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1. INTRODUCCION

El lupus eritematoso generalizado es una enfermedad autoinmune
inflamatoria cronica de etiologia desconocida que se caracteriza por la presencia de
titulos altos de autoanticuerpos dirigidos contras distintos antigenos intracelulares,
tales como DNA de cadena doble y sencilla (ADNcd y ADNcs), histonas y antigenos
extraibles del nucleo (ENA). No todos estos autoanticuerpos son especificos del LEG,

algunos pueden ser producto de la activacion policlonal de células B'.

Otra caracteristica del LEG es la presencia de periodos de remision y
exacerbacion de la enfermedad. La presencia de diversos sintomas y signos clinicos
puede sugerir actividad del LEG; la medicién de la actividad de la enfermedad ha
presentado dificultades, a pesar de que Liang et al.? informaron una comparacion y
validacién de los indices usados para medir la actividad de la enfermedad: Systemic
Lupus Activity Measure (SLAM), Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDAI) y The British Isles Lupus Activity Group (BILAG) que estos sistemas

presentan una buena correlacioén con actividad y entre ellos.

Actualmente se usan los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR)** para la clasificacion de los pacientes con LEG, segun los
cuales se deben reunir 4 de los 11 criterios, en un periodo de tiempo determinado para

su clasificacion.

Los métodos para detectar los autoanticuerpos no estan especificados
por el ACR vy los diferentes ensayos influyen en la interpretacion de la prueba’ Por lo

que es necesario homogenizar los estudios de laboratorio para su aplicacion.



Titulos altos de anticuerpos anti-ADNcd son altamente especificos para
el diagnéstico de LEG, y pueden reflejar la actividad de la enfermedad, asi mismo son
adecuados para el seguimiento de la actividad y el monitoreo de la respuesta a la
terapia. Debido a que estos anticuerpos son heterogéneos en su avidez, isotipo y
reactividades, aquellos de alta avidez (generalmente isotipo IgG) son los que mayor

asociacion tiene con el LEG °

Existen diversas técnicas para la deteccion y cuantificacién de los
autoanticuerpos anti-cromatina, las cuales varian en el antigeno utilizado y en los
isétipos de los anticuerpos anti-ADNcd que se detectan, por lo que su aplicacion
clinica depende del método de deteccion empleado. El radioinmunoensayo (técnica de
Farr)* que detecta los anticuerpos anti-ADNcd se considerada como el estandar de oro
para la deteccién y monitoreo de los titulos de dichos anticuerpos®, sin embargo esta

prueba presenta multiples desventajas.



2. GENERALIDADES

2.1. Antecedentes

La descripcion de Hargraves en 1948 de las células LE presentes en la
medula dsea de enfermos con LEG proporciond la evidencia inicial de la existencia de
autoanticuerpos que reaccionan contra material nuclear '. Casi 10 afios pasaron hasta
que Friou et al. demostraron con la técnica de inmunofluorescencia indirecta que las
inmunoglobulinas presentes en el suero de enfermos con LEG reaccionan contra
antigenos nucleares 2 Dicha técnica se convirti6 en el ensayo clasico para la
determinacion de los AAN vy continda empleandose en el laboratorio para el
diagnéstico de pacientes con enfermedades autoinmunes. Posteriormente Kunkel y
Tan utilizaron la técnica de inmunodifusion doble (ID de Outcherlony) y demostraron
que ademas de anticuerpos dirigidos contra ADN vy proteinas, los pacientes con
enfermedades autoinmunes tienen en circulacion otros anticuerpos capaces de
precipitar antigenos extraidos con solucion salina, como las ribonucleoproteinas
(RNP), las cuales contienen al antigeno (Sm) >. Con el desarrollo de nuevas técnicas
como la inmunoprecipitacion y la deteccién de proteinas en fase sélida
(Electroinmunotransferencia y el ELISA), las cuales son de alta especificidad y
sensibilidad se pudo definir de forma especifica la naturaleza del antigeno reconocido
y mejorar el potencial diagnéstico en la deteccion y cuantificacion los anticuerpos

antinucleares.

Aunque originalmente los AAN fueron descritos como marcadores de
enfermedades reumatoldgicas, éstos han permitido caracterizar una gran variedad de
macromoléculas esenciales para el crecimiento y funcion de las células. Con la llegada
de la tecnologia del ADN recombinante varias de estas proteinas y acidos nucleicos

han sido clonados y secuenciados, permitiendo la construccion de moléculas que



ayudan a conocer la relacién estructura-funcion y han sido de valor importante como
antigenos para dilucidar el papel patogénico de los autoanticuerpos y su participacion

en el desarrollo de la enfermedad autoinmune.

Estudios con antigenos moleculares clonados han demostrado
claramente que la deteccion de autoanticuerpos tiene una alta especificidad para el
diagnostico de la enfermedades autoinmunes y ademas los titulos correlacionan con

manifestaciones de la enfermedad *.

2.2. Anticuerpos anti-cromatina

El nucleo de la célula eucaridtica es la estructura de mayor tamafo
esta compuesta por ADN, ARN y proteinas que desempefian un papel vital en la
sintesis de proteinas y el paso de la informaciéon genética de una generacion a la
siguiente. La doble cadena de ADN se encuentra empaquetada en el nucleo por un
plegamiento complejo de alto orden llamado cromatina, estructura que consiste de
ADN y numerosas proteinas. La estructura basica de la cromatina tiene conformacion
como de “rosario” en el que una “cuenta” individual es un nucleosoma. El nucleosoma
consiste de 146 pares de bases de ADNcd enrollados alrededor de pares de cuatro
diferentes histonas, H2A, H2B, H3 y H4, y la histona H1 esta unida en la parte externa

del nucleosoma. Las hebras entre las esferas estan formadas por DNA.

La generacion de auto anticuerpos contra cromatina es una de las
caracteristicas serolégicas del LEG °. Los anticuerpos anti-cromatina han sido
detectados en el 88% de los pacientes con LEG y también tienen una alta incidencia
en modelos experimentales murinos del lupus, dentro de los cuales el 50 % de las
células T cooperadoras son especificas contra nucleosomas °. Los autoanticuerpos

dirigidos contra la estructura basica de la cromatina han sido divididos en tres grupos:



anticuerpos que pueden reaccionar contra ADN e histonas y anticuerpos que tiene una

mayor afinidad por los nucleosomas completos.

2.2.1 Anticuerpos anti-ADNcd y anti-ADNcs

El ADN es una macromolécula, que consiste en dos cadenas de poli
nucledtidos unidas formando una hélice que da vuelta a la derecha. La estructura de
esta hélice se define en términos del alineamiento de los grupos fosfato y azucar o
bien por la orientacioén de las bases. La estructura usual de la cadena doble se conoce
como “B”, aunque puede existir en otras conformaciones de hélice, las cuales
dependen de la secuencia de bases o bien de las concentraciones de sales en el
medio; tales estructuras pueden presentarse con menor frecuencia en el ADN o tener
una expresion transitoria. Con calentamiento, los puentes de hidrégeno entre las

bases se rompen produciendo desnaturalizacién con separacion de las cadenas.

Los anticuerpos anti-ADNcd circulan a titulos altos en los sueros de los
pacientes LEG y son poco frecuentes en los de sujetos sanos o con otros
padecimientos. Los anticuerpos anti-ADNcd presentes en los pacientes con

enfermedades autoinmunes fueron reconocidos por diferentes laboratorios en 1957 " ®

9,10

En contraste los anticuerpos anti-DNA de cadena sencilla (ADNcs),
circulan frecuentemente en los sueros de los pacientes con LEG, y pueden estar
presentes en otros padecimientos, lo que hace que disminuya su utilidad como prueba
para establecer el diagndstico de los pacientes con la enfermedad. Las pruebas para
detectar anticuerpos anti-ADNcs como antigeno son en general mucho mas sensibles;
y la preparacién del antigeno es sencilla, debido a que la purificacion de ADNcd

completamente desprovisto de regiones de ADNcs representa toda una dificultad



técnica. La distincion entre anticuerpos contra ADNcs y ADNcd ha sido
frecuentemente acentuada en la literatura debido a la importancia de los anti-ADNcd
como marcador en el diagnostico del LEG. Dicho énfasis ha producido
desafortunadamente una confusion acerca de la expresion de diferentes
especificidades de anticuerpos contra DNA en los pacientes con LEG y su posible
papel en la enfermedad. Sin embargo, los sueros de pacientes con LEG tienen
actividad contra ambas formas del DNA, de hecho; sueros que reconocen
exclusivamente al ADNcd son poco frecuentes, de manera similar, los sueros que solo
reaccionan contra ADNcs son raros. Los estudios en pacientes, asi como en los
reportes de anticuerpos monoclonales anti-DNA, muestran anticuerpos que se unen
tanto a ADNcd como a ADNcs, sugiriendo la existencia de epitopes comunes.
Ademas, es probable que los anticuerpos de ambas especificidades sean patogénicos
y capaces de inducir dafio renal. La utilidad en el diagnéstico del LEG de los
anticuerpos anti-ADNcd no debe minimizar el valor de los anticuerpos anti-ADNcs en

la patogénesis del LEG '

No obstante la correlacion entre anticuerpos anti-DNA con la actividad
seroldgica y clinica de la enfermedad pueden distanciarse en algunos pacientes. Una
explicacién para ésta conclusién es que solo algunos pacientes tiene anticuerpos anti-
DNA patogénicos con propiedades inmunoquimicas que promueven el deposito en el
rindn y activacion del proceso inflamatorio. Multiples estudios sugieren que el isotipo,
la avidez, la especificidad y el punto isolelectrico contribuyen a la patogenicidad. Las
pruebas de diagndstico para detectar anti-DNA no permiten detectar éstas
propiedades, y la distincion entre patogénico y no-patogénico es importante para el

diagnéstico, seguimiento y tratamiento de los pacientes con LEG ">,

Los anticuerpos anti-ADNcd son muy importantes para el diagnéstico y

como marcadores de la actividad de la enfermedad en la mayoria de los pacientes, sin



embargo en el afo 1979 se describi6 un grupo de pacientes con lupus
“serolégicamente activo y en remisién clinica “'°, los pacientes sin actividad clinica
presentaron titulos altos de anti-ADNcd. Los titulos altos de anticuerpos anti-DNA
correlacionan con actividad clinica y niveles bajos de la proteina del complemento C3,

siendo este ultimo un buen marcador de actividad del LEG.

La patogénesis de la nefritis lupica ha sido intensamente estudiada por

varios afios y los anticuerpos anti-ADNcd '°'

correlacionan con ésta complicacion.
Desde 1957 se han descrito una amplia variedad de pruebas usadas para medir
anticuerpos anti-DNA. Las pruebas mas comunmente usadas son la técnica de

inmunofluorescencia usando Crithidia lucilae como sustrato, el ELISA y el RIA 1819

La inmunofluorescencia usando como sustrato Crithidia lucilae es muy
sencilla, razonablemente sensible y tiene alta especificidad debido a que el DNA que
se encuentra en el cinetoplasto es puro (ADNcd circular) y los anticuerpos dirigidos
contra ADNcd, dificilmente son detectados en otras enfermedades diferentes al LEG.
En el ELISA, el ADN que recubre a la placa de plastico queda unido a ésta por
compuestos intermediarios tales como la poli-L-lisina, protamina o albumina sérica
bovina metilada. La rapidez y facilidad de tener placas recubiertas puede producir
problemas relacionados con la unién de complejos inmunes y/o inmunoglobulinas no
exclusivamente dirigidos contra ADN en las placas *°. Una alternativa es el uso de
ADN biotinilado y cubierto con estreptavidina ?'. Esta modificacién hace al ELISA para

detectar anti-DNA menos susceptible a interacciones no especificas.

La prueba de Farr fue introducida en 1968 %, emplea la precipitacion
con sulfato de amonio para separar los complejos anticuerpos anti-ADN (marcado con
radioisotopo) del ADN marcado libre. Este radioinmunoensayo (RIA) ha mostrado ser

muy especifico para los pacientes con LEG, si se usa ADNcd puro como antigeno 2%,



El ADNcd circular marcado con timidina °H, por ejemplo, puede provenir de
Psedomonas o de Escherichia coli. EI ADN de timo de ternera marcado, ha

demostrado ser mas susceptible a la unién no especifica .

Generalmente, las pruebas de comparacién entre ensayos en los que
se prueban sueros de pacientes con LEG definido, muestran una importante
correlacion. Sin embargo con base en el tamizaje de los sueros de rutina
(especialmente aquellos de diagnéstico dudoso de LEG), existe gran discrepancia
entre los diferentes ensayos. La susceptibilidad de los ensayos puede explicarse solo
en parte observando las discrepancias. Es probable, que las diferencias entre los
resultados obtenidos por los diversos métodos dependen del sistema utilizado. Las

diferencias incluyen:

e Fuente del antigeno: el ADN puede ser de origen eucariotico o
procariotico, de doble cadena o de cadena sencilla, de diferente

tamafio y homogeneidad, etc.

o Diferente presentacién del antigeno al anticuerpo: el RIA
generalmente se realiza en solucion, en tanto el ELISA el
antigeno esta pegado a la placa de plastico y en la prueba de
Crithidia lucilae el ADN esta en su mayor parte en su

conformacioén nativa dentro del nucleo de las células.

¢ Condiciones de reaccion: las condiciones son diferentes, por
ejemplo la precipitacion con sulfato de amonio, que es un paso
en la prueba de Farr (RIA), hace que los anti-ADNcd de baja
avidez no puedan ser detectados. En aquellas pruebas en las

que se emplea un segundo anticuerpo, como la IFl y el ELISA



en los que el isotipo del anticuerpo conjugado es importante,
con frecuencia solo se mide el isotipo IgG debido a su mayor

correlacion con la actividad de la enfermedad.

Afinidad del anticuerpo: los anticuerpos anti-ADNcd de alta
afinidad son mas relevantes en la patogénesis de LEG,
particularmente en la nefritis. Los anticuerpos de baja afinidad
no se detectan en la prueba de Farr, pero son detectados en el

ELISA.

El isétipo de los anticuerpos detectados: todos los isétipos
pueden ser detectados mediante ELISA e IFI con Crithidia
lucilae por el uso de anti-sueros poli-valentes, sin embargo, el
isotipo IgG es de mas relevancia ?® % debido a que los anti-

ADNcd IgM no son especificos de LEG > %,

Parametros especificos: en las pruebas pueden ser causa de
falsos positivos, por ejemplo la contaminacién con proteina C
reactiva o ADNcs en la prueba de Farr. La contaminacion con
ADNcs en el ELISA produce una sobre estimacion de los
niveles de anti-ADNcd, debido a que hay anticuerpos que se

unen tanto a ADNcd como a ADNcs.

Problemas con la estandarizacion y calibracién: una prueba
debe ser precisa, (es decir debe dar el mismo resultado, al

repetir la prueba), y exacta, produciendo el mismo resultado en



otras pruebas y todas las muestras deben ser comparables en
aquellos lugares donde se realiza la prueba. La Organizacion
Mundial de la Salud, dispone de sueros estandar (Wo80) para

mejorar la estandarizacion entre los diferentes ensayos.

Un ejemplo de la complejidad en la deteccién de los anticuerpos anti-
ADNcd es que recientemente se ha obtenido evidencia que indica que las histonas o
los nucleosomas forman complejos con anticuerpos anti-nucleosomas, dando reaccion
positiva en el ensayo de Farr ?°. Es aconsejable que las pruebas para detectar anti-
DNA sean cuantitativas y estas se expresen en unidades internacionales, para permitir

la comparacion entre diferentes equipos.

2.2.2 Anticuerpos anti-Nucleosoma

Los nucleosomas son los elementos basicos que conforman la
cromatina. Durante la muerte celular, particularmente durante la apoptosis la actividad
de las endonucleasas corta a la cromatina en fragmentos que incluyen nucleosomas
completos. Los nucleosomas liberados en la circulacién son rapida y efectivamente
removidos por el metabolismo hepatico o por el sistema inmunoldgico en condiciones

normales *°.

La autoinmunidad contra nucleosomas y particularmente contra
componentes individuales de los nucleosomas (ADNcd, ADNcs e histonas), es
importante en la patogénesis del LEG, ademas permite su deteccidon establecer el
diagnostico de LEG. Los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas pueden aumentar en
diversos padecimientos, cualquiera en el contexto de la verdadera autoinmunidad o en

inmunidad dependiente de la expresion, por ejemplo proteina viral unida a

nucleosomas.



En relacioén a los anticuerpos anti-nucleosoma no esta totalmente claro
como puede ser definida su especificidad. Los anticuerpos pueden ser especificos
contra componentes de los nucleosomas tales como las histonas y otras proteinas no
histonas, o ciertas conformaciones de proteinas con nucleosomas unidos a ADN.
Recientemente se ha propuesto que los anticuerpos anti-nucleosomas puedan ser un
marcador mas sensible que los anticuerpos anti-ADNcd para el LEG, y casi exclusivos
para LEG, escleroderma y enfermedad mixta del tejido conectivo *'. En el proceso del
diagnoéstico del LEG, se ha recomendado que la deteccion de los anticuerpos
antinucleares especificos deba extenderse a los nucleosoma, entre otros auto-

antigenos *.

2.2.3 Anticuerpos anti-Histonas

Las histonas son proteinas que se unen al DNA, son ricas en
aminoacidos basicos, representan un importante componte de las proteinas del nucleo
de células eucariodticas. Existen 5 tipos de histonas en el nicleo y cada una esta

clasificada en dos grupos principales.

e Histonas H2A, H2B, H3 y H4. Las histonas H3 y H4 son ricas en
arginina y forman un tetramero que contiene dos moléculas de
cada una de ellas. Las histonas H2B y H2A son ricas en lisina,

forman dimeros y complejos oligoméricos superiores

e Las histonas H1 son ricas en lisina y se encuentran fuertemente
unidas a la cromatina, por tanto, son facilmente removidas con
solucion salina, después de lo cual la cromatina se vuelve

soluble en soluciones acuosas.



En condiciones fisiologicas, dos de estos tetrameros de histonas se

unen para formar un octamero de histonas.

Es frecuente encontrar anticuerpos anti-histonas en pacientes con
titulos altos de anti-ADN en enfermedades reumaticas. Sin embargo a pesar de su
frecuencia y potencial importancia en los sindromes clinicos la deteccion de
anticuerpos anti-histonas ha recibido poca atencién con respecto a otros anticuerpos
antinucleares. Ademas, existen numerosas discrepancias en las publicaciones para
encontrar la especificidad de los anticuerpos anti-histonas. Algunas de las razones
técnicas son los reactivos comerciales, los cuales son extractos de histonas semi-
purificadas que contienen los diferentes tipos de histonas y estan con frecuencia
contaminadas con proteinas no histonas del ADN. La purificacion de histonas es un

proceso lento y requiere de una adecuada verificacion de la calidad de la preparacion.

Las histonas son extremadamente sensibles a la digestion por
proteasas y requieren de cuidados especiales para prevenir la degradacion. Las
pruebas confiables y sensibles para detectar los anticuerpos anti-histonas son las que
se realizan en fase-sdlida tal es el caso de la electroinmunotranferencia, el ELISA y el

RIA.

Los anticuerpos anti-histonas son un grupo de anticuerpos
antinucleares presentes en pacientes con LEG con una frecuencia estimada del 50 al
70% en pacientes sin seleccionar y mas del 80% en pacientes con enfermedad activa.
La reactividad contra las histonas H1 y H2B han sido las mas comunmente

33, 34, 35, 36, 37 ' [
observadas . La discrepancia entre los reportes es con certeza resultado de
las dificultades metodolégicas mencionadas anteriormente y de la carga genética, sin

embargo; hay estudios que indican que la reactividad es extremadamente heterogénea



entre diferentes pacientes y con LEG, debido a que estos pacientes presentan

autoanticuerpos contra histonas individuales y/o contra complejos de histonas.

Los anticuerpos anti-histonas también se han detectados en pacientes
con LEG inducido por farmacos, tales como procainamida, en la que los anticuerpos
estan dirigidos contra las histonas H2A y H2B **%%4° en tanto que la hidralazina induce

la sintesis de anticuerpos dirigidos contra las histonas H3 y H4 “°.



3.0BJETIVO PRINCIPAL:

Estudiar si existe correlacion entre la prueba de ELISA-C para detectar
anticuerpos anti-ADNcd con el método de Farr (RIA), la prueba de ELISA-E y la

inmunofluorescencia usando como sustrato Crithidia lucilae, en pacientes con LEG.

4. OBJETIVOS PARTICULARES:

o Estandarizar el ELISA-Caiotrépico de alta avidez para la deteccién
de los anticuerpos anti-ADNcd en sueros de sujetos sanos

mexicanos.

o Establecer los puntos de corte de los anticuerpos anti-ADNcd
detectados mediante RIA, ELISA e IFIl, en una poblaciéon sana de

México.

e Establecer los puntos de corte de los anticuerpos anti-nucleosomas,

anti-histonas y anti-ADNcs, en una poblacién sana.

e Comparar la sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y RV de los tres
métodos para el diagnéstico de LEG (ELISA-E, ELISA-C y prueba

de Farr).

e Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y RV de los

anticuerpos anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs.



Determinar la frecuencia de anticuerpos anti-ADNcd, anti-
nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs en pacientes activos e

inactivos con LEG.

Correlacionar la presencia de anticuerpos anti-ADNcs, anti-
nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs con la actividad de la

enfermedad en pacientes con LEG.

5.DEFINICIONES

Pacientes: Individuos que cumplen los criterios de clasificacion del

ACR para LEG *“.

Donador sano: Individuos sanos del INCMNSZ con serologia

negativa para VDRL, HIV | y II, VHB, VHC, HTLV1y 2.

Anticuerpos antinucleares: Inmunoglobulinas caracterizadas por su

especificidad contra antigenos del nucleo y citoplasma.

ELISA-C: Ensayo Inmunoenzimatico caiotropico, Farrzyme™ que

utiliza solucién de lavado con alta concentracion de sales.

ELISA-E: Ensayo Inmunoenzimatico estandar, Bindazyme™ que

utiliza solucion de lavado convencional (isoténica e isoosmoética).

Pacientes activos con LEG: Individuos con LEG que al sumar las
variables del SLEDAI-2k, es igual o mayor a tres. Se tomé en

consideracion la presencia del hallazgo (variable), si éste esta



presente en el momento de la evaluacién o su ocurrencia en los

ultimos 10 dias.

e Pacientes inactivos: Individuos con LEG que al sumar las variables
del SLEDAI-2k, es igual o menor a dos. Se tomo en consideracion la
presencia del hallazgo (variable), si éste esta presente en el

momento de la evaluacidén o su ocurrencia en los ultimos 10 dias.

6. JUSTIFICACION

Existen diversas técnicas para la deteccion y cuantificacion de
anticuerpos anti-ADNcd, las cuales varian respecto al antigeno utilizado y al tipo de
anticuerpos anti-ADNcd que se detectan, por lo que su aplicacién clinica depende del
método de deteccion empleado. La prueba de Farr (RIA) se considerada como el
estandar de oro para la deteccidon y monitoreo de los titulos de anticuerpos anti-
ADNcd, ésta prueba tiene la desventaja de usar radioisétopos ('%l, C o °H), el
resultado del estudio tarda 8 horas minimo y no permite identificar el isotipo de las
inmunoglobulinas detectadas. En contraste, el ELISA es una prueba alternativa que
produce resultados similares a la prueba de Farr para la deteccion de los anticuerpos
anti-ADNcd, ademas, el tiempo de obtencién de los resultados es 3.5 horas maximo
para el ELISA y permite detectar el isotipo. La desventaja es que el ELISA tiene muy
baja especificidad. La Inmunofluorescencia es también una prueba alternativa, sin
embargo menos sensible, aunque con una especificidad razonable, y su determinacién

requiere de personal con amplia experiencia.



7.HIPOTESIS

El ensayo de Farr para la deteccidon de anticuerpos anti-ADNcd de alta
avidez se considera el estandar de oro por su sensibilidad, especificidad y por su
correlacion con la actividad en pacientes con LEG. Consideramos que el ELISA
caiotropico mostrara mejor correlaciéon con actividad de la enfermedad en pacientes

con LEG.

Lo cual nos permitira utilizar el ELISA caiotropico para la cuantificacién
de anticuerpos anti-ADNcd, que servirdan para el diagnéstico y seguimiento de los

pacientes con enfermedades autoinmunes.



8. MATERIALES Y PROCEDIMIENTO

8.1.

8.2.

8.3.

8.3.1.

Diseno:

8.1.1. Estudio Transversal.

Poblacién a estudiar:

8.2.1. Sujetos Sanos: individuos obtenidos del banco de sangre de

donadores del INCMNSZ.

8.2.2. Pacientes con LEG: Individuos que rednen 4 o mas criterios del
ACR %% que se atienden en la consulta externa del departamento de

Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ.

Muestras:

Sujetos Sanos: Se estudiaron 102 sueros, 67 femeninos y 35 masculinos, en
cuyos sueros fueron negativos en los siguientes examenes de laboratorio:

HTLV 1y 2, hepatitis B, C, HIV |, HIV Il y VDRL.

8.3.2. Pacientes: Se estudiaron 98 pacientes con LEG, evaluados por
Reumatologos" ? quienes determinaron el nimero de criterios, fecha de
aparicion los criterios para LEG, de acuerdo al ACR, grado de actividad

de la enfermedad de acuerdo a: Systemic Lupus Erithematosus Disease

' Dr. Antonio Cachafeiro Vilar.
2 Dra. Virginia Pascual Ramos.



Activity Index (SLEDAI-2K" ? y Mex-SLEDAI'? y al indice de dafio para
LEG (SLICC/ACR)". En la misma visita se tomé una muestra de 8 mL de

sangre periférica para la deteccion de anticuerpos.

8.4. Periodo de Estudio:

8.4.1. mayo - agosto del 2005

9. RECOLECCION DE DATOS

9.1. Sistema de variables:

9.1.1. Variables Independientes:

9.1.1.1. Edad
9.1.1.2. Genero
9.1.1.3. SLEDAI-2k >3,

9.1.1.4. MEX-SLEDAI* 45,

9.1.2. Variables dependientes:

9.1.2.1. Niveles séricos de anticuerpos anti-ADNcd
9.1.2.2. Niveles séricos de anticuerpos anti-nucleosomas
9.1.2.3. Niveles séricos de anticuerpos anti-ADNcs

9.1.2.4. Niveles séricos de anticuerpos anti-histonas



10. INSTRUMENTOS

10.1.Parametros clinicos:

10.1.1. Criterios de Clasificacion para LEG del Colegio Americano de

Reumatologia (ACR)**:

10.1.1..1. Eritema malar.
10.1.1..2. Eritema discoide.
10.1.1..3. Fotosensibilidad.
10.1.1..4. Ulceras orofaringeas.
10.1.1..5. Artritis.

10.1.1..6. Serositis:

10.1.1..6.1. Derrame pleural.
10.1.1..6.2. Derrame pericardico.

10.1.1..7. Dano renal:

10.1.1..7.1. Proteinuria mayor a 0.5 g/24 h.
10.1.1..7.2. Presencia de cilindros celulares.

10.1.1..8. Dafio neuroldgico:

10.1.1..8.1. Convulsiones.
10.1.1..8.2. Psicosis.

10.1.1..9. Dafio hematoldgico:

10.1.1..9.1. Anemia hemolitica

10.1.1..9.2. Leucopenia (menos de 4000/uL
10.1.1..9.3. Linfopenia (menos de 1500/uL
10.1.1..9.4. Trombocitopenia

10.1.1..10. Alteraciones inmunoldégicas:
Titulos altos:

e Ac. Anti-ADNcd
e Ac. Anti-Sm
e Ac. Anti-cardiolipina



10.1.1..11. Anticuerpos antinucleares positivos

10.1.2. SLEDAI-2k *?** (Systemic Lupus Erithematosus Disease Activity

Index) (Anexo 1)

Se tomo en consideracién la presencia del hallazgo (variable), si éste
estaba presente en el momento de la evaluacién o su ocurrencia en los ultimos 10

dias. Si la suma de las variables fue igual o mayor a tres, el paciente estaba activo.

10.1.3. Mex-SLEDAI**** (Anexo 1)

La calificacion del indice clinico MEX-SLEDAI es la suma total de los
puntos de cada variable. Se tomo en consideracion la presencia del hallazgo
(variable), si este estaba presente en el momento de la evaluaciéon o su ocurrencia en
los ultimos 10 dias. Si la suma de las variables era igual o mayor a tres, se considero

que el paciente estaba activo.

10.1.4. SLICC *® (Anexo 1): indice de dafio para LEG:

Dano: Cambio no reversible, no asociado a inflamacién activa, ocurrido
desde el inicio del LEG, confirmado por examenes clinicos y presente por al menos 6
meses, a menos que se sefale lo contrario en episodios repetidos separados durante
los ultimos seis meses la calificacion es de 2, la misma lesion no fue cuantificada dos

veces.



10.2. Parametros de laboratorio:

Las muestras de sangre de los pacientes se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 min. Posteriormente se separd el suero, mismo que permanecio
almacenado a — 20 °C hasta su posterior uso en la cuantificacion de anticuerpos. Las
pruebas de ELISA se realizaron de manera automatizada con el equipo DSX (Dynex
Technologies), el calculo del titulo de los anticuerpos se realizé de manera automatica
por el equipo. Antes de realizar los ensayos se verificO que el equipo tuviera un

funcionamiento adecuado de todos sus modulos.

10.2.1. Deteccidn de anticuerpos anti-ADNcd por el método de Farr (RIA):

10.2.1.1. Principio de la prueba:

La prueba de Farr emplea la precipitacién con sulfato de amonio para
separar los complejos ADN/anticuerpos anti-ADN (marcado con is6topo) del ADN libre.
El RIA ha mostrado ser muy especifico para los pacientes con LEG, si se usa ADNcd
puro como antigeno. EI ADNcd circular radio marcado con radio isétopo (Timidna
tritiada °H, por ejemplo), puede provenir de Psedomonas o de Escherichia coli. El ADN
de timo de ternera marcado, ha demostrado ser mas susceptibles a la uniéon no
especifica. Los cultivos de bacteriéfagos provenientes de Pseudomonas o Escherichia
coli, son adicionados con *H-timidina o *°l-yodocitidina y los cuales se incorporan al

ADN durante la division celular.

En esta prueba el ADN unido y libre es separado por precipitacion de
las inmunoglobulinas con sulfato de amonio. EI ADN radioactivo unido a las
inmunoglobulinas es precipitado y el ADN radioactivo libre permanece en el

sobrenadante. Otra variante del RIA en fase sélida en la que el ADN no radioactivo se



une a las microplacas y posteriormente se adicionan los sueros de los pacientes con
LEG; para hacer evidente la reaccidon se agrega un anticuerpo anti-lgG/IgM unido a

radiois6topo. La reaccién se mide en cuentas por minuto (CPM).

10.2.1.2. Manejo y almacenamiento:

La determinacién de los anti-ADN por Farr se realizé en los laboratorios
Speciality de EUA. Antes de enviar las muestras se conservaron entre 2-8 °C, al

resguardo de la luz.

10.2.1.3 Procedimiento:

El ensayo fue realizado en Speciality Laboratorios (270027 Tourney

Road, Valencia CA 91355-5386, EUA). El laboratorio reporta el valor obtenido, en

IU/mL y sus rangos de referencia son:

Menos de 5.0 IU/mL No detectado
5.0-10.0 IU/mL Indeterminado
Mas de 10.0 IU/mL Detectado

10.2.3 Deteccion de anticuerpos anti-ADNcd por ELISA-E:

10.2.3.1 Principio de la prueba:

El antigeno ADNcd de timo de ternera esta inmovilizado en la fase

sélida (microplaca de ELISA). Los calibradores controles y muestras de pacientes



diluidas se adicionan a los pozos y los anticuerpos especificos reconocen al antigeno
(ADNcd) uniéndose durante el primer tiempo de incubacion. El resto de los
componentes no reactivos del suero, se eliminan mediante lavados. La unién de los
anticuerpos anti-ADNcd se pone de manifiesto mediante un anticuerpo de conejo anti-
IgG humana (especifico contra cadena y) conjugado a la enzima peroxidasa (HRP), si
existen anticuerpos unidos a las placas se formara el complejo
antigeno/anticuerpo/conjugado. El exceso de anticuerpo que no se une es eliminado
mediante lavados. La union del conjugado se visualiza con el sustrato TMB el cual es
hidrolizado por la enzima produciendo un color azul. Para detener la reaccion se
adiciona una solucién acida con lo que se forma un producto de color amarillo en los
pozos de las microplacas. La intensidad del color se mide en un espectrofotdmetro a
450 nm. La intensidad de color es directamente proporcional a la concentracién de

anticuerpo IgG presente en la muestra.

10.2.3.2 Manejo y almacenamiento:

Una vez iniciados los ensayos las muestras se conservaron entre 2-8
°C, al resguardo de la luz y antes de iniciar el ensayo, las muestras y los reactivos se

dejaron a temperatura ambiente durante 60 minutos.

10.2.3.5 Procedimiento:

Fabricante: The Binding Site. Se diluyeron 10uL de la muestra en
100uL de diluyente y se homogeneizd la mezcla. Se adicionaron 100uL de los
calibradores, controles y muestras diluidas en los pozos correspondientes en la placa
de micro ELISA. Se incubd durante 30 minutos a TA. Se realizaron tres lavados con

300 uL/pozo de solucion de lavado para el ELISA-E. Posteriormente se adicionaron



100 pL/pozo del conjugado anti-IgG-HRP y se incubd durante 30 minutos a TA. Se
hizo otro ciclo de lavados e inmediatamente después se adicionaron 100 ulL/pozo del
sustrato TMB. Se incub6 durante 30 minutos a TA. Posteriormente se detuvo la
reaccion con 100uL/pozo de la solucion de paro (acido fosférico 3.0 M). Finalmente se
ley6 la absorbancia a 450 nm. El célculo de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd en
las muestras se realizé de manera automatica en el equipo DSX. El rango de medicion

de la prueba es de 12.3-1000.0 1U/mL.

10.2.3.5 Control de Calidad:

Los resultados de la prueba se expresan en IU/mL tomando como
referencia el suero Wo80 de la WHO. Los limites obtenidos de todos los controles
deben estar dentro del rango establecido en el certificado de calidad. La forma de la

curva debe ser similar a la curva de calibracidn mostrada en el certificado de calidad.

Control ADNcd Rango (Ul/mL)
Positivo 220-380
Negativo <30
ADNcs <50

10.2.3.5 Método de calculo:

La curva de calibraciéon se grafica automaticamente por el equipo DSX
(programa Revelation 5.15), en el cual la concentracion de anticuerpos anti-ADNcd de
cada calibrador en escala logaritmica se localiza en el eje de las ordenadas y las DO a
450 nm en escala lineal se localizan en el eje de las abscisas. El titulo de anticuerpos

anti-DNA de controles y muestras diluidas se obtuvo interpolando las DO en la curva.



El rango de medicion de la prueba es de 12.3-1000 IUI/mL. El limite de sensibilidad es

de 4.6 IU/mL.

10.2.4.Deteccion de anticuerpos anti-ADNcd por ELISA-C

10.2.4.1 Principio de la prueba:

Para esta prueba el principio es el mismo que para el ELISA-E, con la
diferencia de que el tipo de solucién de lavado es diferente, esta solucion tiene una
concentracién de sales elevada, permitiendo asi que aquellos anticuerpos de baja

avidez sean eliminados en el primer paso de lavado.

10.2.4.2 Manejo y almacenamiento:

Una vez iniciados los ensayos las muestras se conservaron entre 2-8
°C, al resguardo de la luz y antes de iniciar el ensayo, las muestras y los reactivos se

dejaron a temperatura ambiente durante 60 minutos.

10.2.4.3 El procedimiento:

Fabricante: The Binding Site. Es el mismo que para el ELISA-E,
excepto en el procedimiento de lavado, y de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(TBS). Para el lavado automatico, el equipo no se programo para incluir pasos de
remojo y no se permitié que el lavado en los pozos se prolongara mas del tiempo que
toma llenar la placa. El rango de medicion de la prueba es de 12.3-1000 IU/mL. El

limite de sensibilidad es de 12.3 IU/mL.



10.2.5.1. Control de Calidad:

El mismo que para el ELISA-E, solo cambia el valor del control para

ADNCs.

Control ADNcd Rango (Ul/mL)
Positivo 220-380
Negativo <30
ADNCcs <30

10.2.4.5 Método de calculo:

Es el mismo que para el ELISA-E

10.2.5. Deteccion de anticuerpos anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs

por ELISA:

10.2.51. Principio de la prueba:

El antigeno (nucleosomas humanos, histonas altamente purificadas
[H1, H2A, H2B, H3, H4 y ADNcs recombinante] se encuentran inmovilizados en la fase
sélida (microplaca de ELISA). Si estan presentes anticuerpos especificos en las
muestras diluidas se uniran a los antigenos inmovilizados. Después de una incubacion
la microplaca es lavada con la solucidon especifica para remover componentes del
suero no reactivos. La union de los anticuerpos (anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-

ADNCcs) se pone de manifiesto mediante un anticuerpo de anti-lgG humana, conjugado



con la enzima peroxidasa (HRP), el cual formara un complejo
antigeno/anticuerpo/conjugado si hay anticuerpos especificos presentes. El exceso de
anticuerpo que no se une es eliminado mediante lavados. La unién del conjugado se
visualiza con el sustrato TMB el cual es hidrolizado por la enzima produciendo un color
azul. Para detener la reaccion se adiciona una solucion acida, formando un producto
de color amarillo. La intensidad de este color se mide con un espectrofotdmetro a 450
nm. Se recomienda realizar la lectura con una longitud de referencia entre 600 y 690
nm. La intensidad de color es directamente proporcional a la concentracién de

anticuerpo IgG presente en la muestra.

10.2.5.2. Manejo y almacenamiento:

Una vez iniciados los ensayos las muestras se conservaron entre 2-8
°C, al resguardo de la luz y antes de iniciar el ensayo, las muestras y los reactivos se

dejaron a temperatura ambiente durante30 minutos.

10.2.5.3 Procedimiento:

Fabricante: ORGENTEC Diagnostika. Se diluyeron 10uL de la muestra
en 100uL de diluyente y se mezclaron. Se adicionaron 100uL de los calibradores,
controles y muestras diluidas en los pozos correspondientes en las placas. Se incubo
durante 30 minutos a TA. Se realizaron tres lavados con 300 ulL/pozo de solucién de
lavado. Posteriormente se adicionaron 100 uL/pozo del conjugado anti-IgG-HRP y se
incubd durante 15 minutos a TA. Se hizo otro ciclo de lavados e inmediatamente
después se adicionaron 100 ulL/pozo del sustrato TMB. Se incubd durante 15 minutos
a TA. Posteriormente se detuvo la reaccion con 100 uL/pozo de la solucién de paro.

Finalmente, se lee la absorbancia a 450 nm, con filtro de referencia de 620 nm. El



célculo de los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs de
las muestras se realiz6 de manera automatica por el equipo DSX. El limite de

sensibilidad para las tres pruebas es de 1.0 U/mL.

10.2.5.4 Control de Calidad:

Las pruebas se validan si la densidad 6ptica a 450 nm de los controles,
y de los calibradores A y F cumplen con los rangos indicados en el certificado de

control de calidad.

Prueba Estandar A Estandar F | Control +1 Control -2
oD oD U/mL U/mL
Anti-nucleosomas <0.150 > 1.300 40-70 <20
Anti-histonas <0.150 > 1.300 65-95 <15
Anti-ADNcs <0.150 > 1.300 60-90 <10

10.2.5.5 Método de calculo:

La curva de calibracion se grafica automaticamente por el equipo DSX
(programa Revelation 5.15), que grafica la concentracién de anticuerpos anti-ADNcd
de cada calibrador en escala logaritmica en el eje de las ordenadas contra las DO a
450 nm (con filtro de referencia de 620 nm) en escala lineal en el eje de las abscisas.
El titulo de anticuerpos anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs de controles y
muestras diluidas se obtuvo interpolando en la curva de calibracion. El limite de

sensibilidad es de 1.0 U/mL, para los tres ensayos.



10.2.7 Deteccion de anticuerpos anti-ADNcd mediante Inmunofluorescencia

indirecta usando como sustrato Crithidia lucilae

10.2.6.1. Principio de la prueba:

Una prueba de deteccién para anticuerpos anti-ADNcd es la técnica de
inmunofluorescencia indirecta que utiliza como sustrato al hemoflagelado no patégeno
del humano, Crithidia luciliae (Cl), el cual posee una mitocondria gigante (cinetoplasto)
(figura 1). El sustrato Cl que se encuentra adherido en la superficie de la laminilla, es
reconocido por los controles y las muestras. Si hay anticuerpos formaran complejos
estables. El resto de los componentes del suero son removidos mediante lavados. Los
anticuerpos anti-IgG humanas (cadenas H y L) conjugados con FITC se adicionan a la
reaccion, las cuales se unen a los IgG’s humanos presentes. Posteriormente se
realiza un lavado para remover el exceso de conjugado que no se une. Este resultado
es positivo si la muestra presenta una tincion verde en el microscopio de
epifluorescencia. Para conocer el titulo de las muestras se uso el sistema Image Titer®
de Rhigene Inc, el cual es un instrumento que permite la titulacién virtual de las
muestras, el principio de la titulacion es por la simulacion de la titulacion teniendo
multiples imagenes de una curva de la dilucion de la muestra con una camara digital y
un sistema de obturador. Antes de conocer los titulos de las muestras, el sistema
grafica una curva estandar con una serie de diluciones de un suero calibrador. Cada
imagen del calibrador diluido usa una serie de tiempos de exposicion. La imagen

elegida es la que corresponde al punto final en la curva de calibracion.



Figura 1._ Estructura del hemoflagelado Crithidia luciliae
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10.2.6.3 Manejo y almacenamiento:

Una vez iniciados los ensayos, las muestras se conservaron entre 2-8

°C, al resguardo de la luz y antes de iniciar el ensayo las muestras y los reactivos se

dejaron a temperatura ambiente 30 minutos. Las laminillas se sacaron de su empaque

15 minutos antes de su uso, y se colocaron en una camara humeda.

10.2.6.3 Procedimiento:

Fabricante: Rhigene Inc. Primero se realizé la dilucion de tamizado de

las muestras (1:10) adicionando 10 uL de la muestra en 100 uL de diluyente para

muestras. La preparacion de la curva estandar se realizé de acuerdo a las diluciones

presentadas en la tabla 1:



Tabla 1._ Diluciones para la curva de calibracion:

Preparacion Dilucién
Calibrador sin diluir 1:10
(20pL del la dilucién anterior+60uL de PBS) 1:40
(20uL del la dilucion anterior+60uL de PBS) 1:160
(20uL del la dilucion anterior+60uL de PBS) 1:640

Se colocaron 20 uL de los controles, calibradores y muestras diluidas
en los pozos de una laminilla, se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente
dentro de una camara humeda. Se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS (pH
7.4 1+ 0.2). Enseguida se eliminé el exceso de PBS y se adicionaron 20 uL del
conjugado (anticuerpo anti-IgG humana unido a FITC) y se incubé 20 minutos,
realizando posteriormente un paso de lavados. Se elimind el exceso de PBS y se
colocd una gota en cada pozo de medio de montaje y se tapo con cubreobjetos. Las
laminillas permanecieron en la camara humeda y en oscuridad hasta el momento de
su lectura. Para la lectura se abrio la aplicacion de Windows para ImageTiter, se
colocé la laminilla con la curva de calibracion en la platina del microscopio usando el
objetivo de 40X. La imagen se observé en foco y clara. Se buscé para titular un area
representativa en cada uno de los pozos. Cuando termind la calibracion el sistema
traza una curva estandar con los puntos. Posteriormente se abre el modo de titulacion,
se identificaba cada muestra segun su colaciéon en la laminilla. Si la muestra es
positiva se procedera a su titulacién, capturando el campo representativo. La imagen
titulada de la muestra aparece en el monitor y se elige el titulo en el punto en donde se
ve el patréon definido. Las muestras superiores al valor estandar de 1:1280, se reportan

como mayores a 1:1280.



10.2.6.3 Control de Calidad:

La media de error de la curva de calibracién debe ser menor de 2.00
para que la calibracién sea valida. En cada ensayo siempre se incluyé un control
positivo (figura 2) y un control negativo (figura 3). Estos controles fueron revisados
antes de leer las muestras. El control positivo debe tener una tincion verde intensa en
el cinetoplasto, el control negativo se debe observar sin tincion o rojo en la misma

estructura (debido al colorante de contraste que es el azul de Evans).

Figura 2._ Control positivo de Crithidia luciliae

Figura 3._ Control negativo de Crithidia luciliae




10.2.7.1. Método de calculo:

El equipo grafica la curva de calibracion automaticamente por el
sistema Image Titer® de Rhigene Inc, en donde el eje de las ordenadas representa un
numero de intensidad elegida y en el eje de las abscisas la dilucién del calibrador del
control de las muestras. El titulo de anticuerpos anti-nucleares se obtiene interpolando
directamente en la curva. Se realiz6 una interpretacion de los patrones observados en

cada muestra. Cada muestra fue leida por mas de un observador.

10.2.7 Deteccion de anticuerpos antinucleares mediante Inmunofluorescencia

indirecta:

10.2.7.1. Principio de la prueba:

Los antigenos de las células HEp-2 adheridas en la superficie de la
laminilla, son reconocidos por los anticuerpos presentes en los controles y las
muestras. Si en los sueros hay anticuerpos presentes se uniran a su antigeno
formando complejos estables. El resto de los componentes del suero son removidos
mediante lavados. Posteriormente se adiciona un anticuerpo- anti IgG humana
conjugado con FITC el cual se une al complejo formado anteriormente. Posterior a
esto se realiza un lavado para remover el exceso de conjugado que reacciona. El
resultado es positivo si la muestra presenta una fluorescencia verde, la curva se
observa en un microscopio de epifluorescencia. La identificacion del titulo de las
muestras se describié en el apartado anterior. Antes de conocer los titulos de las
muestras, el sistema traza una curva estandar con una serie de diluciones de un suero
calibrador. Cada pozo del calibrador diluido muestra la imagen en una serie de
tiempos de exposicion. La imagen se elige de acuerdo a que el patrén este bien

definido y que las células del campo se vean completas.



10.2.7.4. Manejo y almacenamiento:

Una vez iniciados los ensayos las muestras se conservaron entre 2-8
°C, al resguardo de la luz y antes de iniciar el ensayo, las muestras y los reactivos se
dejaron a temperatura ambiente 30 minutos. Las laminillas se sacaron de su empaque

15 minutos antes de su uso y se colocaron en camara humeda.

10.2.7.2. Procedimiento:

Fabricante: Rhigene Inc. Primero se realizé la dilucion de tamizado en las muestras
(1:40) adicionando 2.5 uL de la muestra en 100 uL de diluyente para muestras. La
preparacion de la curva estandar se realiza de acuerdo a las diluciones presentadas

en la tabla 2:

Tabla 2._ Diluciones para la curva de calibracion

Preparacion Dilucién
(25uL del Calibrador + 25uL de PBS) 1:40
(25pL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:80
(25uL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:160
(25pL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:320
(25uL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:640
(25pL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:1280
(25uL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:2560
(25pL del la dilucion anterior+25uL PBS) 1:5120




Se colocaron 20 uL de los controles, calibradores y muestras diluidas en los
pozos correspondientes. Se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente dentro de
una camara humeda. Transcurrido el tiempo, se realizaron dos lavados de 5 minutos
con PBS (pH 7.4 £ 0.2). Enseguida se elimind el exceso de PBS y se adicionaron 20
uL del conjugado anti-lgG humana unido con FITC y se incubé por 20 minutos,
realizando posteriormente un segundo lavado. Se eliminé el exceso de PBS y se
colocé una gota en cada pozo del medio de montaje y se cubrié con un cubreobjetos.
Las laminillas permanecieron en la camara humeda y en oscuridad hasta el momento
de su lectura. Para hacer la lectura se abrié la aplicacién de Windows para el
ImageTiter®, se colocod la laminilla con la curva de calibracién en la platina del
microscopio, y se uso el objetivo de 40X. Cuando la imagen se observa en foco y
clara, se buscé para titular un area representativa en cada uno de los pozos. Cuando
se termin6é la calibracion el sistema grafico una curva estandar de los puntos
calibrados. Se abrié el modo de titulacion y se identifica cada muestra segun su
colocacion en la laminilla. Si la muestra era positiva se procedio a titularla, capturando
el campo representativo con la imagen de la camara. La imagen titulada de la muestra
aparece en el monitor y se elige el titulo en el maximo punto en donde se ve el patron
bien definido. Las muestras con titulos mas altos que 1:5120, se reportaron como

mayores a 1:5120.

10.2.7.3. Control de Calidad:

La media de error de la curva de calibracion debe ser menor de 2.00
para que la calibracién sea valida. En cada ensayo siempre se incluyd un control
positivo (patréon homogéneo, figura 4) y un control negativo (figura 5). Estos controles
fueron revisados antes de leer las muestras. En el control positivo se debe observar un
patron homogéneo con intensidad alta, y el control negativo se debe observar rojo

(debido al colorante de contraste azul de Evans).



Figura 4._ Control positivo de células HEp-2

Figura 5. Control negativo de células HEp-2

10.2.7.4. Método de calculo:

La curva de calibracion se grafica automaticamente por el sistema
Image Titer® de Rhigene Inc, en donde el eje de las ordenadas son las unidades de
intensidad, y el eje de las abscisas las diluciones del calibrador. El titulo de anticuerpos
anti-nucleares se obtuvo interpolando directamente en la curva. Se realiz6 una

interpretacién de los patrones observados en cada muestra.



11. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos se uso el programa SPSS
version 13.0. Se realizaron los analisis de frecuencia y estadistica descriptiva. La
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
VPN), y razén de momios (RM) se calcul6 para cada prueba, usando tablas de
contingencia dos por dos. Los puntos de corte de los anticuerpos anti-ADNcd, anti-
ADNCcs, anti-nucleosoma y anti-histona (todos de isotipo IgG), fueron determinados

usando curvas ROC, basados en la interseccion de sensibilidad y especificidad.

Para las comparaciones de las variables se emplearon las pruebas de
U de Mann Whitney y exacta de Fisher, limitesde p< 0.05 fueron considerados
significativos. Para determinar la correlacion de las pruebas para detectar anticuerpos
anti-ADNcd, anti-nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs se utilizé la correlacion de
Sperman Rho, y para la inmunofluorescencia usando como sustrato C/ se utilizo el

coeficiente de correlacion de Phi.

12. RESULTADOS

12.1. Caracteristicas de los sujetos estudiados:

12.1.1. Sujetos Sanos:

Se estudiaron 102 sujetos sanos, con una media de edad de 35.6+11.9

afos, de los cuales 67 fueron mujeres.

12.1.2. Pacientes con LEG:



Se estudiaron 98 pacientes, 56 activos (SLEDAI-2k = 3) con una media

de edad de 34.5 + 11.1 afos, de los cuales 50 fueron mujeres y 42 inactivos (SLEDAI-

2k < 2) con una media de edad de 37.8 + 12.1 afios, de los cuales 38 fueron mujeres.

La media del tiempo de evolucién de la enfermedad fue de 85.11 + 79.6 meses.

12.2. Caracteristicas de las pruebas para detectar anticuerpos anti-

cromatina

procedimiento se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante:

Las caracteristicas de las pruebas se resumen en la tabla 3, el

Tabla 3._ Caracteristicas de las pruebas para detectar anticuerpos anti-cromatina:

Anticuerpo anti-

ADNcd

ADNcd

ADNcd

Nucleosoma

Hstona

ADNcs

Métodos

ELISA-E y ELISA-
C
RIA
IFI sustrato C/

ELISA

ELISA

ELISA

* Calibradas con suero Wo/80

Sustrato

ADNcd de timo de
ternera

ADNcd de E. coli

ADNcd

Nucleosoma
recombinante

Histonas
purificadas H1,
H2A, H2B, H3 y

H4

ADNcs
recombinante

Conjugado

Anti-lgG
humana/peroxidasa

No se utiliza
Anti-lgG
humana/FITC

Anti-lgG
humana/peroxidasa

Anti-lgG
humana/peroxidasa

Anti-lgG
humana/peroxidasa

Medicién

Cuantitativa
(IU/mL)*

Cuantitativa
(IU/mL)*

Semi-Cuantitativa
Titulo

Cuantitativa
(U/mL)

Cuantitativa
(U/mL)

Cuantitativa
(U/mL)



12.3. Comparacion de las pruebas para detectar anti-ADNcd de isotipo

IgG, anti-ADNCcs, anti-nucleosomas y anti-histonas

La comparacion de los titulos de anticuerpos anti-cromatina detectados

en sujetos control y pacientes con LEG, se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Comparacion entre sujetos control y pacientes con LEG.

Prueba Z p
ELISA-E -9.363 p<0.0001
ELISA-C -5.856 p<0.0001
Farr RIA -9.457 p<0.0001
Anti-nucleosoma -10.846 p<0.0001
Anti-ADNcs -0.118 p<0.0001
Anti-Histonas -5.5590 p=0.906

Como se puede ver solo en los titulos de anticuerpos anti-histonas no

existen diferencias entre ambos grupos (z =-0.118, p = 0.906).

En la tabla 5 se muestran la media, desviaciones estandar, limites
maximo y minimo de los titulos observados con las pruebas de Farr (RIA), ELISA-E,

ELISA-C, anticuerpos anti-nucleosomas, anti-ADNcs y anti-histonas, en sujetos sanos.

Tabla 5._ Sujetos Sanos.

Media % desviacion Valor Valor
estandar minimo maximo
ELISA-E 12.0+4.6 lU/mL 6.8 IU/mL 31.0 IU/mL

ELISA-C 9.5+4.5 |lU/mL 7.7 1U/mL 52.9 IU/mL



Farr (RIA) 10.0£0.4 IU/mL 10.0 IU/mL 13.8 IU/mL

Anticuerpos anti-nucleosomas 11.64£24.6 u/mL 5.2 U/mL 243.8 U/mL
Anticuerpos anti-ADNcs 16.6£14.5 U/mL 8.9 U/mL 123.9 U/mL
Anticuerpos anti-histonas 29.0£21.1 U/mL 7.9 U/mL 137.3 U/mL

En la tabla 6 se muestran la media, desviacidon estandar, limites
maximo y minimo de los titulos observados con las pruebas de Farr (RIA), ELISA-E,
ELISA-C, anticuerpos anti-nucleosomas, anti-ADNcs y anti-histonas, en pacientes con

LEG.

Tabla 6. Pacientes con LEG

Mediat desviacion Valor minimo Valor maximo

estandar
ELISA-E 249.3+484.9 |lU/mL 6.8 IU/mL 3124.0 IU/mL
ELISA-C 180.6+461.0 IU/mL 7.5 lU/mL 2084.6 1U/mL
Farr (RIA) 36.3+61.2 IU/mL 3 IU/mL 316 IU/mL
Anticuerpos anti-nucleosomas  487.9+1218.5 U/mL 6.3 U/mL 10260.0 U/mL
Anticuerpos anti-ADNcs 69.5+99.7 U/mL 5.6 U/mL 424 .4 U/mL
Anticuerpos anti-histonas 109.2+157.3 U/mL 7.9 U/mL 945.2 U/mL

Las tablas 7 y 8 muestran el analisis de correlacién de los titulos de
anticuerpos anti-ADNcd detectados por el ELISA-E, ELISA-C y Farr (RIA), en los dos
grupos de estudio. El andlisis entre el ELISA-E, ELISA-C vs Farr (RIA) no muestra una
relacion lineal en el grupo de sujetos sanos. La correlaciéon entre el ELISA-E y ELISA-
C fue de ro = 0.204. En el grupo de pacientes con LEG se observaron los mejores

coeficientes de correlacion. La correlacion del ELISA-C con la prueba de Farr (RIA) fue



mayor (rs = 0.741, p<0.01) en comparacion con el ELISA-E y la prueba de Farr (RIA)

(rs = 0.711, p<0.01).

Tabla 7._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd detectados por

ELISA-E, ELISA-C y Farr (RIA) en sujetos sanos.

Grupo Coeficientes de correlacion
ELISA-E ELISA-C Farr (RIA)
ELISA-C 0.204*
Farr (RIA) ¥
ELISA-E ¥

* La correlacion es significativa al 0.05
¥ No es significativa.

Tabla 8._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd detectados por

ELISA-E, ELISA-C y Farr (RIA) en pacientes con LEG.

Grupo Coeficientes de correlacion
ELISA-E ELISA-C Farr (RIA)
ELISA-C 0.763**
Farr (RIA) 0.741**
ELISA-E 0.711*

** La correlacion es significativa al 0.01

Las tablas 9 y 10 muestran el analisis de correlacion de los titulos de
anticuerpos anti-ADNcd detectados por ELISA-E, ELISA-C y Farr (RIA), anti-
nucleosomas, anti-ADNcs y anti-histonas en ambos grupos de estudio. Las pruebas
para determinar los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas, anti-ADNcs y anti-
histonas no mostraron una relacién lineal con los titulos de los anticuerpos anti-ADNcd

detectados por ELISA-E y Farr (RIA), en el grupo de sujetos control. La prueba de Farr



(RIA) no correlacioné con los titulos de los anticuerpos anti-histonas, cuando se

compard por grupos (sujetos sanos y en pacientes con LEG).

En los sujetos sanos (tabla 9) la correlacion es baja en todas las
pruebas debido probablemente a la variabilidad de la deteccion de los titulos bajos de
anticuerpos anti-cromatina. En el grupo de pacientes con LEG (tabla 10) los
anticuerpos anti-histonas tienen baja concordancia con las pruebas de ELISA-E,
ELISA-C, anti-nucleosomas y anti-ADNcs (rs= 0.222, p = 0.028, r=0.241 p = 0.017, r;
= 0.334 p<0.001 y rs= 0.234 p=0.020, respectivamente). Es importante mencionar que
en los pacientes con LEG los titulos de anticuerpos anti-ADNcd detectados por ELISA-
C vy los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas muestran una alta correlacion (rs =
0.768, p < 0.01). Las correlaciones de los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas con
las pruebas ELISA-E y Farr (RIA) son de rs = 0.735, p < 0.01 y rs = 0.730, p < 0.01,
respectivamente. La baja correlacién entre las pruebas se explica por que cada
ensayo presenta diferentes antigenos y en ensayos con altas correlaciones, puede
deberse a que en las muestras pueden coexistir diferentes anticuerpos y/o los

anticuerpos pueden detectar epitopes compartidos.

Tabla 9._ Coeficientes de correlacién de los titulos de anti-ADNcd (detectados por ELISA-E,

ELISA-C y Farr RIA) anti-nucleosoma, anti-ADNcs y anti-histona en sujetos sanos.

Anti-nucleosoma  Anti-histona  Anti-ADNcs

Farr (RIA) ¥ ¥ ¥
ELISA-C ¥ ¥ ¥
ELISA-E 0.334* 0.424* 0.281**
Anti-nucleosoma ¥

Anti-histona 0.279**

Anti-ADNcs 0.382*



* La correlacion es significativa al 0.05
** La correlacion es significativa al 0.01
¥ No es significativa

Tabla 10._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anti-ADNcd (detectados por ELISA-E,

ELISA-C y Farr RIA) anti-nucleosoma, anti-ADNcs y anti-histona en pacientes con LEG.

Anti-nucleosoma  Anti-histona  Anti-ADNcs

Farr (RIA) 0.730** ¥ 0.620**
ELISA-C 0.768** 0.241* 0.577**
ELISA-E 0.735* 0.222* 0.646**
Anti-nucleosoma 0.334**

Anti-histona 0.234*
Anti-ADNcs 0.596**

* La correlacion es significativa al 0.05
** La correlacion es significativa al 0.01
¥ No es significativa

En sujetos sanos donde se presentan titulos bajos de anticuerpos anti-
cromatina las correlaciones son bajas, a diferencia de los pacientes con LEG, donde
las correlaciones son mejores, ya que estos presentaron titulos mas altos de todos los

anticuerpos anti-cromatina.

El la figura 6 y 7 se muestra la correlacion entra las prueba de Farr
(RIA) - ELISA-E y Farr (RIA) — ELISA -C, tomando en consideracion tanto sujetos
sanos como pacientes con LEG. Como se puede observar la correlaciéon es alta a
titulos bajos, no asi a titulos medios y altos donde existe mas dispersion, considerando
ambos grupos el coeficiente es moderado (rs = 0.582, p < 0.01 y rs = 0.558, p < 0.01,

respectivamente).



Figura 6._ Correlacion entre Farr (RIA) y ELISA-E
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Figura 7._ Correlacion entre Farr (RIA) y ELISA-C
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El la figura 8 muestra la correlacion entra las prueba de Farr RIA y
anticuerpos anti-nucleosomas, tomando en consideracion tanto sujetos sanos como
pacientes con LEG, como se puede ver la correlaciéon es la mas alta entre todas las

pruebas (rs= 0.629, p < 0.01).



Figura 8. Correlacion entre Farr (RIA) y anti-nucleosomas
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En las figuras 9y 10 se muestra la correlacion entra las prueba de Farr
(RIA) vs los anticuerpos anti-ADNcs, anti-histonas, de sujetos sanos y pacientes con
LEG, como se puede ver la correlacion es moderada para anti-ADNcs (rs = 0.515,
p<0.01) debido a que se pueden estar reconociendo epitopes compartidos de del
ADNcd y el ADNcs, pero es baja para los titulos de anticuerpos anti-histona (rs = 0.237,

p<0.01), lo que sugiere que son anticuerpos diferentes.



Figura 9. Correlacion entre Farr RIA y anti-ADNcs
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Figura 10._ Correlacion entre Farr RIA y anti-histona
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La comparacion de la prueba de Farr (RIA) con la inmunofluoresncia

indirecta (IF1) usando como sustrato Crithidia lucilae (Cl), se muestra en la tabla 11.



Para los sujetos sanos todas las muestras (n = 102) fueron negativas por IFl sustrato
Cl. En los pacientes con LEG inactivos no hay una relacion significativa, solo en los
activos y esta es moderada (rs = 0.488, p < 0.05). Para los pacientes con LEG sin

tomar en cuenta la actividad la correlacién es de rs = 0.363, p < 0.05.

Tabla 11._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anti-ADNcd detectados por IFI sustrato

Cl y Farr RIA, en pacientes con LEG.

Grupo Coeficientes de correlaciéon r,

IFl sustrato Cl y Farr RIA

Pacientes con LEG 0.363
Pacientes con LEG, activo 0.488
Pacientes con LEG, inactivo ¥

* La correlacion es significativa al 0.05
** La correlacién es significativa al 0.01
¥ No es significativa

12.4. Puntos de corte para la detecciéon de anticuerpos anti-cromatina en

la poblacién mexicana estudiada

Para conocer el rendimiento global de cada prueba y elegir los puntos
de corte se construyeron curvas ROC, en las cuales se graficé el valor complementario
de la especificidad (eje de las abscisas), contra la sensibilidad (eje de las ordenadas).
En el analisis de las curvas ROC el area bajo la curva (Abc) indica el rendimiento
global de la prueba. De esta manera, entre mas se acerca el valor a 1.0 el rendimiento
de la prueba es mayor, debido a que se tiene la mayor especificidad y sensibilidad. La
figura 11 y 12 muestran las curvas ROC de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd
detectados por ELISA-E y ELISA-C (Abc = 0.909 y 0.881, respectivamente) en los
sueros de pacientes con LEG y controles sanos ambos mexicanos. La curva con

mayor area es la del ELISA-E.



Figura 11. Curva ROC de anticuerpos anti-ADNcd detectados por ELISA-E, en sujetos sanos y
pacientes con LEG.
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Figura 12._ Curva ROC de anticuerpos anti-ADNcd detectados por ELISA-C, en sujetos sanos
y pacientes con LEG
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La figura 13, 14 y 15 muestra las curvas ROC para anticuerpos anti-
nucleosomas, anti-histonas y anti-ADNcs (Abc = 0.949, 0.665 y 0.858,

respectivamente). La curva con mayor rendimiento es la de anti-nucleosomas.

Figura 13._ Curvas ROC de anticuerpos anti-nucleosomas, en sujetos sanos y pacientes con
LEG
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Figura 14._ Curvas ROC de anticuerpos anti-ADNCcs, en sujetos sanos y pacientes con LEG.
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Figura 15._ Curvas ROC de anticuerpos anti-histonas, en sujetos sanos y pacientes con LEG
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Con la prueba de Farr se obtuvo un punto de corte de 10 IU/mL (al
90% percentil), tomando en consideracion a los sujetos sanos. La tabla 12 muestra los
limitesde referencia de los anticuerpos anti-cromatina obtenida del estudio de la

poblacion mexicana sana.

Tabla 12._ Limites de referencia del ELISA-E, ELISA C, anticuerpos anti nucleosomas,

anti-ADNcs y anti-histonas.

Prueba Sensibilidad % Especificidad % Valor de referencia
ELISA-E 85.2 85.6 23.3 IU/mL
ELISA-C 83.6 81.3 9.6 IU/mL
Anticuerpos anti-nucleosoma 90.0 90.9 71.9 U/mL
Anticuerpos anti-ADNcs 81.7 80.3 20.1 u/mL

Anticuerpos anti-histona 53.3 84.8 53.7 U/mL



Como se puede ver para el ELISA-E: el valor de referencia se
establecio en 23.3 IU/mL. Con dicho valor la sensibilidad y especificidad de la prueba
fue del 85.2 y 85.6 % respectivamente. Para el ELISA-C: se establecio el punto de
corte en 9.6 IU/mL (sensibilidad: 83.6%, especificidad: 81.3%). Los puntos de corte de
los anticuerpos anti-nucleosomas, anti-ADNcs y anti-histonas: se establecieron en
71.9, 20.1 y 53.7 U/mL respectivamente (sensibilidad: 90.0, 81.7, 53.3%; especificidad

90.9, 80.3 y 84.8 %).

12.5. Sensibilidad y Especificidad

La sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
negativo (VPN) de las pruebas y de todos los anticuerpos anti-cromatina se
establecieron en sujetos sanos y en pacientes con LEG tanto activos como inactivos.
Los resultados se calcularon en tablas de contingencia dos por dos. Las Tablas 13 y
14 muestran la sensibilidad, especificidad, VPP y VPP, en pacientes con LEG, del

ELISA-E y el ELISA-C respectivamente.

Tabla 13._ Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del ELISA-E, para pacientes con LEG.

Grupo Sensibilidad Especificidad VPP VPN

% % % %
Pacientes con LEG 91.5 33.3 67.5 72.2
Pacientes con LEG, activos 92.7 20.0 76.0 50.0
Pacientes con LEG, inactivos 88.9 41.7 53.3 83.3

Tabla 14._ Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del ELISA-C, para pacientes con LEG.

Grupo Sensibilidad Especificidad VPP VPN

% % % %

Pacientes con LEG 79.7 79.5 85.5 721
Pacientes con LEG, activos 90.2 60.0 86.0 69.2

Pacientes con LEG, inactivos 55.6 91.7 83.3 73.3



Las Tablas 15, 16 y 17 muestran la sensibilidad, especificidad, VPP y
VPP, en, pacientes con LEG, de la prueba para anticuerpos anti-nucleosomas, anti-

ADNCcs y anti-histonas respectivamente.

Tabla 15._ Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de los titulos de anticuerpos anti-

nucleosomas, para pacientes con LEG

Grupo Sensibilidad Especificidad VPP VPN

% Y% Y% %
Pacientes con LEG 100.0 25.6 67.0 100.0
Pacientes con LEG, activos 100.0 20.0 77.4 100.0
Pacientes con LEG, inactivos 100.0 29.2 514 100.0

Tabla 16._ Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de los titulos de anticuerpos anti-ADNcs,

para pacientes con LEG

Grupo Sensibilidad Especificidad VPP VPN

% % % %
Pacientes con LEG 78.0 74.4 82.1 69.0
Pacientes con LEG, activos 85.4 53.3 83.3 57.1
Pacientes con LEG, inactivos 61.1 87.5 78.6 75.0

Tabla 17._ Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de los titulos de anticuerpos anti-histonas,

para pacientes con LEG

Grupo Sensibilidad Especificidad VPP VPN

% % % %
Pacientes con LEG 54.2 71.8 74.4 50.9
Pacientes con LEG, activos 56.1 66.7 82.1 35.7

Pacientes con LEG, inactivos 50.0 75.0 60.0 66.7



En la tabla 18 se muestran los valores de sensibilidad y especificidad para los
anticuerpos anti-cromatina, considerando el grupo de sujetos sanos y pacientes con
LEG. La sensibilidad de la prueba de Farr (RIA) es de 60.2%, y de 68.4% para el
ELISA-C. En general las pruebas para detectar anticuerpos anti-cromatina resultan ser
mas especificas que sensibles. Es importante que las pruebas sean especificas, y el
ELISA-C tiene una especificidad de 95.1 %, mejor que la del ELISA-E (85.36%), y
comparable con la de Farr (RIA, 98.0%). Por lo anterior podemos proponer a la prueba

de ELISA-C para sustituir a la prueba de Farr (RIA).

Tabla 18._ Sensibilidad y especificidad en sujetos sanos y pacientes con LEG.

Grupo Sensibilidad Especificidad
% %

Farr (RIA) 60.2 98.0

ELISA-E 63.3 85.3

ELISA-C 68.4 95.1
Anticuerpos anti-nucleosomas 66.3 98.9
Anticuerpos anti-ADNcs 62.2 85.1
Anticuerpos anti-histonas 43.9 90.4

12.6. Analisis de la correlacion entre anticuerpos anti-cromatina y

actividad en pacientes con LEG

En las tablas 19 y 20 se muestran los analisis de las correlaciones de
los anticuerpos anti-cromatina detectados en pacientes con LEG inactivos (SLEDAI-2k
< 2) y activos (SLEDAI-2k >3). Los coeficientes de correlacion mas altos se observaron
en los pacientes activos con las pruebas de ELISA-E y ELISA-C (r; = 0.854 p<0.01).

Para el ELISA-C y la prueba de Farr el coeficiente fue de rs = 0.791, p<0.01. En



general los coeficientes en los pacientes con LEG inactivos tuvieron un

comportamiento bajo en todas las pruebas.

Tabla 19. _ Coeficientes de correlacion de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd detectados por

ELISA-E, ELISA-C y Farr RIA en pacientes con LEG activo.

Grupo Coeficientes de correlacion
ELISA-E ELISA-C Farr (RIA)
ELISA-C 0.854**
Farr (RIA) 0.791**
ELISA-E 0.717*

** La correlacién es significativa al 0.01

Tabla 20._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd detectados por

ELISA-E, ELISA-C y Farr (RIA) en pacientes con LEG inactivo.

Grupo Coeficientes de correlacion
ELISA-E ELISA-C Farr (RIA)
ELISA-C 0.381*
Farr (RIA) 0.527**
ELISA-E 0.592**

* La correlacion es significativa al 0.05
** La correlacién es significativa al 0.01

Las tablas 21 y 22 muestran el analisis de correlacion de los titulos de anticuerpos
anti-ADNcd (detectados por el ELISA-E, ELISA-C y Farr), anti-nucleosomas, anti-
ADNCcs y anti-histonas en pacientes con LEG activo e inactivo, respectivamente. La
correlacion es mayor en los pacientes activos, contra los inactivos. La prueba de

anticuerpos anti-histonas no tuvo correlacién con otra prueba. La mejor correlacion



observada fue entre el ELISA-C y los anticuerpos anti-nucleosomas (rs = 0.840, p <
0.05). La prueba de Farr mostré6 mejor correlacion con la prueba de anticuerpos anti-

nucleosomas (rs= 0.767, p < 0.05).

Tabla 21._ Coeficientes de correlacion de los titulos de anti-ADNcd (detectados por ELISA-E,

ELISA-C, Farr (RIA), anti-nucleosoma, anti-ADNcs y anti-histona en pacientes con LEG activo.

Anti-nucleosoma  Anti-histona  Anti-ADNcs

Farr (RIA) 0.767* ¥ 0.572**
ELISA-C 0.840* ¥ 0.500**
ELISA-E 0.770** ¥ 0.494**
Anti-nucleosoma ¥

Anti-histona ¥
Anti-ADNcs 0.524**

** La correlacion es significativa al 0.01
¥ No es significativa

Tabla 22._ Coeficientes de correlacién de los titulos de anti-ADNcd (detectados por ELISA-E,
ELISA-C, Farr (RIA), anti-nucleosoma, anti-ADNcs y anti-histona en pacientes con LEG

inactivo.

Anti-nucleosoma  Anti-histona  Anti-ADNcs

Farr (RIA) 0.625** ¥ 0.466**
ELISA-C 0.546* 0.392* 0.366**
ELISA-E 0.439* ¥ 0.494**
Anti-nucleosoma 0.485**

Anti-histona ¥*
Anti-ADNcs 0.455*

** La correlacion es significativa al 0.01
¥ No es significativa



De las tablas de contingencia de dos por dos, los pacientes con LEG
activos e inactivos, se obtuvo el célculo de la razén de momios (“odds ratio”, RM) para
las pruebas de Farr (RIA), ELISA-E, ELISA-C, asi como la razén de verosimilitud (RV).
Los resultados se muestran en la tabla 23, el ELISA-C mostré una probabilidad mayor
relacionada con la actividad del LEG, asi como una RV mas alta que la prueba de Farr

(RIA).

Tabla 23. RM y RV para los titulos de anti-ADNcd (detectados por ELISA-E, ELISA-C y Farr

(RIA) en pacientes activos e inactivos

RM , intervalo de confianza 95% RV %
Farr RIA 3.6 (1.6-8.5) p=0.002 66.3
ELISA-E 3.3(1.1-9.8) p=0.023 63.3

ELISA-C 8.3 (3.3-20.6) p<0.0001 74.5



13. DISCUSION

Una parte importante en el diagndéstico por el laboratorio de las
enfermedades autoinmunes como el LEG, es la deteccién de los anticuerpos anti-
ADNcd. Su cuantificacion y por tanto la validacion del ensayo inmunoenzimatico
caitropico (ELISA-C) son importantes para detectarlos. Para este fin, se tomé la
prueba de Farr Radioinmunoensayo (RIA) como estandar, ya que en la literatura
reportan su correlaciéon con la actividad en pacientes con LEG y su uso para el
monitoreo de los titulos de anticuerpos anti-ADNcd. Sin embargo la prueba de Farr
presenta el inconveniente de usar radioisétopos ('?°l, "C o H), el resultado del estudio
tarda 8 horas minimo y no permite identificar el isotipo de las inmunoglobulinas
detectadas. En nuestro trabajo detectamos, los sueros anticuerpos anti-cromatina

mediante el ELISA.

En general los procedimientos para el ensayo inmunoenzimatico
estandar (ELISA-E, prueba de rutina realizada en el laboratorio de inmunologia del
INNSZ, para la cuantificacion de anticuerpos anti-ADNcd) y para el ELISA-C, son muy
similares, con la unica diferencia que la solucién de lavado de esta ultima presenta alta
concentracion de sales, lo que influye en la unién antigeno-anticuerpo eliminando a los
anticuerpos que son de baja avidez. Cabe mencionar que dentro de las caracteristicas
de las pruebas para determinar los titulos de anticuerpos anti-ADNcd, la fuente del
antigeno es un factor de variacién importante. En el caso del antigeno para detectar
los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas se excluye la histonas H1, y los
anticuerpos reaccionan preferentemente contra el complejo ADNcd-histonas (H2A-
H2B), en contraste con el antigeno para detectar los anticuerpos anti-histonas el cual

comprende una mezcla completa de histonas desnaturalizadas.



Los anticuerpos anti-histonas son frecuentes en LEG y en LEG
inducido por farmacos, asi como en otras enfermedades autoinmunes y no
autoinmunes. Sin embargo son considerados como no especificos y tienen poca
utilidad en la practica clinica. En este estudio dichos anticuerpos no mostraron
diferencia significativa al comparar el grupo de sujetos sanos con el de pacientes con
LEG. Los titulos de anticuerpos detectados por las pruebas del ELISA-E, ELISA-C,
Farr (RIA), anticuerpos anti-nucleosomas, anti-ADNcs y anti-histonas fueron
significativos en los pacientes con LEG cuando se comparo con los sujetos sanos

(tabla 4).

En relaciéon a los coeficientes de correlacion en pacientes con LEG, el
ELISA-C y la prueba de Farr (RIA), tienen un coeficiente de correlacion (rs= 0.741, p <
0.01), muy similar a la correlacién con el ELISA-E (r; = 0.711, p < 0.01). ELISA-E y
ELISA-C tienen una correlacion de ry = 0.763, p < 0.01. Al observar estas
comparaciones entre las pruebas mencionadas, se puede inferir que la diferencia
radica en que en la prueba del ELISA-C, la solucién de lavado tiene alta concentracion
de sales lo cual hace que se desprendan los anticuerpos de baja avidez de la placa

sensibilizada con ADNcd .

El ELISA-E y ELISA-C mostraron correlacion baja en los sujetos sanos
(rs = 0.0.204, p < 0.05), debido a que en la prueba de ELISA-C los titulos de
anticuerpos anti-ADNcd en este grupo tienden a ser mas bajos y la dispersién es
mayor. Cuando se compara el ELISA-E y ELISA-C con la prueba de Farr (RIA) no se

observo correlacion entre los sujetos sanos.

La comparacién con los titulos de anticuerpos anti-nucleosomas y la
prueba de Farr (RIA), muestran buena correlacién (rs = 0.730, p < 0.01), en contraste

con los titulos de anticuerpos anti-ADNcs que tienen una correlacién menor (rs = 0.620,



p < 0.01); lo anterior confirma la participacion de los anticuerpos anti-nucleosomas en

la patogénesis LEG.

Nuestros datos muestran que en los sujetos sanos, donde se tienen
titulos bajos de anticuerpos anti-ADNcd (por ELISA-C, ELISA-E y Farr RIA), anti-
nucleosomas, anti-ADNCcs y anti-histonas, las correlaciones son bajas. En los casos en
que no hay correlacién entre pruebas es por que las pruebas son contra antigenos

diferentes.

La correlacion de las pruebas de Farr (RIA) con el ELISA-E y el ELISA-
C, en ambos grupos), es baja rs=0.582, p < 0.01, rs= 0.0.558, p<0.01 respectivamente
como se observa en la figura 1 y 2. Esto es debido a que en los sujetos sanos solo el

2% son positivos para anticuerpos anti-ADNcd por Farr RIA.

La correlacion entre anti-ADNcd y anti-nucleosomas es la mayor de las
pruebas (rs=0.0.558, p<0.01). Lo anterior confirma su utilidad en el diagnéstico y
seguimiento en los pacientes con LEG. La correlacion del Farr RIA con los anticuerpos

anti-histona, también es baja y no se observa una tendencia lineal.

La prueba de Farr (RIA) en comparacion con la inmunofluorescencia
(IF1) usando como sustrato Crithidia luciliae (Cl), tiene una correlacion muy baja en los
pacientes con LEG activos e inactivos. Por lo cual consideramos que no es adecuada
para su utilizacion en el laboratorio y presenta la desventaja de que la persona que

realiza la lectura debe contar con experiencia.

El establecimiento de los puntos de corte se hizo mediante curvas

ROC, con la mayor especificidad y sensibilidad para cada una de las pruebas. Cabe



mencionar que la curva ROC para anticuerpos anti-nucleosomas, mostré un punto de
corte de 71.9 U/mL, con una sensibilidad de 90.0 % y una especificidad de 90.9 %, y

fue la curva con mayor rendimiento (area bajo la curva = 0.949).

La sensibilidad para el ELISA-C en pacientes con LEG es razonable
(79.7%), es decir que la prueba tiene una buena capacidad para detectar anticuerpos
anti-ADNcd, cuando los pacientes tienen LEG, y su especificidad es similar (79.5%),
que se traduce en la capacidad de identificar la ausencia de anticuerpos anti-ADNcd,
cuando los pacientes no tienen LEG. En comparacion con el ELISA-E, el cual tiene
una sensibilidad de 91.55%, pero su especificidad es muy baja 33.3%, con lo que
puede dar resultados positivos en individuales que no tienen anticuerpos anti-ADNcd.
Los VPP y VPN se mantienen razonablemente altos en ambas pruebas (ELISA-E y
ELISA-C). Esta tendencia se observa en el grupo de pacientes activos e inactivos con

LEG.

La sensibilidad del Farr (RIA) considerando ambos grupos de estudio
(60.25) es menor que en el ELISA-C (68.4%), y la especificidad es alta para ambos
(98.0 y 95.1% respectivamente). La prueba de Farr RIA vs ELISA-C muestra una
correlacion alta en pacientes con LEG activos (rs = 0.791, p < 0.01) y con poca
diferencia en comparacién con el ELISA-E (rs = 0.717, p < 0.01), lo cual pone en
evidencia, las caracteristicas de ambos ensayos los cuales permiten detectar actividad
en los pacientes con LEG. La correlacién entre los ELISA-E y ELISA-C es elevada (rs =
0.854; p < 0.01). La RM para las pruebas de Farr RIA y ELISA-C muestra que en esta
ultima prueba, una persona con LEG tiene mayor probabilidad de presentar actividad
(definida por el SLEDAI-2k) cuando los anticuerpos anti-ADNcd detectados mediante
el ELISA-C, son positivos que cuando la prueba de Farr (RIA) es positiva. La RV del

ELISA-C es la mas alta (74.5%), en comparacion con la prueba de Farr (RIA, 66.3) y el



ELISA-E (63.3%), y por tanto el ELISA-C tiene mas exactitud para detectar actividad

en pacientes con LEG.



14. CONCLUSIONES

1)

2)

Se observo una alta correlacion entre el ELISA-C y el método de Farr
para la deteccién de anticuerpos anti-ADNcd en los sueros de los
pacientes con LEG. Observamos ademas una baja correlacion entre la
prueba de Farr y la inmunofluorescencia indirecta usando como sustrato

Crithidia luciliae.

Se establecieron los puntos de corte de los titulos de anticuerpos anti-
ADNcd detectados con las pruebas de Farr (RIA) (10 IU/mL), ELISA-E y
ELISA-C (23.3 y 9.6 IU/mL respectivamente), anticuerpos anti-
nucleosomas, (71.9 IU/mL), anti-histonas (53.7 IU/mL) y anti-ADNcs

(20.1 IU/mL) en una poblacion sana de México.

Se determind la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de las pruebas
de Farr RIA, ELISA-E y ELISA-C, anticuerpos anti-nucleosomas, anti-

histonas y anti-ADNcs.

Nuestros resultados muestran que existe una alta correlacion (rs =
0.791) entre el ELISA-C, la prueba de Farr (RIA) y actividad de la

enfermedad en pacientes con LEG.

Por su sensibilidad y especificidad para detectar la actividad en
pacientes con LEG el ELISA-C es una prueba que puede sustituir a la
prueba de Farr. Aunado a lo anterior, el ELISA-C tiene oftras
caracteristicas (menor costo, resultados en menor tiempo, no genera
residuos de dificil y costoso manejo) que hacen de la prueba una mejor

opcidn para la deteccion de los anticuerpos anti-ADNcd.



16. Anexos

ABREVIATURAS

AAN: Anticuerpos antinucleares

ACR: Colegio Americano de Reumatologia

Anti-ADNcd: Anticuerpos contra acido Desoxirribonucléico de cadena doble
Anti-ADNCcs: Anticuerpos contra acido Desoxirribonucléico de cadena sencilla
Anti-histonas: Anticuerpos contra histonas

Anti-nucleosomas: Anticuerpos contra nucleosomas

Cl: Crithidia luciliae

ADNcd: Acido Desoxirribonucléico de cadena doble

ADNGcs: Acido Desoxirribonucléico de cadena sencilla

ELISA: Ensayo Inmunoenzimatico

ELISA-C: Ensayo Inmunoenzimatico Caiotropico, Farrzyme®

ELISA-E: Ensayo Inmunoenzimatico estandar, Bindazyme®

ENA: Antigenos extraibles del nucleo
FITC: Isocianato de fluoresceina
HRP: Peroxidasa de rabano picante
ID: Inmunodifusion

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

INCMNSZ: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
LEG: Lupus eritematoso generalizado

DO: Densidades opticas

PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos

RIA: Radioinmunoanalisis o radioinmunoensayo
RNA: Acido ribonucléico
ROC: Receiver operador characteristic curve

TA: Temperatura ambiente



TBS: The Binding Site®

TMB: 3,3',5,5' tetrametilbencidina
VPN: Valor Predictivo Negativo
VPP: Valor Predictivo Positivo

WHO: Organizacion Mundial de la Salud



Anexo 1
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA
Hoja de Recoleccién de Datos

Fecha actual:/ ___/ / /
dia mes afo
Registrode paciente: /___ /[ [ [ [ |
Nombre (iniciales) / / / / / Fecha de nacimiento: /___/
/ /
Apellido apellido nombre1 nombre 2 dia mes afo
Paterno materno
Femenino: /_0_/ Masculino: /_1_/
Nivel Socioeconémico (INNCMS2Z): / /
Escolaridad:
0 123456 789 10 11 12 1314151617 218
Primaria secundaria preparatoria profesional
Fecha deingreso alINCMNSZ :/  / / /
dia mes afio
Fecha del primer criteriode LEG:/___ /__ / /
dia mes afo
Fecha del cuarto criteriode LEG:/___ /_ / /
dia mes afo
Criterios de Clasificaciéon para LEG del Colegio Americano de Reumatologia 34,
dia mes afo
2. Eritemamalar.......cocccoevvvevvevennnn. si L no L no dato U Fecha:/ /7 /
3._ Eritema discoide.........cccveveevnn... si L] no U no dato L Fecha:s 7/ /
4. Fotosensibilidad.............cccc.cc...... si L] no [ no dato [ Fecha:/ _/__/ /
5. Ulceras orofaringeas.................... si L] no [ no dato I:‘Fecha:/_/_/ /
B ATLIS. ..ot si L] no U no dato Ul Fecha:/ /7 /
7._ Serositis:
»  Derrame pleural...........cccceevueennnens si L] no [ no dato DFecha:/_/_/
= Derrame pericardico.................... Si D no D no dato D Fecha:/ _/ ___/ /
8. Dafio renal:
» Proteinuria mayor a 0.5 g/24 h........ si L no [ no dato L] Fecha:/ _/___/ /
= Presencia de cilindros celulares......si L] no [ no dato [ Fecha:/_/ __/ /
9. Dafio neuroldgico:
" CoNnVUISIONES......cccvneeiineeiineeannnen, si L] no L no dato [ Fecha:/ _/__/ /




B PSICOSIS. veertereeeereeeeeeeereeeee e, si L1 no [ no dato L] Fecha:/

10._ Dafo hematoldgico:

= Anemia hemolitica.........cccceuveunnen. si L no L no dato [ Fecha:/
= Leucopenia (menos de 4000/uL)......Si [] no LI no dato I:'Fecha:/_
» Linfopenia (menos de 1500/uL)......Si [] no L no dato [ Fecha:/ __
®  Trombocitopenia (menos de 100.000 uL)..... Si D no |:| no dato DFecha:/_

11._ Trastornos inmunitarios:

= Ac. Anti-ADNCd......ccvvreerneeernnnn.. si [ no [ no dato [] Fecha:/ __
n AC ANESM.eee e, si L] no L no dato [ Fecha:/
=  Ac. Anti-cardiolipina...................... si L1 no [ no dato |:|Fecha:/_
B CélulaS LE......cecevueeeneereeeieeene. si L] no [ no dato DFecha:/_
12._ Anticuerpos antinucleares......... si ] no [ no dato [] Fecha:/ __

No de criterios:

Medicamentos
Prednisona...........c..coooiiiiii Dosis/ /mg/dia
Bolos de Metilprednisona................ No. De bolos
Dosis/ /mg
Fecha del ultimo bolo:/ 7/
Inmunosupresores
Bolos de ciclofosfamida VI............. No. De bolos
Dosis/ /mg
Fecha del ultimo bolo:/ /7
Ciclofosfamida VO........................ Dosis/ /mg /dia
Azatropina.........cocoeiiiiiie Dosis/ /mg /dia
Methotrexate........................oeil. Dosis/ /mg/dia
C1goHC1g. .o Dosis/ /mg/dia
Mofetil Micofelonato...................... Dosis/ /mg/dia
Ciclosporina.........cccoovvviiiiiiian.n. Dosis/ /mg/dia
AINE

Especificar tipo y dosis.........

Dosis/ /mg/dia

Otro
Especificar tipo y dosis.........
Dosis/ /mg /dia

/7

/_/
/__
/__
/___

A
/

S

~N

NN N

~N

/__/
VA
/.
/7
/_/

NN NN
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si

si

si
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si
si

si

si

si

si
si
si
si
si
si
si
si

si

si

si

si

si

si

SLEDAI- 2 K 4>%3

Se tomara en consideracion la presencia de el hallazgo (variable), si este esta presente en el momento de la evaluacion o su
ocurrencia en los tltimos 10 dias.

000 OO0 ODoooboooobooo oo ooo O o
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no
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no
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no

no
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no
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no

no

no
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no dato [J
no dato I

no dato I

no dato (I

no dato (I

no dato (I
no dato [J
no dato I

no dato [J
no dato (I

no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J
no dato [J

no dato [J
no dato (I

no dato (I
no dato [J
no dato (I

Puntuacién . .z
Hallazgo Descripcion

8 COﬂVUlSioneS Inicio reciente, excluyéndose causas metabdlicas infecciosas o por drogas.

8 PSiCOSiS Capacidad alterada para funcionar en una actividad cotidiana debido a

trastorno grave de la percepciéon de la realidad. Incluyen: alucinaciones,
incoherencia, perdida marcada de asociaciones, contenido de pensamiento
pobre, pensamiento ilégico, conducta bizarra, cataténica o notoriamente
desorganizada. Excluyéndose presencia de uremia y drogas que puedan
inducir psicosis.

Sindrome organico
cerebral

Funcién mental alterada con perdida de la orientacién, memoria u otra
funcién intelectual de inicio reciente y rapido, con caracteristicas clinicas
fluctuantes. Tales como: a) alteraciones de la conciencia, con la
incapacidad para mantener la atencién en el medioambiente. En adicién de
al menos 2 de los siguientes hallazgos: alteracion perceptual, lenguaje
incoherente, insomnio o somnolencia diurna, aumento o disminucién de la
actividad psicomotora. Excluyéndose causas metabdlicas, infecciosas y
secundarias a drogas.

Alteraciones visuales

Cambios retinianos del LEG, incluyen: cuerpos citoides, hemorragias
retinianas, exudados serosos o hemorragicos en la coroides, o neuritis
optica. Excluyéndose hipertension, infecciones y secundarios a drogas.

Alteraciones de pares
craneales

Neuropatia motora o sensorial de inicio reciente que afecta a los pares
craneales.

Cefalea lupica

Cefalea persistente y severa, puede ser de caracteristicas migrafiosa, que
no responde a la analgesia con narcéticos.

ECV

Enfermedad cerebrovascular de inicio reciente, excluyéndose como causa
la ateroesclerosis.

Vasculitis Ulceras, gangrena, vasculitis en el pulpejo del dedo, infartos periungueal,
hemorragias en astilla. Presencia de biopsia o angiografia diagnéstica de
vasculitis.

ArtrltlS 2 o mas articulaciones dolorosas y con signos de inflamacion.

MiOSitiS Mialgia y debilidad muscular proximal, asociadas a elevacién de

CPK/aldolasa o cambios electromiograficos o biopsia que demuestre
miositis.

Cilindros urinarios

Presencia de cilindros eritrocitarios o granulosos.

: Mas de 5 eritrocitos por campos de alto poder. Excluyéndose causas
Hematu ra infecciosas, litiasis u otras.
Proteinuria Mayor a 0.5 g / 24 horas.
Piuria Mas de 5 leucocitos por campo de lata resolucion, excluyendo infeccion.
Eritema Eritema de caracteristicas inflamatorias.
AlOpeCia Perdida anormal, en parches o difuso, del cabello.

Ulceras orofaringeas

Ulceras orales o nasales.

Pleuresia

Historia de dolor toracico de caracteristicas pleuriticas o la presencia de
frote pleural o derrame pleural al examen fisico.

Pericarditis

Historia de dolor de caracteristicas pericardicas y al menos 1 de los
siguientes apartados: frote pericardico, derrame o confirmacion
electrocardiografica o ecocardiografica.

Hipocomplementemia

Descenso del CH50, C3 o C4, segun las referencias del laboratorio.

= (N[ NINININININ|A || || B|OO|0O] 0| ©

Incremento en la
captaciéon DNA

Incremento en la captacion de DNA por ensayo Farr, por encima de los
rangos normales.

1 Fiebre Mayor de 38 grados, excluyéndose infeccion.
1 Trom bocitopenia Menor de 100.000 /x 10 9/ L, excluyéndose las causadas por drogas.
1 Leucopenia Menor de 3.000 /x 10 9/ L, excluyéndose las causadas por drogas

Total:




Mex-SLEDAI #44°

La calificacion del indice clinico MEX-SLEDAI es la suma total de los puntos de cada variable. Se toma en tomara
en consideracion la presencia de el hallazgo (variable), si este esta presente en el momento de la evaluacion o su

ocurrencia en los ultimos 10 dias.

Calificacion Descriptor

Definicion

8 Trastorno

neuroldogico:
si [d no O no dato O

Psicosis: Capacidad alterada para funcionar en una actividad
cotidiana debido a trastorno grave de la percepcién de la realidad.
Incluyen: alucinaciones, incoherencia, perdida marcada de
asociaciones, contenido de pensamiento pobre, pensamiento ilégico,
conducta bizarra, cataténica o notoriamente desorganizada.
Excluyéndose presencia de uremia y drogas que puedan inducir
psicosis.

EVC: Enfermedad cerebrovascular de inicio reciente, excluyéndose
como causa la ateroesclerosis.

Convulsiones: Inicio reciente, excluyéndose causas metabdlicas
infecciosas o por drogas.

Sindrome organico cerebral: Funciéon mental alterada con perdida de
la orientacion, memoria u otra funcién intelectual de inicio reciente y
rapido, con caracteristicas clinicas fluctuantes. Tales como: a)
alteraciones de la conciencia, con la incapacidad para mantener la
atencion en el medioambiente. En adicion de al menos 2 de los
siguientes hallazgos: alteracion perceptual, lenguaje incoherente,
insomnio o somnolencia diurna, aumento o disminucién de la
actividad  psicomotora.  Excluyéndose causas metabodlicas,
infecciosas y secundarias a drogas.

Mononeuritis: déficit sensorial o motor de inicio reciente, en uno o
mas de los nervios craneales o periféricos.

Mielitis: Paraplejia de inicio reciente y7o alteracion del control de la
vejiga y/o de intestino. Excluyéndose otras causas.

6 Trastorno renal:
si [J no [J no dato O

Cilindros urinarios: presencia de cilindros eritrocitarios o granulosos.
Hematuria: mas de 5 eritrocitos por campos de alto poder.
Excluyéndose causas infecciosas, litiasis u otras.

Proteinuria: mayor a 0.5 g / 24 horas.

Retencion azoada: aumento de la creatinina mayor a 5 mg/d|

i Vasculitis: ulceras, gangrena, vasculitis en el pulpejo del dedo,
4 . VaSCU'ItIS. infartos periungueal, hemorragias en astilla. Presencia de biopsia o
Sl D no D no dato I angiografia diagndstica de vasculitis.
3 Hemé“SIS Hemolisis: hemoglobina menor de 12 mg/dL y reticulocitosis

si [J no O no dato O
Trombocitopenia:
si 1 no [ no dato O

corregidos mayor del 3 %.

Plaguetas: menor de 100.000 / x 10 9/ L, excluyéndose las causadas
por drogas.

3 MiOSitiS' Mialgia y debilidad muscular proximal, asociadas a elevacion de CPK
D D ) o cambios electromiograficos o biopsia que demuestre miositis.
Si no no dato [J
2 Artritis: 2 omas art|_cu|aC|ones dolorosas y con signos de inflamacién o
. derrame articular.
si [J no [ no dato O
e Eritema malar: de inicio reciente o aumento en su recurrencia.
2 AfeCCIO’n muco Ulceras en mucosas: de inicio reciente o recurrencia de ulceraciones
cutanea: orales o nasofaringeas.
. Alopecia: areas de alopecia difusa o caida facil del cabello
si [J no [ no dato O P
2 SerositiS' Pleuritis: historia contundente de dolor pleuritico, frote pleural o

si [J no O no dato O

derrame pleural.

Pericarditis: historia contundente de dolor pericardico o frote pleural,
frote o derrame pleura al examen fisico.

Peritonitis: dolor abdominal difuso con rebote ligero (se excluye
enfermedad intraabdominal).

1 Fiebre Mayor de 38 grados, excluyéndose infeccion.
si [J no [ nodato O
Fatiga Cansancio inexplicable.
si [J no [ nodato O
1 LeUCOpenia Iafgl;::itos: menor de 4.000 mm”, excluyéndose las causadas por
si [J no [ nodato O
LinfOpenia Linfocitos: menor de 1.200 mm °, excluyéndose las acusadas por

si [ no [J no dato O

drogas.

| Total: |




indice de dafio para LEG: SLICC/ACR “¢

Dafio (Cambio no reversible, no asociado a inflamacién activa, ocurrido desde el inicio de LEG, confirmado por
examenes clinicos y presente por al menos 6 meses, amenos que se sefiale lo contrario. Episodios repetidos

separados durante los ultimos seis meses la calificacion es de 2. La misma lesion no puede tener doble calificacion.

Item Calificacion
Ocular (en cada ojo, por examen clinico)
Presencia de catarata si [ no [0 no dato OJ 1
Dafio en retina o atrofia optica si 0 no 0 no dato I 1
Neuropsiquiatrico
Alteracion cognoscitiva si 0 no 0 no dato I 1
Convulsiones Clénicas con Tratamiento durante 6 meses si [ no [0 no dato OJ 1
Accidente cerebro vascular (califica 2 si > 1) si [ no [0 no dato OJ 1
Neuropatia craneal o periférica (excluye éptica sildnoOnodato 0 (2)
Mielitis transversal si [ no [0 no dato OJ 1
1
Renal
Filtracién glomerular < 50% si [ no [0 no dato OJ 1
Proteinuria > 3.5 g/24 h si [0 no 00 no dato OJ 1
Insuficiencia renal crénica terminal (independiente si [ no [ no dato I 1
de dialisis o transplante)
Pulmonar
Hipertension pulmonar (crecimiento ventricular o soplo P2) si [0 no [0 no dato [J 1
Fibrosis pulmonar (fisico y radiolégico) si [ no [0 no dato I 1
Frote pulmonar (Radiografia) si 0 no 0 no dato I 1
Fibrosis plural (Radiografia) si [ no [0 no dato OJ 1
Infarto pulmonar (Radiografia) si [ no [0 no dato OJ 1
Cardiovascular
Angina o bypass coronario si [ no [0 no dato OJ 1
Infarto agudo al miocardio (califica 2 si > 1) si [ no [0 no dato OJ 1(2)
Cardiomiopatia (disfuncion ventricular) si 0 no 0 no dato I 1
Enfermedad valvular si [ no [0 no dato OJ 1
Pericarditis por 6 meses o pericardietocmia
Vascular Periférico
Claudicacion durante 6 meses si [ no [0 no dato OJ 1
Perdida de tejido menor(pulpejos) si [ no [0 no dato OJ 1
Perdida de significante de tejido (amputacién) (califica 2 si > si [ no [0 no dato OJ 1(2)
1) si [ no [0 no dato OJ 1
Trombosis venosa con tumefaccion, ulceracion o estasis
Gastrointestinal
Infarto intestinal o reseccion intestinal, bazo, higado
vesicula si [0 no [0 no dato [J 1(2)
por cualquier causa (califica 2 si > 1) si 0 no 0 no dato [J 1
Infarto mesentérico si [ no [0 no dato OJ 1
Peritonitis crénica si [ no [0 no dato OJ 1
Cirugia del tracto gastrointestinal superior
Musculo-Esquelético
Atrofia o debilidad muscular si [ no [0 no dato OJ 1
Artritis deformante o erosiva (excluye necrosis avascular) si 0 no 0 no dato I 1
Osteoporosis con fracturas o colapso vertebral (excluye si [ no [0 no dato OJ 1
necrosis avascular)
Necrosis avascular (califica 2 si > 1) si 0 no 0 no dato I 1
Osteomielitis sildlnoOnodato 0 (2)
1
Piel
Alopecia crénica cicatrizal si 0 no 0 no dato I 1
Cicatrizacion extensiva o paniculo, como en cuero cabelludo si [0 no [0 no dato [J 1
y pulpejos
Ulceracion de piel (excluye trombosis) > a 6 meses si 0 no 0 no dato I 1
Insuficiencia gonadal prematura si [J no [0 no dato (I 1
Diabetes (independiente de tratamiento) si [ no [0 no dato OJ 1
Malignidad (excluye displasias) (califica 2 si > 1lugar) si [ no [0 no dato (I 1
(2

| Total :
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