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INTRODUCCION

El sistema inmunc es extrcemadamente complejo y es una de las
diferentes formas cn que el organismo se da a la tarea de --
mantener la homeostasis y la salud. En este sistema los com-
ponentes genéticos, celulares y moleculares se combinan en -
una red de complcjas comunicaciones, que en su interacci6n,
dan por resultado cl control y rcgulacién de la respuesta --
inmune. En el humano existen mGltiples padecimientos que es-
tan asociados a trastornos dec la respuesta inmune: la auto--
inmunidad es un fcnémeno inmunol6gico que se caracteriza por
el desarrollo de autoanticuerpos contra autoantigenos. Las -
cenfermedades autoinmuncs son cl resultado, al parecer, de un
gran ecspectro de anormal)idades genéticas e inmunol6gicas que
a su vez interaccionan con factores ex6genos (virus, bacte--
rias) y endb6genos (hormonas, anormalidades genéticas). Las -
enfcrmedades autoinmunes pucden ser clasificadas dependiendo
del cuadro clinico que presenten en: enfermedades organoespe
cificas, las cuales son ¢l resultado de respuestas anormales
dirigidas contra antigenos que se encuentran confinados en -
un 6rgano en particular (por ejemplo anticuerpos contra tiro
globulina y componcntes microsémicos de la tiroides en la --
tiroiditis de Hashimoto), y las enfermedades 8rgano-no espe-
cificas, las cuales sc caracterizan por una respuesta autoin
munc dirigida contra determinantes antigénicas propias, pre-
sentcs en difercntes 6rganos (por cjemplo los anticuerpos di
rigidos contra dcterminantes de membrana basal en el lupus -
eritematoso gencralizado),

Muchos de los padecimicntos rcumatolégicos son de naturaleza
autoinmunc; cl lupus critematoso gencralizado es un trastor-
no inflamatorio gencralizado que puede afectar a diversos --
6rganos y sistemas, de curso variable y de etiologia descono
cida. Sus sintomas sc piensan que scan sccundarios al atrapa
miento de complejos antigenos anticuerpo en los capilares de

las estructuras viscerales. Se ha considerado que en la for-



macién de los complejos inmunes participan los anticuerpos
antinucleares (AAN), y con ello es posible evaluar el esta
do clinico y prondstico del paciente, dando bases en la --
observacién de los estados clinicos (lupus discoide, nefri
tis, estados patolbgicos en el sistema nervioso central --
etc), cambios patolégicos (enfermedad renal focal vs difu-
sa, menbranosa vs proliferativa) y en los hallazgos en el
laboratorio(la presencia de anticuerpos anti-sm). Los com-
plejos inmunes formados por ADN-anti-ADN tienen un impor--
tante papel en la inmunopatogénesis de la nefritis en el -
lupus eritematoso generalizado (LEG) (1,2). Existe correla
cién entre la presencia.de anticuerpos anti-ADN con la pre
sencia de nefritis, y los niveles de anticuerpo estimado -
por diferentes métodos, puede ayudar a establecer la acti-
vidad de la enfermedad a un tiempo dado. Se han observado
diferentes formas de nefropatia, como la glomerulonefritis
proliferativa que puede estar asociada a sindrome nefréti-
co y a insuficiencia renal y que constituye uno de los ma-
yores peligros para la vida del paciente con LEG, la nefri
tis focal o mesangial que es habitualmente benigna pero --
que ocasionalmente puede progresar, y un tercer tipo, la -
~glomerulonefritis membranosa que estd asociada con protei-
nurié profusa, y sindrome nefrotico, que tiende a progre--
sar muy lentamente. La presencia de los anticuerpos antinu
cleares en suero es generalmente considerada como signo --
diagnéstico decisivo de LEG (3). Existen reportes segun --
los cuales la presencia de los AAN se encuentra invariable
mente en pacientes no tratados con LEG (4-8); sin embargo,
en algunos se ha descrito un porcentaje pequefio de ellos -
{aproximadamente al 15%) quec presentan AAN negativos (9-15),
los cuales a su vez han sido clasificados de acuerdo con --
los criterios establecidos por la Asociacién Americana de -
Reumatismo (AAR).
El propbsito del presente estudio es el de tratar de estable
cer uno de los posibles mecanismos por los cuales se pudiera
explicar la seronegatividad de los AAN en pacientes con LEG,



efectuando un andlisis en liquidos corporales de pacientes
con lupus y AAN negativos en suero, con proteinuria impor-
tante (0.5 g/1) y/o derrame de liquidos en cavidades asi -
como con compromiso del! SNC, y con esto establecer una co-
rrelacién entre su ausencia ch suero con la presencia en -

otros liquidos corporales.



ANTECEDENTES

El descubrimiento de la cé&lula LE (16) y la introduccién de -
las técnicas de inmunofluorescencia indirecta (17}, dieron --
origen a estudios de anticuerpos dirigidos contra diferentes
componentes nucleares (18), los cuales se efectuaron en una -
gran variedad de enfermedades del tejido conjuntivo (19). Las
enfermedades del tejido conjuntivo presentan manifestaciones
clinicas heterogéneas y tienen diversos grados de severidad -
en los diferentes drganos y sistemas implicados. El lupus eri
tematoso generalizado (LEG) es el prototipo de enfermedad au-
toinmune con muchos 6rganos y sistemas afectados: piel, arti-
culaciones, rifiones, sistema nervioso central, membranas sero
sas, pulmones, corazdn y sistema mGsculo esquelético, los cua
les son potencialmente susceptibles a desarrollar un proceso
patoldgico.

La nefritis en el LEG es considerada como un buen ejemplo de
lesidon por complejos inmunes: varios sistemas Ag-Ac juegan -
un papel en la patogénesis de las lesiones del tejido renal.
Tienen particular importancia los anticuerpos que son reacti-
vos a ADN nativo, ya que no s6lo tienen un diagnéstico especi
fico sino que desempeifian un importante papel en la formacidn
de complejos inmunes del tipo ADN-anti-ADN., Se han observudo
otros sistemas relacionados con la nefritis ldpica, como son
los anticuerpos contra ADN desnaturalizado y anti-Ro; los an-
ticuerpos a ADN se han encontrado en la circulacién, criopre-
cipitados, lcsiones renales y eluidos renales; similarmente -
se han encontrado en eluidos renales concentraciones elevadas
de anticuerpos anti-Ro obtenidos de pacientes con glomerulone
fritis lGpica. Se ha encontrado en pacientes con LEG y AAN-nc
gativos la presencia de anticuerpos anti-Ro, 62% (20) y S50% -
(10); en estos trabajos se sugiere que pueden ser marcadores
seroldgicos para padecimientos sistémicos con dermatitis cli-
sica de lupus y quienes ademas son AAN-seronegativos., En el -
estudio efectuado por Gladman y col. (10) la poblacién maneja

da es pequefia, pudiendo generar con interpretaciones errbneas.



En el trabajo efectuado por Madisson y col. (20) de los 66 -
pacientes AAN-negativos que cstudiaron, 42 de ellos no tienen
los 4 criterios establecidos por el AAR y los 24 pacientes -~
restantes, que si llenan dichos criterios, no fueron descritos
por separado del grupo total y con ello se pudo modificar la -
informacion real de los datos encontrados en lo gue podria ser
una clase o subgrupo de pacientes con LEG y AAN-negativos. En
el andlisis de estos pacientes seronegativos con lupus es posi
ble establecer otras posibles causas que expliquen la seronega
tividad, que a continuacién revisaremos.

Una de ellas es que estos pacientes en realidad tengan LEG; es
gencralmente aceptado que pacientes con posible LEG que tengan
4 o mds criterios establecidos por el AAR se diagnostiquen co-
mo lupus. Wolf y col. (21) encuentran en su trabajo que de 100
mujeres normales estudiadas ninguna de ellas llena los cuatro
criterios mencionados. De no ser LEG lo que presentan estos --
pacientes, iqué otra enfermedad se podria postular?. Al revi--
sar la literatura se observa frecuentemente la existencia de -
pequefios grupos de LEG-AAN-negativos, en estudios de pacientes
que son clasificados por los datos clinicos como LEG; Pollak -
(22) reporta 9, de 112 pacientes, con AAN negativos usando co-
mo sustrato células de mucosa bucal y a una dilucién del suero
de 1:4 y mas adelante el mismo, sumando a otros estudios encuen
tra un 7% de 274 pacientes con AAN-negativos: Leonhardt (23), -
reporta un 4% de 71 pacientes con LEG-seronegativos, Zweiman y
col. (24) reporta correlaciones clinico-patoldgicas entre pa--
cientes con nefritis por lupus y 7% de 28 pacientes tienen per
sistentemente AAN-ncgativo; Estes (11) reporta 13% de 150 pa--
cientes; Bartholomew (25) observa que 5 de sus 121 pacientes -
con LEC son AAN-negativos; Lee y col., (13) encuentra 5 pacien-
tes seronegativos de 110; Fries v col. (12) reporta un 2% con
AAN-negativo; De Freitas (14) 36% con AAN-negativo; Donadio --
(9) 22% con AAN-negative; Gladman (10) encuenta 5% con LEG-AAN
negativo y Ruthschild (15) reporta un 19% de¢ pacientes LEG-AAN-
seronegativos, Como sc puede apreciar, varios investigadores --
han encontrado en sus cstudios de pacientes con LEG, subgrupos



que son AAN-megativos y que en el inicio del estudio se consi-
deran pacientes con sintomatologia caracteristica de LEG. (VER
TABLA 1).

Otra de las posibles causas que pudieran explicar la no presen
cia de AAN en pacientes con LEG podrfa ser el uso de una téni-
ca inadecuada; sin embargo, es experiencia comfin que la reac--
cién de los AAN por inmunofluorescencia (IFL) es sensible, y -
el problema mas bien aqueja a la interpretacidén de falsos posi
tivos que a la de falsos negativos; ademis, la frecuencia con

que estos pacientes presentan AAN-negativos es elevada, descar
tando errores técnicos en el laboratorio.

E1 fenbmeno de prozona puede ocurrir en muchas de las técnicas
inmunoserolégicas para la deteccién de anticuerpos y la IFL in
directa no esta exenta de ello; en el estudio efectuado por --
Ritche (26) estudia por inmunofluorescencia el fenfmeno de pro
zona, observb una tincibén nuclear dc baja intensidad en sueros
de 12 pacientes con padecimientos reumidticos, los cuales fueron
diluidos para el examen de 1:4 a 1:8, también encontrdé. que 40
de 60 sueros no dilufdos de individuos normales presentaban re-
sultados‘positivos, para estos resultados a la fecha no han si-
do confirmados, Alexander y col. (27), Seligman y col {28} y -~
Parker (29) efectuaron pruehas de AAN que sumadas dan un total
de 3,353 sueros probados, de personas con enfermedades del teji
do conectivo, con dilucién y sin diluir, no encontrando el fend
meno de prozona. Ademis, Fessel (30), Provost (31), Madison (20)
y Ruthschild (15) quienes estudiaron pacientes con LEG y AAN-ne
gativos, dan evidencia de no tener efecto de prozona en sus gde-
terminaciones,

Existe la posibilidad de que los pacientes LEG-AAN-negativos es
ten formando complejos inmunes. Blomjours y Feltkamp (32) sugie
ren que en algunas circunstancias los AAN pueden estar formando
complejos inmunes que generen su negatividad en suero al anali-
zarlos por los métodos convencionales; ellos encontraron que en



TABLA 1

AAN-NEGATIVOS EN LEG

ARO  AUTOR (NUMERO DE NUMERO DE % LEG CON METODO DE DETERMINACION
REFERENCIA., PACIENTES ~ AAN-NEGATIVOS DE AAN.
CON LEG -
1964 POLLAK (22) 270 7 IFL
1964 LEONHARDT (23) 71 , 4 - IFL
1968 IWEIMAN (24) 28 7 CELULA LE y FACTOR ANTINUCLEAR
1971 ESTES Y
CHRISTIAN (11) 150 13 CELULA LE y FACTOR ANTINUCLEAR
1974 BARTHOLOMEW (25) 121 4 TFL
1977 LEE y COL. (13) 110 4 IFL
1977 FRIES Y COL. (12) 12 2 IFL
1977 DEFREITAS (14) 103 36 IFL
1977 DONADIO Y COL. (9) 28 22 IFL
1978 GLADMAN (10) 153 10 IFL, RIA ANTI ADN, OUCHTERLONY
1983 RUTHSCHILD (15) 52 19 RIA ANTI ADN, CIEF, IFL

IFL~ INMUNOFLUORESCENCIA
RIA- RADIOINMUNOANALISIS
CIEF-CONTRAINMUNOELECTROFORESIS,



TABLA 2

POSIBLES EXPLICACIONES DE LA NEGATIVIDAD
DE AAN EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE -

LEG.

1.- POSIBILIDAD DE QUE SE TRATE DE OTRO
PADECIMIENTO.

2.- AAN NEGATIVOS EN SUERO DE PACIENTES
CON LEG DEBIDO A:

2.1 TECNICA INADECUADA

2

2,

{28

.2
3
4

FENOMENO DE PROZONA
COMPLEJOS INMUNES

ANTICUERPOS ABSORBIDOS EN TEJI-
pos

SUSTRATO ANTIGENICO NO APROPIADO

PASO DE ANTICUERPOS HACIA OTROS
LIQUIDOS CORPORALES.




S pacientes con datos clinicos de LEG pero AAN negativos, al -
disociar los posibles complejos inmunes por difilisis con un --
amortiguador 4cido, y luego de irradiar con luz uv para despuls
ajustar a pHl de 7.2, sc volvieron positivos. La formacibn de --
complejos inmunes predispone a estados patolfgicos del paciente,
como lo son padecimientos reumiticos, hematolbgicos y renales,
en el laboratorio el suero es anticomplementario, la fijacibn -
de ciq es positiva y las fracciones de complemento C3,C4 dismi-
nuyen, de esta manera los AAN-negativos en ¢l sucro correlacio-
na con el estado clinico del paciente.

Otra de las posibilidades que pueden explicar los estados de -
seronegatividad es que los anticuerpos antinucleares son adsor
bidos en los brganos, en especial piel y/o rifibn: Prystowsky y
col. (33) encontraron en pacientes con afecciones cuténeas cré
nicas y LEG sin otros datos clfnicos que solo el 4% de 80 pa--
cientes tuvieron pruebas positivas para AAN y en estudios pos-
teriores 1 de los 80 pacientes tenfa anticuerpos a ADN nativo,

a 17 pacientes se le hizo IFL de una biopsia de la lesién y 13
(77%) de estos tuvieron resultados positivos, y a 31 dec los pa
cientes del estudio, se les efectub IFL en biopsias de piel --
normal y no se encontraron pruebas positivas; esto indica que
los anticuerpos se pres@ntan s6lo en el sitio de la lesibn y -
sin evidencia de que estos sean AAN. Wertheimer and Barland --
(34) demostraron que los inmunodepbsitos presentes en piel y -
rifibn no estin relacionados y representan procesos independien
tes; ademfs, encontraron una correlacién no significativa cntre
la presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-ADN nativo
y 1la IFL positiva en piel. Koffer y col. (35) ecn un cxamen cfcc
tuado en un pacienté, al cxamen microscébpico de autopsia de ri-
ibn no encuentri glomerulonefritis activa, y el cstudio dcl eluf
do glomerular reveld anticuerpos anti-ADN nativo que cstuvicron
persisfcntemcntc ausentes cn suero. Appelt y Col. (36) rcporta a
un pacicnte con datos clinicos de LEG: lupus discoide, filceras -
orales. alopccia y artritis no deformante, cn 1a biopsia renal -
s¢ encontré nefropatia membranosa ¢ IFL positiva cn l1a lesibn, -

con anticuerpos contra las determinantes anticitidina, y las cé-
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lulas LE y los AAN resultaron negativos en su suero, Svec y col.
(37) observaron correlacibén entre las clases de anticuerpos uni-
dos al glomérulo y los titulos de anticuerpos de la misma clase
presentes en suero: Krishnan y Kaplan (38) han reportado correla
cién entre la presencia de la actividad antinuclear en los eluf-
dos de rifiones y los niveles de AAN en sueroc. De estos resulta--
dos podemos observar que la adsorcibn de anticuerpos en piel es
en zonas limitadas, donde se encuentra la lesién, y no existe -
correlacibdn con otras lesiones donde ocurre la adsorcibén de an-
ticuerpos como lo es rifibn. Ademés, existe controversia sobre -
la relacibn de inmunodepdsitos y el hallazgo de anticuerpos en
suero. Los resultados de inmunodepbdsitos de rifién son Gnicos y
aislados aunque revelan datos que en los pacientes encontrados
podrian explicar la ausencia de AAN en suero.

Existen reportes que sugieren la existencia de una correlacibn
entre los niveles de inmunoglobulinas presentes en suero, el -
metabolismo de éstas y los estados de nefropatia de los pacien
tes con LEG; Levy'y col. (39) encontraron una disminucién en -
la sintesis y un aumento en el catabolismo de las Igs. Giangia
come y col. (40) encontraron una disminuciénvde Igs en suero,
en especial IgG e IgA en sindrome nefrético. Existen varios re
portes. que sugieren que la depuracidn de IgG correlaciona con
los titulos de anticuerpos en suero con hallazgos de AAN en --
orina (41-43). Presvellin y Takeuchi (43) encontraron AAN en -
oriha y liquido pleural en un paciente con LEG que en repeti--
das ocasiones habjia tenido AAN negativos. El paciente de este
estudio presentaba una concentracién elevada de Igs en orina -
'y liquido pleural y si esto ocurre a su vez con un decremento
en la sintesis de Igs puede provocar una disminucibn efectiva
de AAN en suero generando de esta manera una prueba falsa ne-
gativa, ’ '

Finalmente Meryhew y col (48) efectuaron un estudio de las cla
ses de AAN en orina de pacientes con LEG y esclerosis sistemi-
ca progesna {ESP) encontrando en un elevado porcentaje de ellos
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AAN en orina de diferentes clascs (sm, RNP, DNaN, centromero,
58-A}, que correlaciondn con la protcinuria del paciente en el
62% de los casos, ecncontrandose inclusive AAN en orina en aque
1los en que la funcibn renal aparcntemente se encontraba normal
y esto pudiera ser signo de una alteracidén en la permeabilidad
de membranas capilares,
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de orina y suero de 32 pacientes con -

lupus eritematoso generalizado, 22 de ellas con proteinuria y

10 sin proteinuria, 7 muestras de liquido cefaloraquideo (LCR)
y suero de pacientes con LEG que presentaban manifestaciones -
neurolégicas; una muestra de liquido de ascitis y suero de un

paciente con LEG que presentd pérdida de liquido debido a tras
tornos hepiticos con ascitis y una muestra de liquido pericir-
dico y suero de un paciente con pericarditis. Como grupos con-
trol se recolectaron orina y suero de 10 pacientes con protei-
nuria que no padecian LEG, ni ninguna otra enfermedad del teji
do conectivo, asi como de 10 sujetos sanos. Varios de los pa--

cientes con lupus recibian esteroides al momento de la recolec
cibn.

PREPARACION DE LOS CONCENTRADOS DE ORINA

Se recolectd la primera orina de la mafiana de cada uno de los

pacientes eétudiados. Se probé la presencia de proteinuria por
medio de la tira reactiva "bililabstix" y se le afiadibé azida -
de sodio (0.01 mg por ml de orina) como preservador guardéndo-
se a -20°C.

Las orinas se concentraron por ultrafiltracibén con tubos de --
tamafio de pro para paso de moléculas de peso molecular mayor

a 3500 a vacio, concentrando 10 veces el volumen original de -
la orira,

Las orinas asi concentradas se dializaron contra amortigundor
salino de fosfatos pH=7.2 y fueron utilizadas sin diluir en --
las técnicas.
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ANTICUERPOS ANTINUCLEARES: Radioimmunoanilisis anti-ADN

[técnica de Farr]

METODO:

1.- En un tubo de 13 x 100 mm se¢ colocan 0.2 ml de suero y se¢

descomplementa a 56 °C 30 min. en bafio maria.

2.- Se colocan 50 microlitros de suero en otro tubo que con--
tiene 0.45 de amortiguador de boratos (dil. 1:10), mez--
clar,

3.- Se toman 50 microlitros de la dilucibén del suero 1:10 y -
se colocan en un tercer tubo de 12 x 75 mm de vidrio.

4.- Se agregan a cada tubo con suero diluido, 50 microlitros-
de ADN marcado con carbono catorce; mezclar.

5.~ Tapar los tubos e incubar 1 hora a 37 °C.

6.- Posteriormente se dejan a 4 °C toda la noche.

7.- A la mafiana siguiente se colocan los tubos en hielo y se-
les egregan 100 microlitros de solucién saturada de sul
fato de amonio. Mezclar y dejar cn frio 1 hora,.

8.- Centrifugar a 4 °C por 45 minutos a 1200 g .

9.- Para cada muestra de suero estudiada, marcar dos viales -
de centelleo: P (precipitado) y S (sobrenadante),

10.-En el vial marcado con S colocar 0.9 ml de amortiguador -
de boratos.

11.-Usando puntas descartables de micropipetas, retirar cuida
dosamente 100 microlitros de sobrenadante y ponerlos en-
el vial correspondicnte.

12.-Lavar el resto del contenido de cada tubo con 0.9 ml de -
amortiguador de boratos, meczclar y transferirlo con pipe
tas Pasteur al vial marcado con P.

13.-Agregar 10 ml de liquido de centelleo. Enfriar a 4 °C por
15 minutos.
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14.-Contar de 2 a 4 minutos en un contador beta y obtener el

porciento de captacién de acuerdo con la siguiente rela-
cibn:

cpm precipitado - cpm sobrenadante
cpm precipitado + cpm sobrenadante

x 100 = % captacibén ADN

MATERIAL:

-amortiguador salino de boratos -l1iquido de centelleo(Bray)
pH = 8,0 0,055M: 120 g de naftaleno

500 ml de Ac. bbrico 0.2M 8g de PPO

49 ml de borato de sodio (.2M 0.8g de POPQP

11.68 g de cloruro de sodio 200 ml de metanol

aforar a dos litros con agua 40 ml1 de etilenglicol
destilada. Aforar a 2 litros con

1,4-dioxano y guardar
en frasco obscuro.

- solucibn saturada de sulfato de amonio.
Pesar 575g de sulfato de amonio y agragar lentamente a un
litro de agua destilada calentar la solucién y disolver -
completamente la sal y filtrar en caliente. Dejar enfriar.

- ADN timidina 14CH3t

E1 ADN debe diluirse de acuerdo con las instrucciones del
frasco. La cantidad de ADN que ha de usarse por tubo en la
tecnica de Farr debe de ser de 0.1 microgra,os de ADN-14C-
contenido en 50 microlitros.

Reactivo suministrado por New England Nuclear Nec-687 Deoxy-
ribonucleic acid thimine-methyl 14C.

Actividad especifica 1.4 microCi/0D 260 en 0.5 ml.
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Pureza Quimica: 260/280 = 1.89, actividad al precipitar con TCA
10%, 98.3%, conteniendo ADN desnaturalizado por
tratamiento con nucleasa S1, 1.4%.

Nota:
Las muestras de orinas sin concentrar y concentradas no se
diluyeron 1:10 para efectuar el andlisis.

ANTICUERPQOS ANTINUCLEARES: Inmunofluorescencia indirecta

En este método se utilizan dos tipos de sustratos: Un hemoflage
lado, Crithidia luciliae, el cual posee una gran mitocondria di
ferenciada que contiene ADN circular nativo denominado cineto--
plasto, en donde su ADN se encuentra libre de histonas u otros
antigenos nucleares (Arden y col.) El otro sustrato utilizado -
son cortes de rifién e higado de rata de 4 micras de espesor, en
la identificacibn de otros anticuerpos dirigidos a diferentes -
antigenos nucleares que se asocian a diferentes patrones de in-
munofluorescencia, '

Método: . :
Dilucibén de la muestra: Preparar una dilucién 1:10 de la
muestra de suero con amortiguador de fosfaros salino -
(0.1 ml de muestra més 0.9 ml de AFS)

1.- Si los sustratos se encuentran congelados ponerlos a tempe-
ratura ambiente y en una clmara hlmeda.

Z.- Cubrir el sustrato utilizando la muestra dilufda (aprox. 25
microlitros) e incubar en la cimara himeda por 30 minutos a
temperatura ambiente,

3.- Una vez transcurrido este tiempo sumergir las preparaciones
en cajas de Coplin, con amortiguador salino de fosfatos -
efectuando dos cambios de 10 minutos. c/u.

4.~ En seguida de los lavados colocar las preparaciones en la -
cimara himeda y cubrirlos con anti-gamma globulina humana -
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conjugada con isotiocianato de fluoresceina e incubar por 30
minutos a temperatura ambiente.

5.- Efectuar lavados al igual qde en paso 3.

6.- Examinar las laminillas en microscopia de fluorescencia a -
400X y anotar los resultados.

Material:

Sustrato de Crithidia luciliae, obtenido de Calbiochem-Behring -
como AFT System II, nlmero de catilogo 879050. '

Sustrato de cortes de tejido renal y hepitico de rata preparado
en el laboratorio donde se efectub el trabajo. .

Anti Ig/lgG+IgA+IgM humana (cadenas H+L) preparada en cabra y el
fluorocromo en una relacibn molar F/P = 2.5 I, 5, producida por
Instituto Behring con nﬁm de catllogo OKTG F96 00075.

Amortiguador sallno de fosfatos pH 7.2

8.5 g de NaCl + 6.8 g de NaZHP04+2.48g de KHZPO4 en un litro de¢
agua destilada. ‘

NOTA: Para el anéllsls de’ orlna (ya sea concentrada o no concen-
trada) no se efectud la dilucibn preV1a 1:10. Se usd di--
rectamente,

DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL: Método de Folin y Ciocalteu. -
‘ ‘ (Greenberg, J. Biol, 82, 545 -
- 1924). '

Método:

1.- P1petear dentro de un pequefio tubo de ensayo seco:
1 ml de suero y '
9 ml de solucxén de cloruro de sodio al 0.9%
mezclar.

2.- Pipetear dentro de un frasco volumétr1co de 50 ml 2 ml del - :]-

- suero dlluido
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3.~ Ahadir al frasco 25 ml de agua destilada.
4,- Ahadir 2 ml de solucibénde hidréxido de sodio 5N.

5.- Afiadir lentamente y con agitacibén constante del frasco,
3 ml de reactivo de fenol,

6.- Aforar con agua destilada hasta graduacibn. Mezclar.
7.- Dejar en reposo a temperatura ambiente 5 minutos.

8.- Leer en cubeta cuadrara de 1 cm a 460 nm contra agua desti-
lada como blanco.

9.- Determinar en tabla de calibracién la concentracién en gra-
mos por 100 ml de suero.

MATERIAL:

- solucidn de NaOH 5N.
20g de NaOH disolver en 80 ml de agua destilada aforar a
100 ml.

- solucién de cloruro de sodio al 0.9%.
. pesar 0.9 g de Na cl y disolver en 100 ml de agua destilada.

-~ Reactivo de fenol.

Suministrado por Sigma de Méxiéo'para manual de trabajo en
aparatos Leitz.

Técnica obtenida del manudal de tablas de calibracibn para el -
uso del colorimetro .Leitz serie no. 37470.
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CUANTIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS . Nefelometria - laser.

METCDO:

1.- Efectuar d.ilucioncs del suecro 1:10, 1:100 y 1:1000, con
solucidn salina filtrada al 0.85%,

2.- Colocar en celdas para nefelometria, dependiendo lo que
se va a determinar, en los carros respectivos:

Para IgG
10 microlitros de la dilucién 1:1000

Para IgA
100 microlitros de la dilucibn 1:100

Para IgM
100 microlitros de la dilucidén 1:100

3.-Agregar el antisuero correspondiente 200 microlitros y agi-
tar suavemente.

4.-Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

S.- Previa opecracidn de las curvas de calibraci6n, efectuar las
lecturas en el nefelbmetro laser (Behring).

6.- Obtener los rsultados correspondientes de la tornamesa de --
operacibén (Hewlett Packard).

MATERIAL:

-antisueros LN

obtenidos de Quimica Hoechst de México de conejo.
anti-IgG (cadena gama) OSAS 04/05 0.42 mg/ml.
anti-IgA (cadena alfa) OSAR 04/05 0.28 mg/ml,
anti-IgM (cadena mu) OSAT 04/05 0.86 mg/ml,

-solucibén de NaCl al 0.85%
Disolver 0.85g de NaCL en 100 ml! de agua destilada.
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-Nefeldmetro -laser, Behring Institut.

-Tornamesa Hewlett Packard modelo 9815A.

-Celdas de nefelometria-laser obtenidas de Quimica Horchst de
México con nGmero de catflogo OVEI 04/05.

Nota:

Las muestras de orina se utilizaron sin diluir en la deter-
minacibén y se centrifugaron 10 min. a 1200g.
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ADSORCION DE INMUNOGLOBULINAS:

Las inmunoglobulinas con actividad antinuclear fueron aisla-
das de la orina concentrada por adsorcidn con niicleos de timo
de ternera. Los nucleos aislados se expusieron a los concen--
trados de orina a 37°C por una hora y posteriormente toda la-
noche a 4°C. Los nucleos fueron centrifugados y lavados con -
salina en frio repetidas veces . Posteriormente se expusieron
los nucleos a una solucién de DNAsa que contenia 0.4 mg de -
DNAsa por ml y se les dejd por una hora a 37 °C para su diges-
tién. Los nucleos digeridos se centrifugaron y el sobrenadan-
te fue dializado contra salina. Los anticuerpos con actividad-
antinuclear aislados fueron probados por las técnicas ya des--
critas.
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RESULTADOS

Pacientes con LEG y AAN negativos en suero,

De los 32 pacientes analizados 16 fueron negativos en suero -
por inmunofluorescencia (12 de ellos con proteinuria y 4 sin-
proteinuria), 19 por captacién de ADN(13 con proteinuria y 5
sin proteinuria), 24 por Crithidia luciliae (16 com proteinu-
ria vy 8 sin proteinuria); de ellos fueron fueron positivos en
orina uno por inmunofluorescencia, 3 por captacibdn de ADN y -
ninguno por Crithidia luciliae.

De otros liquidos estudiados solo fué positivo uno en LCR por
captacibén de ADN cuando lo fué negativo en suero y los demas-
que fueron negativos en suero lo fueron también en el liqui-
do estudiado. (ver tablas 3 y 4)

Pacientes con LEG y AAN positivos en suero.

De 16 pacientes con AAN positivos en suero (10 con proteinu--
ria y 6 sin proteinuria) por inmunofluorescencia,fueron posi-
tivos 5 en orinajde 13 positivos en suero (8 con proteinuria
y 5 sin proteinuria) por captacibén de ADN 9 fueron positivos-
en orina; de 8 positivos en suero por Crithidia luciliae (6 -
con proteinuria y Z sin proteinuria) 3 lo fueron en orina.
Loas AAN en otros liquidos corporales positivos en suero --

fueron: en LCR dos por inmunofluorescencia Yy dos por capta-
cibén de ADN asi como 1 por Crithidia luciliae; en liquido de-
ascitis se encontrd AAN positivos pos inmunofluorescencia y-

captacién de ADN asi como en suero; finalmente en liquido pri
cardico presentd AAN negativos al mismo tiempo que en el suero.

De los resultados encontrados, la presencia de AAN en lguidos
corporales tiene relacibn con los titulos encontrados en el -

suero y con el patron de inmunoflurescencia encontrado. (ver -
tablas 5 y 6).
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TABLA 3.

AAN SUERO Y ORINA DE PACIENTES CON LEG

PACIENTES LEG CON

PROTEINURIA
(N=22)
FLUORESCENCIA CAPTACION CRITHIDIA
DNA
SUERO (+) 10 8 6
ORINA (+) 5 7 3
SUERO (-} 12 14 16
ORINA (+) 1 , 1 0
PACIENTES LEG SIN

' PROTEINURIA
(N=10)
SUERO (+) 6 5 2
ORINA (+) v 2 0
SUERO (-) 4 5 8
ORINA (+) 0 2 0
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TABLA 4.

AAN EN LIQUIDOS CORPORALES DE PACIENTES CON LEG.

LIQUIDO ESTUDIADO
(No. DE PACIENTES)

LCR (7)
SUERO (+)
LCR (+)

SUERO (-)
LCR (+)

LIQUIDO DE ASCITIS (1)

'SUERO (+)
LIQ ASCITIS(+)

SUERO (+)
LIQ ASCITIS(-)

LIQUIDO PERICARDICO (1)

SUERO (+)
LIQ PERIC. (+)

SUERO (-)
LIQ PERIC (+)

FLUORESCENCIA
' 6
2

1
0

OO0 b ——

oo

[ JENY

CAPTACION DNA
' 6
2 .

1
1

oo —

oo

[ Y

_ CRITHIDIA
s
N

2
0

oo oo

oo

D —a
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TABLA 5

RESULTADOS POSITIVOS ENCONTRADOS EN ORINA/SUERO

| oRINA | SUERO
PACIENTE NUMERO. ~TFL - CAPTACION CRITHIDIA TFL "~ CAPTACION _ CRITHIDIA
R : - DNA (%) ST oA ()
1" PATRON MOTEADO + 0.0 N PATRON MOTEADO 0.0 N
o | T 00) 4

2 PATRON HOMOGENEO + 0.0 N N N N

3 PATRON MOTEADO + 0.0 N PATRON [OMOGENEO 82.9 N
: ' ' (1:10)

4 PATRON MOTEADO + 0.0 N . PATRON HOMOGENEO 60.45 - N

, 7 7 {1:50) ‘

5 PATRON PERIFERICO + 0.0 N . PATRON PERIFERICO 32.3 +
(1:50)

6 N 13.45 N N 13.2 N

N= negativo
Para entender los patrones de inmunofluorescencia ver anexo 1.
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RESULTADOS POSITIVOS ENCONTRADOS EN ORINA/SUERO‘

>, ORINA SUERO
PACIENTE NUMERO - Tgy CAPTACION  CRITHIDIA  IFL CAPTACION  CRITHIDIA
| | DNA (%) ' | DNA (%) N
7 N 14.6 "+ PATRON MOTEADO 97:4 s
(1:50)
8 N 2.0 N N ©50.89 N
9 N 26.6 + N 52.9 .
10 N 48.4 N PATRON PERIFERICO 78,7 +
- (1:50) .
1m N 1.69 N -~ PATRONPPERIFERICO 30.2 N
| - (1:10) |
N 18.6 N PATRON HOMOGENEO 18.16 N

12

(1:100)




RESULTADOS POSITIVOS ENCONTRADOS EN ORINA/SUERO
ORINA SUERO
PACIENTE NUMERO  IFL CAPTACION CRITHIDIA IFL CAPTACION  CRITHIDIA
o DNA (%) DNA (%)
13 N 4.5 N PATRON PERIFERICO 57.9 +
: (+++)
14 N 1.6 N . N 48.4 N
15 N \ 7.7 N N 6.3 N
(10) PACIENTES NO |
LEG. . ‘ ,
+ PROTEINURIA N 0.0 N - g . .
(10) INDIVIDUOS --
SANOS N 0.0 N - . : -
VALORES NORMA
LES (SUERO) — - . . N 35% N




TABLA 6.VAAN POSITIVOS EN LIQUIDOS CORPORALES

SUERO : O0TROS LIQ..CORPORALES

PACIENTE CAPTACION | CAPTACION
NUMERO .  IFL DNA CL IFL DNA cL
o (%) | ) -
LCR |
1 HOM ++ 37.7 + N | 1.2 N
2 HOM +++ 95.2 +  HOM + 19.6 +
- 3 HOM + 25.4 N N 5.9 N
" 4 HOM +++ - o+ N - N
5 HOM + 75.0 s N 0.0 N
6 HOM + 58.2 N N 0.0 N
L1Q. ASCITIS
1 " MOTEADO ~ MOTEADO
(1:200) 65.1 N (1:20) 18.9 N

LIQ. PERICAR-
DICO.
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Los porcentajes de captacién de ADN encontrados siempre fueron
menores en liquidos coorporales que en suero (Ver Tabla 5y 6).

Los liquidos analizados de los controles fueron siempre nega--
tivos.

Inmunoglobulinas en orina.

Los datos encontrados de inmunoglobulinas en orina tienen rela
cién con los titulos de AAN en el suero de aquellos que los -
presentaron en orina.

De las inmunoglobulinas estudiadas (G, A, M) existe predominan
temente la IgG. Los datos de niveles elevados en orina de Igs
tienen relacidn con los niveles elevados en suero, asi como -
<con los niveles bajos en ambos liquidos estudiados. (suero Yy
orina).

La presencia de inmunoglobulinas en otros liquidos coorporales
correlaciona con la existencia de AAN en los mismos. (Ver Ta-
bla 7).
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TABLA 7

PACIENTE ORINA SIN CONCENTRAR ORINA CONCENTRADA PRUEBAS POSITIVAS
NUMERO Igs{mg/ml) Proteina(gl } . TIgs(mg/ml) Proteina(gl ) AAN suero AAN orina
1 0.31 1.9 2.2 23 IFL IFL
2 0.088 1.8 ) 0.185 19
3 0.2 3.0 1.78 28 TFL
4 0.075 0.54 0.78 13 IFL, CAP.DE IFL
) DNA
S 0.54 2.0 4.5 25.5 IFL, CAP.DE IFL, CAP.DE
DNA DNA.
6 0.37 1.4 3,2 14.0 IFL, CAP. DE IFL, CAP.DE
DNA DNA,
7 0.92 2.1 0.96 25.0 CAP. DNA. C.L.
8 0.20 3.0 2.1 27.0 CAP. DNA CAP. DNA

IFL = inmunofluorescencia
C.l.. = Crithidia luciliae
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PRUEBAS POSITIVAS

PACIENTE ORINA SIN CONCE ORINA CONCENTRADA
NUMERO Igs(mg/ml) Prote%na%éﬁ g Igs(mg/ml)

Protelna(gl ) AAN suero AAN orina
9 0.31 0.8 1.02 9.0 CAP. DNA. CAP. DNA
C.L.
10 3.7 0.9 0.39 8.2 IFL, CAP.
DE DNA.
1 0.10 1.8 0.94 17 IFL, CAP. CAP. DNA.
' DE DNA, C.L. c.L.
12 0.10 0.4 0.069 3.1 IFL CAP. DNA.
13, 0.06 2.15 0,358 19.2 .
14 0.06 1.15 9.0 0.27 IFL, CAP.
: DNA
15 0.06 1.8 0.51 16.0 IFL
16 0.09 1.8 0.32 10.1 IFL, C.L. IFL
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PACIENTE ORINA SIN CONCENTRAR ORINA CONCENTRADA PRUEBAS POSITIVAS

NUMERO tgs(mg/ml) Proteina(gl ) igs({mg/ml) Proteina(gl } AAN suero AAN orina
17 0.056 1.4 0.52 8.6
18 0,016 1.1 0.056 10.0
19 8.017 1.4 0.26 11.0
20 0.72 1.0 0.58 9.2

21 0.24 2,6 1.6 i8.0
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CONCLUSIONES

Entre las explicaciones de la negatividad de AAN en pacientes
con LEG, se encuentra la posible pérdida hacia otros liquidos
corporales; por tal motivo se efectuaron estudios en orina vy
suero de 32 pacientes con diagnbéstico clinico de LEG, 22 de -
ellos presentaban nefropatia con proteinuria importante. Las
muestras fueron analizadas por radioinmunoandlisis anti-ADN y
por inmunofluorescencia; en esta Gltima técnica se utilizaron
diferentes sustratos: cortes de higado y rifi6bn de rata y -
Crithidia luciliae, con ello se efectua un analisis de los di
ferentes anticuerpos que se presentan en LEG, combinando espe
cificidad y sensibilidad de los métodos. Sin embargo, en los
resultados reportados por Maddison y cols (20) se tiene 1la ne
cesidad de usar en la técnida de inmunofluorescencia otro ti-
po de substrato (por ejemplo: células infectadas por virus de
Epstein-Barr, células KB) o identificar y cuantificar por --
otros métodos la posible presencia de anticuerpos menos fre--
cuentes (por ejemplo: anticuerpos anti-Ro) en pacientes con -
lhpus que presenten anticuerpos antinucleares negativos en -

suero. Aqui es necesario sefialar que los pacientes con lupus
estudiados presentan al menos cuatro de los criterios estable
cidos por la AAR; los pacientes estudiados en el presente tra
bajo presentan mis de cuatro datos clinicos establecidos para
su clasificacion como LEG.

En la técnica de inmunofluorescencia indirecta se efectuaron
diluciones 1:10, 1:50, 1:100 y 1 a 500, ademis de utilizar -
el suero total eon el propésito de evitar el fendmeno de pro-
zona que pudiera dar falsos negativos. Como control en la con
centracidén de las muestras de orina se determinaron proteinas
totales y niveles de inmunoglobulinas antes y después de con-
centrar aproximadamente 10 veces ( Tabla 7 ). Por otra parte
los anticuerpos encontrados en orina fueron adsorbidos con nd

cleos de timo de ternera con el fin de demostrar su existen--
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cia real y no debido a un artificio en las técnicas empleadas
(Tabla 8). En la tabla 8 se puede observar que los niveles -
de los anticuerpos no son los mismos que inicialmente se tie-
nen, pero debe de tomarse en cuenta que hay pardmetros técni-
~cos dificiles de controlar { dilucidn de la muestra, pérdida
de anticuerpo, etc.).

La presencia de AAN en orina es de mayor frecuencia en los -
pacientes que tiecnen AAN positivos.en suero, 50% por inmuno--
fluorescencia, 87.5% por captacidén de ADN y 50% por Crithidia
luciliae, mientras que en pacientes que presentaban AAN nega-
tivos en suero tienen un menor porcentaje de AAN positivos en
orina 8.3% por inmunofluorescencia, 7.6% por captacitén de ADN
y 0% por C. luciliae.

Los niveles de AAN encontrados en orina fueron bajos en el ma
yor nilmero de las muestras analizadas por las técnicas ya men
cionadas, menor de 1:10 por inmunofluorescencia (en tejido y

C. luciliae) y menor del 13.8% en promedio por captacidn de -
ADN (4 de 18).

8610 4 pacientes que no presentaban AAN en suero los presenta
ban en orina: uno de ellos tenia s6lo AAN positivos por inmu-
nofluorescencia presentando un.patrén moteado y homogéneo sé-
lo en orina concentrada; los otros ﬁacientes restantes presen
taban captacidn de ADN en orina con un porcentaje menor del -
10% en promedio, y a su vez 2 de ellos pertenecian al grupo -
que presentaba proteinuria (2 de 22).

En el andlisis de otros liquidos corporales se puede ver que
en liquido cefalorraquideo (LCR) solamente uno (1 de 7) de -
los pacientes estudiados con lupus y alteraciones neuroldgi--
cas, tiene AAN negativos en suero y con 6% de captacidn de -
ADN en LCR; de los pacientes que presentaban AAN positivos en
suero, 2 de ellos (2 de 7) tenian AAN positivos por inmuno---
fluorescencia y captacidn de ADN de 15.4% en promedio en LCR.

Solamente se encontraron AAN positivos en liquido de ascitis
cuando a su vez lo fueron también en suero, presentando por -
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TABLA 8

PACIENTE ORINA SIN ADSORBER V __ORINA_ADSORBIDA -

NUMERO TFL"7 CL 7 CAPTACION ADN (V) ' IFL /7 CL / CAPTACION ADN (%)
1 M/ N/ 0.0 | S M/ N/ 0.0
2 H/ N/ 0.0  H/ N/ 0.0
3 | M/ N/ 0.0 o M2/ N /0.0
4 -~ Pe/ N/ 0.0 N/N/ 0.0
5 N/ N /13,5 N/ N /10.0
6 N/ +/14.6 N/ + /6.7
7 N/N/ 2.0 N/ N/ 0.4
8 N/ +/26.6 N/ N/ 5.17
9 N/ N /48.4 N/N/1.4
10 N/N/1.69 N/ N/ 1.4
11 N/ N /18.6 N/ N/ 8.2
12 N/N/ 4.5 N/ N/O0.0
13 N/N/1.6" N/N/ 31
14 N/IN/TT | N/ N /0.0
M~ PATRON MOTEADO H- PATRON HOMOGENEO Pe- | ‘ 5 Pu- PATRON PUNTEADO

N - NEGATIVO
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inmunofluorescencia el mismo patrén moteado; mientras que en
liquido pericirdico lo fueron negativos al igual que en el -
suero. (Tabla 8).

Del andlisis de los resultados encontrados se puede observar
que:

1.- La aparicion de AAN en liquidos corporales se relaciona
con su presencia en el suero.

2.- Los niveles de AAN encontrados en los liquidos corpora-
les diferentes del suero en pacientes con LEG y AAN ne-
gativo en suero fueron bajos.

3.- La determinacidn de AAN en otros liquidos corporales -
puede contribuir al diagndstico cuando son negativos en
suero, sin embargo parece poco probable que la seronega
tividad se explique por pérdida hacia otros liquidos -
corporales,
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ANEXO 1

CRITERIOS REVISADOS EN 1982 PARA LA
CLASIFICACION DE EL LUPUS ERITEMATO
SO GENERALIZADO.

CRITERIO DEFINICION

1.~ Eritema malar Eritema fijo, levantado o plano
sobre 1la zona malar, tendientes
a separarse en el piegue nasola
bial.

2.- Lupus Discoide Placas rojas bien localizadas,
asintomiticas usualmente situa
das en la cara y a menudo en --
forma de mariposa. Descamacidn,
obstruccién folicular, atrofia
y telangectasia de las partes -
afectadas.

3.- Fotosensibilidad Erupcifn en piel como resultado
de exposicifn a la luz solar.

4,- Ulceras orales Ulceracifn oral o nasofaringea,
usualmente indolora.

5.- Artritis Artritis no erosiva que puede -
ser en 2 o mas articulaciones -
no deformante con tumefaccién o
derrame.

6.~ Serositis a).- Pleuritis o
: b).- Pericarditis

7.- Desorden renal a).- Proteinuria persistente --
mayor a 0.5 g por dia, o
b).- Pérdida celular- puede ser
eritrocitos, hallazgo de -
hemoglobina, cilindros gra
nulosos o tubulares.

8.- Desorden neurolégico a).- Aprehensidn, en ausencia de
drogas o desordenes metabé-
licos como uremia, cetoaci-
dosis o desbalance electro-
litico, o A

b).- Psicosis, en ausencia de dro
gas o desordenes metabdlicos.
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9. - Desorden hematolfgico a) Anemia hemolitica-con -
reticulocitosis, o

b) Leucopenia-_por debajo

de 4,000/mm”’ en mis de
dos ocaciones, 0

¢) Linfopenia-menor a - -
1500/pp3 en mis de dos
ocasiones, O

d) Trombocitopenia-menor
100 000/,,3 en ausencia
de drogas.

10.~- Desorden inmunolégico a) Célula LE positiva, o
' b} Anticuerpos anti-~ADN en
titulos anormales, o
¢) presencia de anticuer--
pos anti-sm.
d) Pruebas seroldgicas fal-
sas positivas para sifi-
lis.

11.- Anticuerpos antinucleares a) Presencia anormal de an-
ticuerpos antinucleares
en ausencia de drogas -
que se encuentran asocia
das al sindrome de lupus
inducido por drogas.
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PATRONES OBSERVADOS EN AAN POR ILF

Patrdn Ag Asociado. Padecimiento
Observado Explicacidn
Patron Tincién nuclear Desoxirribonucleo- LEG
Homogeneo Uniforme y difusa protefna
Patrén Tincidn en la ADN de doble cadena LEG
Periférico Periféria nuclear y nucleoproteinas

solubles.
Patrdn Numerosos puntos SM y RNP LEG, EMIC
Moteado teiiidos y disemina- AR

dos en el nucleo

Patrdn Tincidn Homogenea Precursor ribosomico Escleroderma
Nucleolar del nucleolo de las ribonucleopro- LEG, AR.

teinas.
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