todo de IFI determina anticuerpos para una va-­

riedad de ant1qenos que est!n relacionados con patrones 

de tinciOn inmunofluorescente. 
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ABREVIATURAS, 



AR artritis reumatoide 

DNA ácido desoxirribonucleico 

DNA·DC ácido desoxirribonucleico de doble cadena o nativo 

DNA-UC ácido desoxirribonucleico de una sola cadena 

EMTC enfermedad mixta del tejido conectivo 

ENA antígenos extraíbles del núcleo celular en una so-

luci6n salina isot6nica. 

ESP esclerosis sitémica progresiva 

HCA hepatitis cr6nica activa 

IF inmunofluorescencia 

IFI inmunofluorescencia indirecta 

LES lupus eritematoso sist6mico 

NP desoxirribonucleoproteína de timo de ternera 

RNAsa ribonucleasa 

RNP ribonucleoproteína 

SAF soluci6n amortiguadora de fosfatos 

TRIS tris·hidroximet~l amino-metano 
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