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CAPITULO1
INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema

El lupus eritematoso sistémico (LES), prototipo de enfermedad autoinmune no organo
especifica, estd caracterizado clinicamente por la produccion de anticuerpos dirigidos contra
constituyentes nucleares como DNA, RNA y complejos de nucleoproteinas; clementos formes
de la sangre, factores de la coagulacion, glicoesfingolipidos de la membrana celular, gamma-
globulina autéloga (factor reumatoide), asi como por la presencia de hipergammaglobulinemia,
anormalidades en los linfocitos T supresores, menores niveles de complemento en suero y niveles

mayores de complejos circulantes (17, 29).

El anticuerpo contra DNA nativo o DNA de doble cadena (DNAn o DNAdc) isotipo 18G
se considera especifico def lupus eritematoso sistémico, detectindose con frecuencia del 75-95%
en pacientes no tratados con la enfermedad en fase activa. Presenta correlacion clinico-patoldgica.
Estd ligado a compromiso renal y/o cerebral y por tanto a una morbiletalidad significativa.
Ademas de poseer un significado diagndstico, esti considerado como util para evaluar el
prondstico de la enfermedad, una exacerbacion esta precedida por un aumento en los niveles de
anticuerpo, mientras que un decremento en los niveles de anticuerpo indica un mejoramiento de

la situacion clinica (11, 26).



Un método usado para demostrar el anticuerpo contra DNA nativo utiliza como substrato
antigénico a Crithidia luciliae, un parisito hemoflagelado de aves, no patdgeno para el hombre,
que posee una mitocondria modificada, €l cinetoplasto, de gran tamafio, que esta formada por

DNA circular (DNAc) que fija al anticuerpo con eficiencia (1,2).

El método de inmunofluorescencia usando como substrato antigénico a Crithidia luciliae
para detectar anticuerpo contra DNAn, se emplea ampliamente para el diagnostico de lupus

eritematoso sistémico.

Debido a la estrecha relacion filogenética de Crithidia luciliae con el también protozoatio
hemoflagelado 7rypanosoma cruzi, agente etiologico de la enfermedad de Chagas, 1a cual tiene
una amplia distribucion geografica en México (34), se desea verificar si el suero que reconoce
epitopos en el microorganismo Trypanosoma cruzi, incluye anticuerpos reactivos contra cineto-
plasto, y si esto puede producir reacciones falsas positivas en el método diagnéstico utilizado en

el laboratorio para demostrar autoanticuerpos anti-DNAn. -

1.2. Objetivos

I.  Adaptar a las condiciones del laboratorio el método de inmunofluorescencia indi-
recta usando como substrato antigénico cinetoplasto de Crithidia Iuciliae para de-

tectar anticuerpos anti-DNAn.

2. Conocer su especificidad en pacientes con lupus eritematoso sistémico, otras enfer-

medades reumaticas, cardiopatia chagdsica cronica y en sujetos normales.



1.3. Hipotesis

Aunque Crithidia luciliae y Trypanosoma cruzi son protozoarios hemoflagelados con
cercania bioldgica, si en el lupus eritematoso sistémico hay respuesta autoinmune selectiva a
DNAn y en la enfermedad de Chagas no hay anticuerpos anti-DNAn sino a otros epitopos
presentes solo en el Trypanosoma cruzi, entonces no habra reaccion cruzada durante e! diag-

ndstico serologico de autoanticuerpos anti-DNAn.



CAPITULO II
ANTECEDENTES

2.1. Generalidades

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad generalizada, cronica, con
exacerbaciones agudas de curso y gravedad variable, que afecta cualquier érgano, aparato y/o
sistema, donde produce lesiones principalmente por vasculitis en vasos menores, Estas lesiones
muestran depositos de complejos inmunitarios, caracteristica esta que, asociada a la presencia de
miiltiples autoanticuerpos contra componentes celulares y proteinas del plasma, han dado base
para clasificar al LES como una enfermedad autoinmune, prototipo de la enfermedad por

complejos inmunitarios en el humano (17, 28).

Inmunolégicamente el lupus eritematoso sistémico se caracteriza por 1a produccién de

una gran variedad de autoanticuerpos, Ia cual no existe en ninguna otra condicién clinica. Los

icuerpos pr en sueros de paci conLES estin dirigidos contra elementos formes
de la sangre, factores de Ia coagulacion, glicoesfingolipidos de la membrana celular, gamma-
globulina autéloga (factor reumatoide) y contra macromoléculas del niicleo como DNA, RNA y

complejos de nucleoproteinas (19, 28).

El lupus eritematoso sistémico se presenta en todas las razas, tal vez con mayor frecuencia
en la raza negra, aunque también son susceptibles las poblaciones de origen espaiiol y asistico.
Tiene predileccién por mujeres en edad de procreacion, con una frecuencia ocho veces mayor

que en los hombres, no obstante el LES también afecta a nifios, varones y ancianos (21, 24).



2.1.1. Etiologfa

La etiologia del lupus eritematoso sistémico no estd ain bien esclarecida. Se considera
una enfermedad de causa multifactoral. Entre los factores involucrados se encuentran factores
gendticos, inmunolégicos, hormonales y ambientales, los cuales participan en la expresion de la

enfermedad para cada paciente, siendo variable su contribucion relativa en un paciente dado.

a) Predisposicién Genética

La predisposicion genética es denominada “‘diftesis lipica”. Estd basada en el hecho de
que el lupus eritematoso sistémico se ha reportado en gemelos monocigotos en un 70%, pero no
en dicigotos, y se han descrito casos familiares con una frecuencia del 10% de pacientes que
poseen una o varias personas afectadas en su familia. Ademds, existeuna asociacion entre LES
y el antigeno del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), el haplotipo que se ha asociado
con LES es HLA Al, B8, DR2 6 DR3. Se asegura que la enfermedad esta relacionada con
deficiencia hereditaria del complemento, particularmente C4, C2, Cl, C5, C8y el inhibidor de
C1 esterasa. Lareduccion genéticamente determinada del receptor para C3b/C4b, llamado CR-1,
se ha demostrado en el LES. Puede relacionarse con incapacidad para aclarar complejos
inmunitarios, favoreciendo en forma indirecta su depdsito en la microcirculacion, ya que son

eliminados més lentamente delo normat (5, 21, 31).

b) Factores Inmunclégicos

Laaberraciéninmunolégica se presenta tanto en lainmunidad celular como en la humoral.
Existe una disminucion de los linfocitos T supresores y en el factor timico, y un aumento en la
capacidad de los linfocitos B para proliferar y producir anticuerpos y por ende se presenta
hipergammaglobulinémia y formacidn de autoanticuerpos, incluyendo los anticuerpos linfoci-
totoxicos. Cuando el LES se encuentra en fase activa, disminuye ¢l nimero de linfocitos T

ayudadores/inductores y supresores/citotdxicos, y muchas funciones son anormales, incluidas su

5.



capacidad de participar en la citotoxicidad Jirecta y mediadz por anticuerpos, La capacidad de
los linfocitos T para secretar interleucinas queda suprimida, y los macréfagos producen formas
anormales de interferon. La imposibilidad de suprimir anticuerpos también es consecuencia de

anormalidades en la red idiotipo-antiidiotipo humoral (6, 18, 25, 30, 32).

c) Factores Hormonales

Las hormonas sexuales influyen y contribuyen en la patogenia del fupus eritematoso
sistémico. Los estrégenos favorecen la presencia del LES, ésto ha sido comprobado por la
creacién de un ambiente artificial en animales de experimentacion castrados. Por otro lado, los
androgenos (testosterona) desempefian un papel protector, aplacando las respuestas de los
anticuerpos. Hombres y mujeres lipicos tienen una mayor hidroxilacion de estrogeno y estrona

a 16,a0-hidroxiestrona, con lo cual surge una prolongacidn estrogénica (21).

d) Formacos

Existen algunos fairmacos come la hidralacina, procainamida y algunos anticonvulsivan-
tes que son capaces de inducir lupus eritematoso sistémico después de un empleo prolongado.
Al parecer los individuos acetiladores lentos tienen mayor predisposicion a desarrollar LES por
farmacos. Estudios recientes indican que medicamentos como la hidralacina y procainamida, que
son capaces de inducir LES, pueden causar una hipometilacion del DNA, la cual, hipotéticamente,
puede deberse al resultado de un decremento en la actividad de la DNAmetiltransferasa. Lo
anterior se relaciona ampliamente con los trabajos de Richardson y colaboradores, quienes
encontraron que el DNA de los finfocitos T de pacientes con LES estd menos metilado que el
DNA de los linfocitos T de sujetos normales (22, 32).

i
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e) Agentes Infecciosos

Durante muchos afios se ha discutido el papel de un agente infeccioso, posiblemente un
virus, en laetiologia del lupus eritematoso sistémico. Este factor esti apoyado en la evidencia de
enfermedades similares al LES producidas por virus en animales como el vison aleutiano y el
raton hibrido de Nueva Zelanda (NZB/NZW). Asi como la identificacion de estructuras tubulares
semejantes a mixovirus en el endotelio vascular de infilirados dérmicos en piel lesionada y
glomérulo. Los fosfolipidos en las paredes de las bacterias intestinales pueden actuar como
activadores de linfocitos B policlonales o antigenos que desencadenen la produccién de anticuer-
pos que muestran reactividad cruzada con e} esqueleto del fostato de ribosa en el DNA (9, 22,
35).

f) Factores Ambientales

En el individuo genéticamente susceptible, la radiacion UV puede precipitar o exacerbar
el curso del lupus eritematoso sistémico, quizi al alterar la antigenicidad del DNA, o por la
composicion de las uniones dermoepidémicas. Se han evidenciado anticuerpos a radiacion UV-
DNA desnaturalizado (RUV-DNAd). La ingestion de un aminoacido vegetal, la I-canavanina,
presente en la alfalfa, se ha asociado al desarrollo de un cuadro similar a LES y a exacerbaciones
de la enfermedad (33).

2.1.2. Inmunopatogenia

Las anormalidades basicas del lupus eritematoso sistémico comprenden la produccién de
anticuerpos en complejos inmunitarios patogenos. No todos los anticuerpos per se o los

complejos inmunitarios son patdgenos. Algunos autoanticuerpos, como los producidos contra los



antigenos de superficie de eritrocitos o los factores de la coagulacion, causan la enfermedad por
su especificidad por el antigeno; otros son patogenos por su capacidad de fijar complemento,

isotipo de inmunoglobulina, avidez por tejidos, carga eléctrica o todos los factores en conjunto.

Al parecer, ¢l daiio tisular en pacientes con LES esta mediado por complejos inmunes
antigeno-anticuerpo fijadores del complemento. La formacion de complejos inmunes puede ser
in situ o por lainteraccion del antigeno y anticuerpo en sangre. Se ha demostrado su participacion
en transtornos comoe glomerulonefritis, vasculitis, serositis, alteraciones cutaneas y neumonitis.
Las lesiones eritematosas o discoides han sido asociadas a los complejos inmunes. Las alteracio-

nes en sistema nervioso central pueden deberse también a complejos inmunes (12, 15, 28).

Se cree que la activacion de la via clasica del complemento es un prerrequisito para la
expresion del dafio tisular inducido por los complejos inmunes. El complejo inmune DNA-
antiDNA es capaz de activar el complemento. Ademis se han encontrado crioglobulinas circu-
lantes, posiblemente complejos inmunes, capaces asi mismo de activar el complemento por la
via clisica. La via alternativa también es activada en pacientes con lupus eritematoso sistémico.
Un factor indistinguible del factor iniciador (FI) y el complejo macromolecular (195) que se han

aislado en pacientes con LES, activan también la via altemativa del complemento (15, 19).

Entre los factores que determinan la citotoxicidad potencial de 1os complejos inmunes
antigeno-anticuerpo circulantes o los formados localmente estin: el tamafio molecular, larelacion
antigeno/anticuerpo, 1a habilidad para fijar complemento y el aclaramiento de los complejos

inmunes por el sistema macrofigico (28).

Por otro lado, intervienen también en la patogénesis del lupus eritematoso sistémico los
anticuerpos citotoxicos. Estos anticuerpos actian contra antigenos de membrana in sifiu, como
los anticuerpos antieritrocito, anticuerpos antilinfocito y anticuerpos antiplaquetas, asociados a

anemia hemolitica, linfopenia y trombocitopenia {12).



2.1.3. Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas del lupus eritematoso sistémico dependen de las sub-
poblaciones de complejos y anticuerpos que estdn en el “‘repertorio” del organismo, organos,
células o productos celulares que constituyen los *blancos”, y el hecho que el individuo posea

la capacidad de corregir y anular dichas anormalidades.

En el inicio de la enfermedad, se puede ver afectado solo un drgano o sistema y
generalizarse posteriormente, o afectar multiples érganos. Los sintomas sistémicos son notables

e incluyen fatiga, malestar general, fiebre, anorexia, pérdida ponderal y nauseas.

a) Manifestaciones Cuténeas

Las manifestaciones cutaneas incluyen el eritema malar en alas de mariposa, presente
aproximadamente en el 20% de los pacientes lupicos, este eritema suele ser exacerbado por la
luz ultravioleta, Se presenta alopecia difusa durante Ia fase activa. Dentro de las lesiones cutaneas
vasculiticas se presentan nédulos subcutneos, tlceras, principalmente en piernas, boca y labios

e infartos de piel y dedos (10, 22).

b) Manifestaciones Articulares

Las manifestaciones articulares estan presentes en el 90% de los casos. Las mis comunes

son artralgias y mialgias, aunque en muchos pacientes se observa artritis. Pueden verse involu-

crados codos, hombros, pies, las articulaciones interfaldngicas y metacarpofalangicas de manos,

muiiecas y rodillas, y la articulacion temporomandibular (22).



c) Manifestaciones Cardiacas

El dolor pericirdico es el sintoma mas frecuente de afeccion cardiaca en el lupus

eritematoso sistémico (22).

d) Manifestaciones Pulmonares

La alteracion pulmonar mis frecuente en pacientes con lupus eritematoso sistémico es la
pleuresia transitoria. Pueden presentarse derrames hemorréagicos que conllevan a endurecimiento
pleural. Una manifestacion inicial puede ser neumonitis aguda con episodios repetitivos de fiebre,
disnea y tos. Con una frecuencia muy pequefia se ha presentado neumonitis intersticial, que

ocasiona fibrosis (22),

e) Manifestaciones Renales

Los cambios renales son de gran importancia para determinar el prondstico del lupus
eritematoso sistémico. Las alteraciones renales estin asociadas a titulos altos de anticuerpos
antinucleares (ANA), anti-DNAn e hipocomplementemia. El dafio renal aparece generalmente al
inicio de la enfermedad y es mas frecuente y severo en pacientes jovenes. En el inicio de la
enfermedad puede existir uremia, hematuria, cilindruria y proteinuria. Entre quienes sufren
fesiones mas graves, activas o crénicas, una causa importante de muerte es la insuficiencia renal.
Casi todos los enfermos de lupus eritematoso sistémico tienen depdsitos de inmunoglobulina en
glomérulos, pero solo el 50% presentan neffitis clinica definitiva por proteinuria persistente.
Muchos pacientes con glomerulonefritis mesangial o focal minima no presentan deterioro de la
funcién renal (14, 27).‘

- 10-



f) Manifestaciones del Tracto Gastrointestinal

Se han reportado anorexia, niusea, vomito y deterioro de la motilidad esofigica. Puede

presentarse pancreatitis de consecuencias fatales (14, 22),

g) Manifestaciones Hepaticas

Las alteraciones hepaticas mas frecuentes son: hepatitis granulomatosa, hepatitis cronica
activa, cirrosis y muerte por insuficiencia hepatica. La hepatitis lapicainvoluera a mijeres jovenes

con cirrosis benigna e hiperactividad adrenal (14, 22).

h) Manifestaciones del Sistema Nervioso Central

Un 50% de los pacientes desarrollan alteraciones del sistema nervioso central, tales como
migraiia, epilepsia y neuropatia periférica. Un 75% presenta alteraciones psiquidtricas como

ansiedad, alteraciones de la memoria y depresion (14, 27).

2.1.4. Autoanticuerpos

Como se mencioné anteriormente, el tupus eritematoso sistémico esta caracterizado por
la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra constituyentes nucleares.

El concepto de anticuerpos autorreactivos tiene mas de un tercio de siglo, viene de la
demostracion por Haserik de que el fendmeno celular lupus eritematoso (LE) descrito por

Hargraves es producido por la reaccién de una fraccidn de gammaglobulina con material nuclear,

-11-



Estos autoanticuerpos pueden dividirse en:

a) autoanticuerpos dirigidos contra antigenos nucleares
i) dcidos nucleicos (DNA, RNA)

ii) histonas o proteinas basicas

iii)no histonas o proteinas acidas

b) autoanticuerpos dirigidos contra antigenos citoplasmaticos

De los anticuerpos producidos en el lupus eritematoso sistémico, algunos como el
anti-DNAn o anti-Sm, son especificos de esta enfermedad y otros como Ro/SSA o RNPn, se

presentan también en otras enfermedades reumaticas (23).
De la gran variedad de autoanticuerpos que pueden presentarse en los individuos que

padecen de fupus eritematoso sistémico, los mds importantes detectados en la actualidad y su

frecuencia de presentacion se muestran en el cuadro 1.

2.1.4.1. Autoanticuerpos Especificos

a) Anticuerpo a DNA nativo (anti-DNAn)

Debido a que la molécula de DNA contiene multiples epitopos los anticuerpos anti-DNA
pueden incluir un grupo heterogéneo de inmunoglobulinas con especificidad variable. Los

anticuerpos contra DNAn estan dirigidos contra determinantes desoxirribosa-fosfato,

-12-



CUADRO 1
Axmcuerpos presentes en sueros de mdnvnduos con
lupus eritematoso sistémico

ICUERPO . . FRECUENCIA- |

DNAn 50-70
Sm 21-30
DNP 70
Histonas 60-80

RNP 30-40
Ro/SSA 3040
La/SSB 15-20
RNPr 10

PCNA 10
Su Variable

MA-1 Variable
DNAdc Variable

L Tomado de Clin Med Norteam 2:241.70, 1986

Los anticuerpos contra DNAn estan considerados como especificos del lupus eritematoso
sistémico y como un signo serotogico constante de la enfermedad. Estan ligados a compromiso
renal, existen datos que indican que los complejos antigeno-anticuerpo a base de anticuerpos
contra DNAn, participan en forma directa en la patogenia de la glomerulonefritis en el LES. la
mayoria de individuos con LES y anticuerpos anti-DNAn presentan hipocomplementemia y

banda ipica positiva.

Ademds de poseer un significado diagndstico, son Gtiles para evaluar el prondstico de la
enfermedad, ya que los niveles de anticuerpo tienen relacion con la actividad de la enfermedad,
un aumento en los niveles de anticuerpo indica una exacerbacion de la enfermedad, mientras que

lo contrario manifiesta una mejoria de la situacion clinica (3, 11, 23, 26).
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b) Anticuerpos contra desoxinucleoproteina forma solubla {(anti-DNP)

Estén directamente implicados con el factor celular LE. Su reactividad antigénica esta

dirigida contra el complejo DNA-histona (23, 27).

¢) Anticuerpos contfra el antigeno Smith (anti-Sm)

Los enfermos que poseen anticuerpos contra el antigeno Sm padecen una forma mas

benigna de lupus eritematoso sistémico que fos que poseen anti-DNAn (36).

d) Anticuerpos a Ma

Los pacientes con anticuerpos Ma presentan una forma mas severa de lupus eritematoso
sistémico que los pacientes en los que se observa anti-Sm y anti-DNAn. Se ha sugerido que los
complejos inmunes antigeno Ma-anticuerpo forman parte del dafio tisular mediado por complejos

inmunes (16, 23).

2.1.5. Diagnéstico

Cuando se sospecha de lupus eritematoso sistémico los estudios que deben practicarsele

al paciente son:

° Biometria hemitica completa.

°  Examen general de orina.

°  Determinacion de anticuerpos antinucleares,
°  Determinacién de anticuerpos anti-DNAn,

°  Determinacion de complemento (C3).

®  Complemento hemolitico 50.
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Ya comprobado el diagnéstico, los estudios siguientes son recomendables para establecer

los organos involucrados y la intensidad de la enfermedad.

o

o

Factor reumatoide.

Prueba de Coombs.

Determinacion de especificidad de anticuerpos por inmunodifusion.
Crioglobulinas.

Determinacion de complejos inmunes circulantes.

Cuantificacion de inmunoglobulinas.

Pruebas de funcion renal.

Nitrdgeno ureico.

Depuracion de creatinina.

(22, 33)

2.1.6. Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con lupus eritematoso sistémico es dificil, debido a la

heterogeneidad clinica de la enfermedad. Practicamente, se tratan las manifestaciones particulares

de cada paciente y no la enfermedad per se.

Los pacientes con alteraciones cutineas o articulares Unicamente, pueden tratarse con

anti-inflamatorios no esteroideos o antimaldricos orales (4, 15, 33).

Los pacientes con enfermedad activa, requieren tratamiento con esteroides sistémicos,

como la prednisona (4).
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2.1.6.1. Terapia Inmunosupresora

Durantelas dos Gitimas décadas se han empleado firmacos inmunosupresores, azatioprina
y ciclofosfamida, para tratar la neffitis lupica. El tratamiento con estos farmacos provoca menos

incidencia de enfermedad renal en estadios finales, permitiendo un mejor prondstico (4).

2.2. Determinacion de anti-DNAnR por el Método de
inmunofiuorescencia Indirecta usando como substrato
antigénico Crithidia luciliae

2.2.1. Antecedentes

Existen varios métodos para la determinacion de anticuerpos anti-DNAn. Dentro de los
mas Utiles se encuentran: el método de Farr, método de precipitacion con polietilenglicol (PEG)

y ala inmunofluorescencia indirecta usando como substrato antigénico a Crifhidia Inciliac.

a) Método de Farr

En estatécnicael DNAn[SH] es gislado de bacteriofagos PM2 cultivados en presencia de

timidina [JHJ y purificado siguiendo la técnica de Espejo y Canelo (7).

El DNA radiomarcado, se incuba con el suero problema, el complejo DNA-antiDNA
formado, se precipita con sulfato de amonio al 50%. La comparacién de radioactividad en el

sobrenadante y en el precipitado da la actividad ligada ol DNA (37).
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b) Método de Precipitacién con Polietilen Glicol {PEG)

Riley y colaboradores (20) describieron recientemente un método similar a la técnica de
Farr, con la diferencia de que en vez de precipitar con suifato de amonio al 50%, precipitan con

polietiten glicol al 3.5%

2.2.2. Inmunofluorescencia indirecta con Crithidia luciliae como
substrato antigénico

a) Generalidades

El método deinmunofluorescenciaindirecta usando como substrato antigénicoa Crithidia
luciliae vino a desplazar a los anteriores, ya que es un método simpley, al mismo tiempo, sensible

para detectar anticuerpos anti-DNAn. Este método fue introducido por Aarden y colaboradores

.

Crithidia luciliae esun parasito hemoflagelado de aves, no patégeno al hombre, que posee

un cinetoplasto gigante, formado por DNAn con configuracién circular (13).
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CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Diagrama de Flujo

"Cultivo de Trypanosoma crizi,
Crithidia Iuciliae

Seleccion de pacientes j
e~} Sueros l

[FY/Crithidia luciliae, Tiypanosoma
cruzi

|

' Resultados ]

Comparar con: |
ELISA comercial para DNA
ELISA para Chagas
ELISA empleando antigeno
soluble de Crithidia luciliae

CONCLUSIONES



3.2. Material, Reactivos y Equipo

3.2.1. Material Biol6gico

Cultivo de Trypanosoma Cruziy Crithidia luciliae

Ambos microorganismos se obtuvieron del Laboratorio de Inmunologia del Instituto

™

Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez". Tanto Crithidia I como 7ry; cruzi

se cultivan en medio BHI (Infusion de cerebro-corazon).

3.2.1.2, Sueros humanos

a) 50 sueros normaies, obtenidos de donadores sanos de sangre del banco de sangre del

Instituto Nacional de Cardiologia.

b} 31 sueros de pacientes con enfermedad reumatica generalizada diferente a lupus

eritematoso sistémico.

¢) 27 sueros de pacientes con cardiopatia chagasica cronica (CCC).

d) 1 suero de paciente con cardiopatia hipertensa pulmonar (CHP).

e) 22 sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES).

3.2.2. Material de Laboratorio

°

Microscopio, Leitz Wetzlar, Gernmnany.

°  Microscopio de epifluorescencia, Carl Seizz, Germany.

o

Refrigerador. -
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° .. Secador (aire frio y caliente).

°  Chmara himeda.

o Laminillas 'pam inmunoflucrescencia indirecta, Madesa.
°  Cubreobjetos de 24 x 48 mm, Madesa.

°  Vasos de Koplin, Madesa.

°  Papel filtro.

°  Incubadora a 37 °C.

°  Incubadora a 28 °C.

°  Espectrofotdmetro para microplaca con capacidad de lectura a 488 6 492 nm.
°  Microplaca de poliestireno (fondo plano) para ELISA de 96 pozos.
°  Pipeta multicanal de 50-200 pl.

°  Micropipetas de 5, 10y 20 pl.

°  Matraces Erlen Meyer de 50, 100 y 250 ml.

°  Vasos de precipitado 50, 100 y 250 ml.

©  Matraces de aforacion de 50, 100 y 1000 ml.

°  Pipetas serologicas de 1, 5y 10 ml.

°  Pipetas Pasteur.

°  Portaobjetos, Madesa.

°  Cubreobjetos, Madesa.

°  Guantes de plastico.

°  Cubrebocas.

°  Bulbos de seguridad.

3.2.3. Reactivos
°  TFosfato dibasico de Sodio, Q P, Baker Analyzed S.A de C.V.
- Fosfato monobésico de Sodio, Q.P., Baker Analyzed S.A de C.V.
°  Fosfato dibdsico de Potasio, Q.P,, Baker Analyzed S.A. de C.V.
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°  Fosfato monobasico de Potasio, Q.P, Baker Analyzed S.A. de C.V.
° Cloruro de Sodio, Baker Analyzed S.A. de C.V.
- Formaldehido, Q.P., Sigma.

°  Azul de Evans Solucion acuosa 0.5% equivalente a 0.45% de sal anhidra, Warmer-
Chilcott Lab.

° Tiosianato de Fluoresceina, Sigma.

°  96-99% Albimina Bovina Fraccion V, Sigma Chemical Company [N]=15.6%
° Tween 20 (Polyoxiethylene Sorbitan Monolaurate), Sigma.
°  Anti IgG humano de Cabra, Sigma.

¢ o-Fenilendiamina, Sigma Chemical Company.

°  Peréxido de Hidrogeno, 30%, Baker Analyzed.

° Citrato de Sodio hidratado, Baker Company.

°  Acido Clorhidrico concentrado, Baker Analyzed.

°  Sulfato de Cobre Pentahidratado, Merk.

° Hidréxido de Sodio, Q.P,, Baker.

° Tartrato de Sodio y Potasio, Q.P., Baker Analyzed.

° Folin-Ciocalteu, Sigma de México.

° Carbonato de Sodio, G.A., Baker.

° Dextrosa Anhidra, G.A., Baker Analyzed.

°  Agar Nutritivo, Bioxon.

° BHI (Agar Infusién Cerebro Corazon), Bioxon,

° Suero de Ternera Neonato, In Vitro, S.A.

3.2.4. Preparacion de Reactivos

1. Solucién salina estabilizadora (SSE) pH 7.2 (10x)

Fosfato monosadico monchidratado. 22g
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Cloruro de 50di0 .....vvnneccmimrinncscsiivninins 81.7g

Agua destilad: y cbp 1000.0 ml
Para uso hacer una dilucién 1:10

2, Solucién de montaje para inmunofluorescencia indirecta

Glicerina bidestilada neutra....

Solucion salina estabilizadora 1x............... | parte

3. Solucion de azul de Evans al 1%

Azl de Evans

Solucion salina estabilizadora Ix...............99.0 m}

4. Amortiguador de carbonatos pH 9.6

Na2CO3 1.52g
NaHCOj3 ... 293g
Apgua destilada ............cooccensrennneee.. €bp 1000.0 ml

Ajustar e} pH con NaOH y posteriormente aforar a 1000 m!

5. Amortiguador de fosfatos salino 0.1M (10x) pH 7.2 (PBS 0.1 M pH 7.2}

NaCl...... 8.0g
KCl . 200g
NazHPO4 115g
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KaHPO4 . 20g

Agua destilada..............c.connivrenrnes cbp 1600.0 mi
Para emplear hacer una dilucién 1:10 (PBS 0.01 M), ajustar pH y aforar a 1000 m]

6. Amortiguador de fosfatos salino-Tween 0.05% (PBS-Tween)

PBS 0.01M, 1000.0 ml

Tween 0.5ml

7. Amortiguador fosfatos salino-Tween-albimina 1%

PBS-Tween 100.0 ml

Albimina 1.0g

8. Amortiguador de citratos-fosfatos
Acido citrico 0.1 M (2.1 g/ 100 mi).......... 243 m|
NaaHPO4 (284 g/ 100 ml) ..coovcvevvrrrennnes 25.7ml

Agua destilada....

9. Acidosulfirico2.5 N

H2S04 13.7ml

Agua-destilada ...

10. Estabilizadores enzimaticos

a) PMSF 200 mM: 0.034 g/ ml alcohol isoprbpilico, 20011/ 8 ml PBS 0.01 M



b) Epsilon amino-n-caproico 550 mM 0.065 g/ml agua, 160 ui/ 8 mi PBS 0.01 M
c) EDTA0.2M:400pt/8miPBS0.01 M

11. Sistema revelador

orto-fenilendiamina 8mg

Amortiguador de citratos-fosfatos ............. 20 ml
Prepararlo en ¢l momento de usarse ya que se descompone con la luz.
12. Medio BHI (Infusién de cerebro-corazdn).

a) Fase sdlida

BHI 37g
Dextrosa 1.0g
Agar .23
Agua destilada .......oeovcrieconnnniriaiecnnnns 100.0 ml

Esterilizar a 121°C / 15 minutos

b) Fase liquida
Solucién salina estéril 0.85%, pH 7.0

Suero fetal bovino 5-10%
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3.3. Metodologia

3.3.1. Inmunofluorescencia Indirecta

Preparacion del Antigeno

a) Diluir la suspension antigénica en solucion salina estabilizadora, pH 7.2 (SSE pH
7.2) hasta que [a concentracion de pardsitos muestre 10 a 15 parasitos por campo

microscopico de 400 aumentos.

b) Colocar en las laminillas para IFI, perfectamente limpias y desengrasadas, 0.020 ml

de la suspension antigénica en cada una de las divisiones marcadas.
c) Secar por medio de aire caliente.
d) Fijarlas a Ia flama suavemente.
e) Una vez frias, lavarlas con agua destilada.
f) Secar con aire frio.
g) Guardar a -20°C en caso de no ser utilizadas inmediatamente.

Dilucién del Conjugado

El titulo del conjugado se obtiene mediante diluciones al doble a partir de una dilucion
1:30. Ladilucion éptima del reactivo es [a dilucion anterior a la méaxima que atin da fluorescencia

con un suero positivo de titulo conocido.
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Dilucién del Azul de Evans

Preparar una solucion de azul de Evans al 1% en solucion salina estabilizadora pH 7.2

(SSE pH 7.2). Es conveniente diluir esta solucion de modo que proporcione el mejor contraste

posible con Jos parasitos fluorescentes. Esto se realiza haciendo varias diluciones del colorante,

que se prucban en un sistema conocido con un suero problema fuertemente positivo.

Dilucidén de los Sueros

Se hacen diluciones de los sueros problema de 1:5 a 1:1280.

Técnica

1)

2)

3)

4

5

6)(

En cada pozo de la laminifla previamente sensibilizada con el antigeno, se colocan
1011 de Jas diluciones de los sueros problema y stieros testigo (tanto positivo
como negativo).

Incubar en una camara himeda a 37°C durante 30 minutos.

Lavar 2 veces con agua destilada y luego con solucion salina estabilizadora durante

S minutos cada vez. Finalmente se enjuaga con agua destilada.
Secar ef exceso de agua con un papel filtro y después con una cortiente de aire frio.

Cubrir los preparados con e! conjugado convenientemente diluido en la solucion de

azul de Evans'en su dilucién optima.

Incubar, lavar y secar Ias preparaciones en la forma ya descrita.
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7) - Cubrir las preparaciones con una gota de la solucion de montaje, deposi(arlcuidado- )

samente un cubreobjetos sobre eflas.

8) Observar las preparaciones en el microscopio de luz ultravioleta, comenzando con el
testigo positivo, testigo negativo y posteriormente los sueros problema.
Interpretacion de Resuftados

En las preparaciones con los testipos negativos, los pardsitos deben presentar una
coloracion rojiza opaca sin flourescencia. En las preparaciones de los testigos positivos, el
cinetoplasto de los parasitos debe tefiirse con ¢l fluorocromo de un color amarillo verdoso

fluorescente.

Para los sueros problema, el titulo final de cada suero es la mayor ditucién en la cual

todavia se observa fluorescencia franca.

3.3.2. ELISA

Preparacién def Antigeno

a) Cosechar los parésitos a 4000 rpm a 4°C por 15 minutos.

b) Lavar 3 veces con amortiguador de fosfatos salino 0.01M pH 7.2 (PBS 0.01M pH
7.2).

¢} Resuspender los parisitos en PBS y lisarlos (sonicandolos). Adicionar los estabili-

zadores enziméticos.
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d)

€)

Técnica

n

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Centrifugar a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Descartar el sedimento.

Determinar proteinas al sobrenadante.

Sensibilizar la placa con 10 pug/ml de antigeno soluble en amortiguador de carbona-

tos (100pl/pozo), incubar 24 horas a 4°C,
Lavar 4 veces con 200 il de PBS-Tween 0.05% por 1 minuto,

Bloquear sitios libres con PBS-Tween-albiimina sérica bovina al 1%, con

100 pl/pozo, incubar 1 hora 2 37°C. Lavar una vez con PBS-Tween.
Diluir las muestras con PBS-Tween-albimina,
Apregar 100 pl de muestra/pozo por triplicado, incubar 1 hora 2 37°C.

Lavar 4 veces con PBS-Tween.

Agregar el conjugado (anti-IgG t con peroxidasa). Incubar 1 hora a37°C,
Lavar 6 veces con PBS-Tween.

Revelar con 8 mg de o-fenitendiamina / 20 ml de amortiguador de citratos y 8 plde

peréxido de hidrogeno (100 pi/pozo), incubar 15 minutos en la obscaridad,

10) Detener la reaccién con 50 pl de acido sulfarico 2.5 N
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11) Leera 492 nm.

3.4. Analisis Estadistico

La especificidad y sensibilidad nosolégica del método de Inmunofluorescencia Indirecta
usando como substrato antigénico cinetoplasto de Crithidia luciliae QFY/Crithidia luciliae) para

detectar anticuerpos anti-DNAn en sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico.
Especificidad nosoldgica P(-1E) = d/b+d
Sensibilidad nosoldgica P(+1E) = afatc

en donde:

a = Numero de casos verdaderos p-ositivos
b = Numero de casos falsos positivos

¢ = Numero de casos falsos negativos

d =Numero de casos verdaderos negativos

Con el findevalidarla téenica diagnostica de Inmunofluorescencia Indirectausando como
substrato antigénico cinetoplasto de Crithidia luciliae, los resultados obtenidos se compararon
con pruebas **Gold Standard” como Inmunofluorescencia Indirecta para detectar anticuerpos en
ia Enfermedad de Chagas, y ELISA(8).
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CAPITULO 1V
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

a) Determinacién de anticuerpos anti-DNAn isotipo 1gG por el método de
Inmunofluorescencia Indirecta usando como susbtrato antigénico cinetoplasto de
Crithidia luciliae (\FICrithidia lucillae)

De los 22 sueros provenientes de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) 19 de
elios resultaron positivos y 3 de ellos negativos. De los 31 sueros provenientes de pacientes con
enfermedad reumatica diferente a lupus eritematoso sistémico (ER) 2 fueron positivos, siendo
los 29 restantes negativos. Tres de los sueros de pacientes con cardiopatia chagisica crénica
(CCC) resultaron positivos y 24 fueron negativos. El suero proveniente de un paciente con

cardiopatia hipertensa pulmonar (CHP) fue negativo (ver cuadroI).

b) Determinacidn de anticuerpos anti-DNAnR isotipo lgG por el método de
Inmunofluorescencia Indirecta usando cinetoplasto de Trypanosoma cruzi como
substrato antigénico (IFI/T. cruzi).

De los 22 sueros de pacientes con LES 18 fueron positivos y 4 resultaron negativos. De

los 31 sueros de pacientes con ER uni te 2 fueron positivos, siendo los 29 restantes
negativos. De los 27 sueros de pacientes con CCC 4 dieron resultado positivo y 23 resultado

negativoy el suero del paciente con CHP resulto ser positivo (ver cuadro I).



c) Determinaci6n de anticuerpos anti-DNAn isotipo 1gG por la técnica de ELISA
usando antigeno soluble de Crithidia luciliae (ELISA/C. luciliae).

Los resultados obtenidos en los 22 sueros de pacientes con LES fueron 19 positivos y 3
negativos. Unicamente un suero de un paciente con ER resultd ser positivo, siendo fos otros 30
negativos. Los 27 sueros provenientes de pacientes con CCC dieron positivos. El suero del

paciente con CHP dio negativo (ver cuadro I).

d) Determinacién de anticuerpos anti-DNAn isotipo laG por 1a técnica de ELISA
empleando antigeno soluble de Trypanosoma cruzi (ELISAIT. cruzi).

De los 22 sueros de pacientes con LES 18 tuvieron resultado positivo y 4 resultado
negativo. De los 31 sueros de ER dnicamente uno resultd positivo. Los 27 sueros de pacientes

con CCC dieron resultado positivo. El suero del paciente con CHP resultd negativo (ver cuadro

1.

De los 22 sueros provenientes de pacientes con LES Gnicamente en 4 los resultados no
concordaron, por lo cual se les practico un ELISA comercial, los resultados obtenidos se muestran

en el cuadro I1.

De los sueros de pacientes con ER solo en uno no concordaron los resultados, motivo por
el que se le practicoun ELISA comercial. Losresultados que se obtuvieron para este suero fueron:
positivo en Inmunofluorescencia Indirecta tanto con Crithidia luciliae como con Trypanosoma
cruzi, negativo en ELISA con Crithidia luciliae y Trypanosoma cruzi, en el ELISA comercial

resultd positivo.
De los sueros de CCC 3 resultaron positivos para Inmunofluorescencia Indirecta tanto

con Crithidia Inciliae como con Thypanosoma cruzi, 2 de ellos fueron positivos con el ELISA

comercial y 1 de ellos resultd positivo con el ELISA comereial.
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e) Sensibilidad y especificidad de 1a técnica de IFI/Crithidia luciliae para la
deteccion de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en sueros de pacientes con LES,

Del total de 81 individuos muestreados, 22 de ellos padecen LES y 59 no lo padecen. A
todos se les practico la prueba de IFU/Crithidia lucilice. Los resultados obtenidos se muestran en

el cuadro 111

La sensibilidad nosoldgica, P(+1E), estimada fue del 86% y se estimé de la siguiente

manera:
P(+1E)= a/atc=19/22=0.86

La especificidad nosolégica, P(-1E), estimada fue del 92% y se estimd de la siguiente

manera:
P(-1E)= d/b+d= 54/59=0.92

Tres casos tuvieron la prueba negativa aunque los individuos si padecen LES. Es decir,

hubo el 14% de falsos negativos, los cuales se estimaron de la siguicnte manera:

FN = c/atc=3/22=0.14

Asi mismo, hubo cinco casos en que la prueba fue positiva a pesar de que los individuos
no padecen LES. Es decir, hubo e 8% de falsos positivos, los cuales se estimaron de la siguiente

manera:

FP=b/b+d= 5/550 0.08
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f) Sensibilidad y especificidad de 1a técnica de IFl/ Trypanosoma cruzi parala
deteccidén de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en sueros de pacientes con LES.

Del total de 81 individuos muestreados, 22 de ellos padecen LES y 59 no lo padecen. a
todos se les practicd la prueba de IFU/Trypanosoma cruzi. Los resultados obtenidos se muestran

en el cuadro IV.

La sensibilidad nosolégica, P(+1E), estimada fue del 82% y se calcul6 de la siguiente

manera:
P(+1E)= a/atc= 18/22=0.82

La especificidad nosoldgica, P(-1E), estimada fue del 90% y se caleuld de la siguiente

manera:
P(-1E)= db+d= 53/59=0.90

Cuatro casos tuvieron fa prucba negativa aunque los individuos si padecen LES. Es decir,

hubo el 18% de falsos negativos, los cuales se estimaron de la siguiente manera:
FN= c/ate=4/22=0.18

Existieron 6 casos en que la prueba fue positiva en ausencia de la enfermedad, por lo que

hubo el 10% de falsos positivos, los que se calcularon como sigue:

FP=b/b+d= 6/59=0.10
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g) Sensibilidad y especificidad de la técnica de ELISA/Crithidia luciliae para la
deteccion de anticuerpos anti-DNAnR isotipo igG en sueros de pacientes con LES.

Del total de 81 individuos muestreados, 22 de ellos padecen LES y 59 no lo padecen. A
todos se les practico la prueba de ELISA/Crithidia huciliae. Los resultados obtenidos se muestran

en el cuadro V.

La sensibilidad nosoldgica, P(+1E), estimada fue del 86% y se caiculd de la siguiente

manera:
P(+1E)= aatc= 19/22= 0.86 *

La especificidad nosologica, P(-1E), estimada fue de! 53%y se determing de la siguiente

forma:
P(-1E)= d/b+d= 31/59=0.43

Tres casos tuvieron la prueba negativa a pesar de padecer LES. Es decir, existio el 14%

de falsos negativos, los cuales se estimaron de la siguiente manera:

FN=cfat+c=3/22=0.14

Asi mismo, existieron 28 casos en que la prueba fue positiva no obstante que el
padecimiento no cstaba presente en estos individuos, por lo que el porcentaje de casos falsos

positivos de la prueba fue del 47% y se determind como sigue:

FP=b/o+d= 28/59=0.47

-34-



h) Sensibilidad y especificidad de la técnica de ELISA/Trypanosoma cruziparala
deteccidn de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en sueros de pacientes con LES.

Del total de 81 pacientes muestreados, 22 de cllos padecen LES y 59 no lo padecen. A
todos se les practicd {a prucba de ELISA/Trypanosoma cruzi. Los resultados obtenidos se

muestran en el cuadro VI.

La sensibilidad nosolégica, P(+1E), estimada fue del 82% y se calculd de la siguiente

manera:

P(+]E)= afat+c= 18/22=0.82

Laespecificidad nosoldgica, P{-1E), estimada fue del 54%, st determind como se muestra;

P(-1E)= dib+d= 32/59=0.54

Existieron cuatro casos en los que la prueba dio negativa aunque fos individuos
muestreados si padecen de LES, por lo que el porcentaje de falsos negativos fire del 18%. Este
porcentaje se estimd como sigue:

FN=c/atc=4/22=0.18

Hubo 27 casos en los que 1a prueba fue positiva a pesar de estar ausente fa enfermedad
en los individuos muestreados, por lo que existio el 46% de falsos positivos, los cuales se

estimaron como sigue:

FP=b/b+d=27/59=0.46
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CUADRO I
Determinacion de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG

AFUCluciliae =, TRUT.ruzi  BLISAIC.luciliae : - ELISAITerug
LES 19(+)3(=) 18(+) 4¢-) 19(4) 3() 18(H) 4()
ER 2{+) 29(=) 2(+)29(-) 1(+) 30(-} 1(+) 30(-)
cce 3(H) 24 4(+) 23(-) 27(+) 27(+)
CHP 1¢) (5] 1¢) 1)
_ Abreviaturas:  LES: lupus er istémico, ER: enfermedad ica di aLES, CCC:
candiopatia chagisica crénica, CHP: cardiopatia hiperiensa pulmonar, IFUC.luciliae:
1 fl ia indi usando cinetopl de C.luciline como antigeno,

IFUT cruzi: Inmunofluorescencia indirecta usando cinctoplasto de Ticruzi como
antigeno, ELISA/C.luciliae: ELISA con antigeno soluble de Cluciliae, ELISA/T.cruzi:
ELISA con antigeno soluble de Ternzi.

CUADRO 11
Comparacidn de {a determinacion de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG de 4 sueros
provenientes de pacientes con LES con un ELISA comercial para detectar anticuerpos
anti-DNAn

SUERO. . - [Fl/Cluciliae; . YFLUTcrugi - ELISA/Clnicitine *ELISA/Tcruzi ELISA/com,
1 + - + + +
2 + + - +
3 - + + + + !
4 - - + - + )
F . .
Abreviatuns:  TFI/C. luciliae: Inmunofl ia indi usando ci lasto de C./uciliae como

antigeno, IF/T.cruzi: Inmunofluorescencia indirecta usando cinetoplasto de Tieruzi
como antigene, ELISA/C.Juciliae: ELISA con antigeno soluble de C.luciliae,
ELISA/T.cruzi: ELISA con antigeno soluble de Teruzi, ELISA/com: ELISA comercial
para detectar anticuerpos anti-DNAn.
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CUADRO 1L
Certeza diagnéstica de 1a prueba de Inmunofluorescencia indirecta usando como
substrato antigénico cinetoplasto de Crithidia luciliae para la deteccion de anticuerpos
anti-DNAn isotipo IgG en pacientes con lupus critematoso sistémico

Positiva 19 5 24

Negativa 3 54 57

TOTAL 2 59 81
CUADRO IV

Certeza diagnostica de la prueba de Inmunofluorescencia indirecta usando como
substrato antigénico cinetoplasto de Trypanosoma cruzi para la deteccion de
anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en pacientes con lupus eritematoso sistémico

Positiva 18 6 24
Negativa 4 53 57
TOTAL 22 59 81
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CUADROV
Certeza diagnéstica de la prueba de ELISA usando antigeno soluble de Crithidia
Iuciliae para la deteccién de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en pacientes con lupus
eritematoso sistémico

MUNOFLUORESCENCILA - LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO,

 INDYRECTA (Crithidia ucifiaey " Prescote, " -Auseste.
Positiva 19 28 47
Negativa 3 3t 34
TOTAL ) 59 81
CUADRO VI

Certeza diagnostica de 1a prueba de ELISA usando antigeno soluble de Trypanosoma
cruzi para la deteccion de anticuerpos anti-DNAn isotipo IgG en pacientes con lupus
eritematoso sistémico

INMUNOFLUORESCENCIA . L
. INDIRECTA (frypanosoma cnz
Positiva 18 27 45
Negativa 4 32 36
TOTAL 22 59 81
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4.2, Discusion

De los resultados obtenidos en este estudio se pone de manifiesto que, para la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta para la deteccion de anticuerpos anti-DNAn isotipo 1gG, el
substrato antigénico que mejor funciona es cl cinetoplasto de Crithidia luciliae, ya que con este
substrato se obtuvo la mayor sensibilidad y especificidad. Esto se debe en gran medida a que
Crithidia luciliae en su morfologia es mas “redonda’ que Trypanosoma cruzi, el cual es mas

“alargado”, lo que permite una mejor observacion del cinetoplasto.

Lo anterior también se evidencia al compararse la inmunofluorescencia indirecta usando
como substrato antigénico cinetoplasto de Crithidia luciliae, en donde tnicamente en un suero

no concordaron los resultados {cuadro II).

En la técnica de ELISA empleando como antigeno soluble tanto a Crithidia luciliae como

aTr cruzi, teor te los sueros de enfermos de LES deberian de dar resultado

(

negativo. Lo anterior no sucedio asi, ya que 18 sueros dicron resultado positivo. Una razén por
la cual esto pudiera suceder es que el antigeno tuviera restos de DNA, lo cual fue comprobado
practicindosele al antigeno una sonda de DNA (estudio realizado amablemente por la Q.F.B.

Mireya Romero).

LA TEMS WY [EEE
WR OB D R
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Ya que Crithidiu luciliae no es patogeno al ser humano y puede ser cultivado y man-
tenido ficilmente en el laboratorio, es un substrato adecuado para la deteccién de

anticuerpos anti-DNAn, o cual suprime 1a purificacién del DNA.

Permite la deteccion de inmunoglobulina especifica, en este caso 1gG.

En contraste a otros métodos, como la fluorescencia de anticuerpos antinucleares

(FANA), tiene alto grado se sensibilidad y especificidad.

Es un método util para evaluar la respuesta al tratamiento, debido a que el nivel de an-

ticuerpos se encuenira en refacion con fa actividad de la enfermedad.
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