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Resumen

La determinacion de patrones de tincién por inmunofluorescencia indirecta de los anticuerpos
antinucleares (ANA) han sido fundamentales para el diagnéstico de la enfermedad de lupus
eritematoso, misma que tiene una etiologia desconocida, considerandose como una de las
afecciones autoinmunes mas heterogéneas desde el punto de vista patogénico, clinico y
analitico. Se conoce que la prevalencia en América, Asia y en el norte de Europa afecta a 40 de
cada 100.000 habitantes, aumentando anualmente el diagnostico de esta enfermedad en la
poblacion. El objetivo del estudio es determinar la frecuencia de positividad de anticuerpos
antinucleares y sus patrones de tincién por inmunofluorescencia indirecta en pacientes con lupus
eritematoso del Hospital de Especialidades José Carrasco Arteaga, periodo 2019 - 2021. Con
relacion a la metodologia, la presente investigacion fue de tipo descriptiva, transversal. Los datos
se recopilaron a través de un cuestionario, se interpretaron mediante tablas simples y cruzadas
con valores porcentuales y frecuencias. La tabulacion de los datos y graficos estadisticos fueron
realizados en los programas IBM SPSS version prueba y Microsoft Excel. Dentro de los
resultados obtenidos, se registrd un total de 164 pacientes con diagndstico de lupus eritematoso,
de los cuales 147(89,64%) dieron positivo para anticuerpos ANA, siendo el patrén homogéneo el
mas frecuente con 67(45,58%). La mayor cantidad de casos estuvo comprendida entre las
edades de 31 a 46 afios 71(43,29%), predominado por el sexo femenino 147(89,63%).

Palabras clave: anticuerpos antinucleares, lupus eritematoso, patrones de tincion,

inmunofluorescencia indirecta, autoinmune
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Abstract

Determining staining patterns by indirect immunofluorescence of antinuclear antibodies (ANA) is
essential to diagnose systemic lupus erythematosus, which has an unknown etiology, and it is
considered one of the most heterogeneous autoimmune diseases regarding pathogenic, clinical,
and analytical criteria. It is known that the prevalence of systemic lupus erythematosus in
America, Asia, and northern Europe affects 40 out of every 100,000 inhabitants, and the
population diagnosed with this disease increases every year. The purpose of this study was to
determine the frequency of positivity of antinuclear antibodies and their staining patterns by
indirect immunofluorescence in patients with systemic lupus erythematosus at José Carrasco
Arteaga hospital in 2019-2021. This is a descriptive cross-sectional study. The data was collected
using a questionnaire and interpreted through simple and crossed tables featuring percentage
and frequencies. Tabulation of data and statistical graphs was carried out using the IBM SPSS,
trial version, and Microsoft Excel programs. The results showed a total of 164 patients diagnosed
with systemic lupus erythematosus, of which 147 (89.64%) tested positive for antinuclear
antibodies (ANA), and the homogeneous pattern was the most frequent, reaching 67 individuals
(45.58%). The largest number of cases ranged from 31 to 46 years: 71 patients (43.29%), mostly
females: 147 (89.63%). The results also showed that ANA positivity with homogeneous staining
patterns and nuclear fine speckled was more frequently present in female patients with systemic
lupus erythematosus.

Keywords: Antinuclear antibodies, systemic lupus erythematosus, staining patterns,

indirect immunofluorescence, autoimmune
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Capitulo |

1.1 Introduccion

El lupus eritematoso pertenece al grupo de enfermedades autoinmunes que son producidas por
una alteracion de autoinmunidad de origen desconocido, siendo una patologia crénica que actta
de forma sistémica e inflamatoria en los tejidos, presentando diferentes evoluciones en los
pacientes que la padecen. Cifras epidemioldgicas describen al menos 5 millones de personas
de todo el mundo tienen lupus eritematoso, y se presentan mas de 100.000 nuevos casos
diagnosticados anualmente, siendo una enfermedad el doble de frecuente que la leucemia, y

hasta diez veces mas comun que la hemdfilia (1,2).

Para el estudio de la enfermedad de lupus eritematoso existen diferentes pruebas de analisis,
sin embargo, se conoce que la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) en pacientes que
lo padecen es de gran utilidad, siendo el mismo uno de los principales marcadores analiticos
para el diagnéstico de esta patologia. Los patrones de tincion de este autoanticuerpo se
reconocen dependiendo de las distintas estructuras que identifica y ayudan a conocer que parte

de la célula esta siendo afectada por el sistema inmunolégico (3).

La técnica apta para este andlisis es la inmunofluorescencia indirecta (IFl), donde hay una
reaccion de antigeno y anticuerpo mediado por un fluorocromo que es observado en un
microscopio de fluorescencia. La determinacién de ANA en las lineas celulares es considerada
como la prueba inicial solicitada por los médicos y de analisis en el laboratorio que apoya al
diagnéstico de las enfermedades autoinmunes. En un estudio realizado en el Hospital Nacional
Arzobispo de Peru a 291 pacientes con sospecha de lupus eritematoso, atendidos en el servicio
de inmunologia, se observé que el patron homogéneo se asocia fuertemente a esta patologia y
el patrén granular al sindrome de Sjogren. Por lo que conocer esta informacién orienta la

evolucién de la enfermedad y aporta a un mejor seguimiento para el paciente (4,5).

Angie Elizabeth Gomez Jaramillo — Evelyn Michelle Ordéfiez Sinchi
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1.2. Planteamiento del problema

En América Latina existen pocos datos epidemiolégicos registrados sobre lupus eritematoso, se
conoce que en Argentina existe una incidencia de 6,3 casos y en Brasil existe una incidencia de
8,7 casos por cada 100.000 habitantes. En los paises restantes se evidencia una escasez de
datos, esta falta de estudios epidemiologicos se debe a la variabilidad clinica y a las
complicaciones diagndsticas que representa esta enfermedad. A nivel local no existen suficientes
estudios que recopilen informacién sobre la importancia de la determinacion de anticuerpos
antinucleares en pacientes con lupus eritematoso, presentando limitaciones en el diagnostico de

la enfermedad (6,7).

Segun una investigacion realizada en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de
Paraguay, de 150 sueros de pacientes con lupus eritematoso positivos para anticuerpos
antinucleares, demostraron la presencia de 3 patrones mediante inmunofluorescencia indirecta
relacionados con mal pronéstico de la enfermedad, enfatizando asi, la importancia de determinar

los diferentes patrones en el diagnostico y prondstico de las enfermedades autoinmunes (8).

Con toda esta informacién, surge la siguiente pregunta de investigacién: ¢ Cual es la frecuencia
de positividad anticuerpos antinucleares y sus patrones de tincién por inmunofluorescencia

indirecta en pacientes con lupus eritematoso?

Angie Elizabeth Gomez Jaramillo — Evelyn Michelle Ordéfiez Sinchi
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1.3. Justificacién

En Ecuador en el afio 2016 el Ministerio de Salud Publica publicé una guia de practica clinica
sobre lupus eritematoso, en donde se resalta la importancia de la determinacién de anticuerpos
antinucleares (ANA) para el diagnostico de esta enfermedad, sin embargo, los estudios
epidemioldgicos sobre la importancia de la determinacion de ANA son bajas en el pais. La
determinacion de ANA forma parte de las pruebas confirmatorias para el diagndstico de lupus
eritematoso la cual tiene una sensibilidad del 97%, que ayuda a conocer la intensidad de la
enfermedad y las posibles afecciones acompafiantes que se podran presentar en un futuro para

los pacientes (9).

Un gran nimero de pacientes diagnosticados con esta patologia presentan en sus patrones de
tinciébn de ANA, el patrén homogéneo en mayor frecuencia, cuya tincion completa se identifica
en el ndcleo de la célula. Cuando se observa este patron se debe a la presencia de anticuerpos
contra la desoxiribonucleoproteina el cual es mas comun en el diagndstico de lupus eritematoso
(10).

En el Hospital de Especialidades José Carrasco Arteaga existen pocos estudios previos sobre
este tema de investigacion, por lo que se considera al presente analisis como un gran aporte con
la casuistica y el perfil de inmunohistoquimica con relacién a lupus eritematoso. Por otro lado, la
investigacion no consta dentro de las lineas prioritarias de investigacion del MSP 2013-2017, sin
embargo, se encuentra dentro del &rea de Ciencias Médicas y de la Salud, en las lineas de
Medicina bésica y clinica, en las sublineas de Inmunologia y Reumatologia respectivamente, del

Departamento de Investigacion de la Universidad de Cuenca (DIUC).
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Capitulo 1l

2. Fundamento teérico

El cuerpo humano convive con microorganismos que se encuentran sobre la piel, en el interior
del organismo, en los alimentos o en el ambiente. Algunos microorganismos llegan a ser
patégenos causando lesiones y dafos a ciertos drganos que gracias a la inmunidad que cada
individuo presenta, se ven contrarrestados protegiéndolo de contraer enfermedades infecciosas.
La respuesta inmunitaria conforma un conjunto de células y acciones divididas en fases y
caracteristicas especificas, que actlan frente a una infeccion para eliminarla como también para
prevenirla en un futuro. Los patégenos pueden ser intracelulares y extracelulares; frente a los
mismos existen diferentes estrategias de eliminacién, en donde ciertas células del sistema
inmunolégico como, por ejemplo, los anticuerpos y fagocitos, no actian de igual manera con
ciertos microorganismos en diferentes situaciones de patogenicidad dentro del cuerpo humano
(11).

El término inmunidad proviene de la palabra latina immunitas, que hace referencia en el area
médica como proteccion frente a la enfermedad, conformando al sistema inmunolégico y su

importancia en el cuerpo humano (12).

2.1. El sistemainmunolégico

El sistema inmunoldgico (SI) ayuda a proteger al cuerpo de agentes patégenos, diferenciando
entre lo propio de lo extrafio, ya sea por agentes ajenos al cuerpo como bacterias, hongos, virus,
pardsitos 0 sustancias extrafias denominadas antigenos. La proteccion contra cualquier
patdgeno se encuentra presente incluso antes del nacimiento, mediante la inmunidad innata, que
es la primera defensa presente en el organismo. Cuando las defensas del sistema inmune innato
son superadas, de inmediato se inicia la respuesta inmune adaptativa (segunda linea de
defensa), la cual esta formada por la inmunidad celular y la humoral; ambas actian en conjunto

perfectamente con el Unico fin de eliminar al patégeno (13).
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2.2 Origen de los componentes de la respuesta inmunitaria

Los 6rganos mas importantes para el origen de las células inmunoldgicas son el timo y la médula
Osea; esta Ultima forma el centro de todos los huesos y, ademas de producir a los glébulos rojos,
también produce las células del sistema inmunitario, parte de las cuales son los linfocitos y
también las células fagociticas; mismas que cumplen la funcién de fagocitar a todo agente
extrafio al organismo. Para las células del sistema inmunitario son fundamentales los adenoides,
la médula ésea, los ganglios linfaticos (que también estan en intestino formando placas que se
conocen como de Peyer), el bazo, el timo y las amigdalas, ya que proveen el microambiente
necesario para su desarrollo. En términos generales, hay dos tipos de linfocitos: los T, que
maduran en el timo y de ahi se distribuyen a diferentes tejidos; y los B, tanto maduros como
virgenes (aquellos que nunca han estado en contacto con ningun antigeno). Los linfocitos B se
activan y maduran a células plasmaticas, las cuales producen y liberan anticuerpos que son sus
moléculas efectoras; mientras tanto, las células presentadoras de antigenos dejan la circulacion
sanguinea y se distribuyen en los tejidos, donde patrullan para detectar la llegada de agentes
infecciosos (14).

2.3. Factores que contribuyen al sistema inmunolégico

Diversos factores solubles contribuyen a la inmunidad innata, entre ellos la proteina lisozima, las

proteinas del interferon, y componentes del sistema del complemento.

e La lisozima, una enzima hidrolitica que se encuentra en las secreciones mucosas y las
lagrimas, tiene la capacidad de romper la capa de peptidoglicano de la pared celular
bacteriana.

e Elinterferén es un grupo de proteinas producidas por células infectadas por virus. Entre
las mdltiples funciones de los interferones se encuentra la capacidad de unirse a células
cercanas e inducir un estado antivirico generalizado.

e El complemento es un grupo de proteinas séricas que circulan en estado inactivo.
Multiples mecanismos inmunitarios especificos e inespecificos pueden convertir las

formas inactivas de las proteinas del complemento en un estado activo con la capacidad
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de dafar las membranas de microorganismos patdgenos, sea que las destruyan o
faciliten su eliminacion.

e Las reacciones entre moléculas del complemento o fragmentos de ellas y receptores
celulares estimulan la activacion de células del sistema inmunitario innato o del adaptativo
(15).

2.4. Autoinmunidad

La autoinmunidad es el sistema de respuestas inmunitarias de un organismo contra sus propias
células y tejidos. Cualquier enfermedad que resulte de una respuesta inmune tan aberrante se
denomina "enfermedad autoinmune”. Si bien un alto nivel de autoinmunidad no es saludable, un
bajo nivel de autoinmunidad en realidad puede ser beneficioso. Llevando més alla la experiencia
de un factor beneficioso en la autoinmunidad, se podria plantear la hip6tesis con la intencién de
demostrar que la autoinmunidad es siempre un mecanismo de autodefensa del sistema de los
mamiferos para sobrevivir. El sistema inmunoldgico pierde aleatoriamente la capacidad de
distinguir entre lo propio y lo ajeno al cuerpo, el ataque a las células puede ser la consecuencia
de los procesos metabdlicos ciclicos necesarios para mantener la quimica sanguinea en
homeostasis. En segundo lugar, la autoinmunidad puede tener una funcién importante al permitir
una respuesta inmune rapida en las primeras etapas de una infeccion cuando la disponibilidad

de antigenos extrafios limita la respuesta (16).

Existen nuevos enfoques que abordan la complejidad entre las variantes genéticas, los procesos
epigenéticos, el sexo y el medio ambiente, que podrian conducir a caracteristicas predisponentes

para que se presente una enfermedad autoinmune (17).

2.5. Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes son un grupo complejo de patologias, conocido también como
el punto final de una cascada de serie de sucesos inmunoldgicos, las causas son poco conocidas,
aunque se han podido reconocer mdltiples factores inmunolégicos, genéticos, epigenéticos,

medioambientales y ciertos genes que estan involucrados. Normalmente, el sistema inmunitario
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puede diferenciar entre células extrafias y sus propias células, pero en una enfermedad
autoinmune, el sistema inmunitario toma ciertas partes del cuerpo, como las articulaciones o la
piel como algo extrafo. Libera proteinas llamadas anticuerpos que atacan las células sanas.
Algunas enfermedades autoinmunes afectan a un solo 6rgano, como por ejemplo la diabetes tipo
1 que lesiona al pancreas. Otras enfermedades como el lupus eritematoso afectan a todo el
cuerpo, estas son de etiologia desconocida. Sin embargo, algunas personas tienen mayor
probabilidad de desarrollar una enfermedad autoinmune que otras (18).

2.6. Lupus Eritematoso

El lupus eritematoso (LE) es una enfermedad compleja, crénica y multisistémica. Es
caracterizada por la presencia de autoanticuerpos dirigidos hacia antigenos nucleares y
citoplasmaticos, que pueden afectar diversos 6rganos, con una gran cantidad de variaciones
clinicas e inmunoldgicas. Esta enfermedad tiene un curso clinico que difiere en los signos y
sintomas, dependiendo del érgano que afecta. Su origen es desconocido, se vincula a varios
factores, esta enfermedad puede ser leve y los pacientes pueden llevar una vida normal, o en

otros casos puede ser un proceso patoldgico devastador (19).

2.6.1 Fisiopatologia

El mecanismo de esta enfermedad implica la estimulacién de la lesion tisular por algunos factores
que estan relacionados con la inmunidad innata (produccion de células) y adaptativa
(estimulacién de células T CD4 autorreactivas y células B), también se relaciona con la

producciéon de autoanticuerpos con el empleo de citocinas inflamatorias (20).

Citocinas Funcién

IFN-a Se encarga de la activaciéon y proliferacion de

las células dendriticas.
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TNF-a Promueve la  respuesta inflamatoria

proapoptética.

IL-8 Atrae a los neutrofilos, basdfilos y células T

durante el proceso inflamatorio.

IL-6 Estimula la proliferacion de células B.

IFN- Y Activa los macréfagos en el sitio de
inflamacion.

IL-17 Induce las respuestas pro-inflamatorias.

Cuadro 1. Citocinas inflamatorias. Fuente: Revista de investigacion de interferon y citoquinas,
20109.

La inmunidad innata esté vinculada con la desregulacién de dos diferentes tipos de células las
cuales son: células dendriticas autorreactivas y neutrofilos. EI mecanismo exacto no se conoce
con exactitud, pero segun diversas investigaciones supone que estas células representan un
papel crucial en la expansién tanto de las células T autorreactivas como de las células B con la
produccion de autoanticuerpos. La desregulacion de los neutréfilos es otro factor fundamental en
la fisiopatologia, debido a que los neutréfilos activados en pacientes con lupus eritematoso
mueren en un proceso Unico, liberado gran cantidad de ADN en unas estructuras con forma de
red para ser resguardadas por endonucleasas y debido a esto contribuir a una fuente importante
de autoantigenos, con capacidad para la activacion de células dendriticas autorreactivas y

subsiguiente produccién patogénica de interferén | (21).

En la inmunidad adaptativa intervienen los linfocitos B, una activacion y proliferacién inadecuadas
de estas células autorreactivas son caracteristicos del lupus eritematoso. Los linfocitos T ayudan
al avance de la enfermedad y a su patologia. Se han identificado linfocitos T reactivos frente a
autoanticuerpos nucleares en sangre periférica, estos muestran una sefializacion anormal y
secretan citocinas que promueven la inflamacion. Los linfocitos T reguladores también estan

presentes, pero en menor cantidad, presentan una funcién supresora alterada (22).
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2.6.2 Inmunopatogenia de LE

El lupus eritematoso se caracteriza por la activacién e hiperreactividad de los linfocitos B y
formacion de autoanticuerpos, mediados por la secrecidén de diversas citocinas producidas por
linfocitos T. Los principales indicadores de la enfermedad son los anticuerpos, complejos
inmunes, factores del complemento y las células autorreactivas. Ademas, incluye inflamacién e
incremento de muerte celular por apoptosis en la cual se presenta una deficiencia en la
eliminacion de restos celulares o cuerpos apoptoéticos por los fagocitos, cuyos restos se
transportan en vesiculas para ser liberados, obteniendo una generacién constante de
autoantigenos modificados exponiéndose al sistema inmune. Es por eso, que lleva a la

generacién de autoanticuerpos que estan dirigidos a antigenos propios (23).

Los autoanticuerpos se unen a los antigenos propios como RNA, DNA, restos apoptéticos, que
entran al torrente sanguineo, a estas uniones se les denomina complejos inmunes (antigeno-
anticuerpo); mismos que se pueden depositar en las membranas basales llevando a la activacion
del complemento, provocando la aparicion del proceso inflamatorio pudiendo presentarse
manifestaciones clinicas caracteristicas dependiendo del érgano, un ejemplo son aquellos
complejos inmunes formados por anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-sdDNA) que

participan en el dafio renal o cutaneo (24).

2.6.3 Factores de Riesgo

Los factores de riesgo que participan en el desarrollo de la patogenia son ambientales, genéticos
y hormonales que contribuyen a la pérdida de la tolerancia inmunoldgica. Un individuo
genéticamente susceptible necesita la exposicion de mudltiples estimulos ambientales que
condicionan el desarrollo de la enfermedad. Los alelos asociados a la enfermedad, estan
presentes en personas sanas, pero cuando se encuentran en forma combinada y expuestos a
estimulos estresantes como la radiacion ultravioleta, virus, metales pesados, farmacos como
hidralazina, procainamida, isoniacida, clorpromacina, metildopa y minociclina (Lupus inducido

por drogas), entre otros, desencadena el fenotipo del Lupus (25).

Existen hormonas que juegan un papel importante en LE, ya que se ha observado su mayor
incidencia en mujeres de edad reproductiva, donde se evidencia una agresion mayor durante los

ciclos menstruales, en los periodos post-parto y en la gestacion. Los estrogenos causan la
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pérdida de la tolerancia y facilitan la sobrevida de los linfocitos B autorreactivos a través del
aumento en la expresién génica y de los linfocitos T CD40. Estas hormonas in vitro actdan en la
reduccion de apoptosis, de células mononucleares de sangre periférica, reduccién de niveles de
TNF-a, activan las células dendriticas (DC) y reducen el nimero de colonias de granulocitos y
macrofagos. Otra hormona es la prolactina, donde ciertos estudios demuestran su papel como
una verdadera citocina, y su expresion parece estar asociada a la clinica de LE y al igual que los
estrogenos, estimula la expresién de linfocitos T CD40 y el rescate de linfocitos B autorreactivos
(26).

2.6.4 Manifestaciones clinicas

Estas se dan como resultados de la produccién de autoanticuerpos contra autoantigenos, cuando
hay algun tipo de alteracion dan lugar a una respuesta inmunitaria y a la formacion de
inmunocomplejos, que causan respuestas inflamatorias, estos son depositados en diversos
organos y tejidos, afectando en mayor grado a la piel, articulaciones, membranas mucosas, rifién,
cerebro, corazén, pulmén y con poca frecuencia el tracto gastrointestinal. Entre las
manifestaciones clinicas generales de lupus eritematoso tenemos: fatiga, astenia, anorexia,
fiebre y pérdida de peso, estos se consideran sintomas iniciales de la enfermedad o en algunos
casos, como complicaciones de esta. La fatiga es el sintoma predominante, ya que es un sintoma
incapacitante asociado con episodios depresivos, presentandose de forma independiente con

relacion a las manifestaciones cutaneas o serolégicas (27).

2.6.5 Epidemiologia

Lupus eritematoso suele presentarse a inicios de la juventud desde los 15 hasta los 40 afios con
un progreso cronico, caracterizado por un agravamiento de los sintomas o atenuacion de éstos.
Es una enfermedad que afecta con mayor frecuencia al sexo femenino, presentandose alrededor
de 5 millones de personas a nivel mundial. La prevalencia de esta patologia en relacion de la
zona afectada se presenta entre 4 y 250 casos en Norteamérica, Asia y en el norte de Europa
afecta a 40 de cada 100.000 habitantes (28,29).
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2.6.6 Diagnoéstico
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El diagndstico va a depender de la exploracion fisica, estudios de autoinmunidad, analisis

histopatoldgicos y algunos exadmenes complementarios. Para poder realizar el diagnéstico de

lupus eritematoso, se necesita que presente minimo cuatro de los once criterios de clasificacion

segun el Colegio Americano de Reumatologia, no necesariamente de forma consecutiva (30).

Criterio

Definiciéon

1. Eritema malar

Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias

malares, respetando los pliegues naso-labiales.

2. Rash discoide

Zonas eritematosas elevadas con escamas queratdticas
adherentes y taponamiento folicular. En las lesiones

antiguas puede producirse cicatrizacion atrofica.

3. Fotosensibilidad

Erupcién cutanea desproporcionada tras exposicion a la

luz solar, por historia u observada por el médico.

4. Ulceras orales

Ulceras orales o nasofaringeas, normalmente indoloras,

observadas por el médico.

5. Artritis Artritis no erosiva en dos 0 mas articulaciones periféricas,
con inflamacion, derrame sinovial o dolor a la palpacion.
6. Serositis Pleuritis: historia clinica convincente, roce auscultado por

un médico o demostracion de derrame pleural o
Pericarditis: documentada por ECG, roce auscultado por

un médico o demostracion de derrame pericéardico.

7. Nefropatia

Proteinuria persistente superior a 0,5 g/dia 0 > 3+ si no
se ha cuantificado, o cilindruria; de hematies o

hemoglobina, cilindros granulosos, tubulares o mixtos.
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8. Alteracion neuroldgica Convulsiones o psicosis, en ausencia de trastorno

metabdlico, electrolitico o de farmacos que las puedan

producir.

9.Alteracion hematolégica Anemia hemolitica con reticulocitosis o Leucopenia < de
4.000/mm? en 2 ocasiones o Linfopenia < de 1.500/mm3
en 2 ocasiones o Trombopenia < de 100.000/mm?3 no

secundaria a farmacos.

10.Alteracion inmunolégica | Anti DNA positivo o Anti Sm positivo o Anticuerpos
antifosfolipidos positivos basado en 1) Anticuerpos
anticardiolipinas IgG o IgM (+) a titulos medios o altos 2)
Anticoagulante lapico (+) o Serologia luética falsamente

(+) durante al menos 6 meses.

11.Anticuerpos Titulo anormal de anticuerpos antinucleares por
antinucleares positivos inmunofluorescencia o por otro test equivalente en
ausencia de farmacos capaces de producir lupus

inducido por los mismos.

Cuadro 2. Criterios para el diagndstico de lupus eritematoso. Fuente: Revista de medicina
interna, 2018.

2.7. Anticuerpos antinucleares (ANA)

Los ANA son autoanticuerpos que reconocen macromoléculas integradas en la estructura del
nucleo celular y algunos componentes citoplasmaticos, se pueden clasificar segun las distintas
estructuras que reconozcan, como por ejemplo: nucleosoma, proteinas no histonas asociadas al
ADN, proteinas no histonas asociadas al ARN o antigenos extraibles del nticleo (ENA), nucléolo
y antigenos citoplasmaticos. Los anticuerpos antinucleares mediante inmunofluorescencia
indirecta es una de las pruebas iniciales de laboratorio que ayudan al diagndstico de

enfermedades autoinmunes debido a su sensibilidad (31).

Angie Elizabeth Gomez Jaramillo — Evelyn Michelle Ordéfiez Sinchi



UCUENCA 23

2.7.1 Patrones de ANA detectados mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Existen diferentes patrones que principalmente son determinados por IFI en células HEp-2 en los
sueros de pacientes con enfermedades autoinmunes. Es importante resaltar que ciertos patrones
ANA tienen tan alta especificidad que se consideran predictivos para ciertas enfermedades
autoinmunes, incluso antes de desarrollar signos o sintomas, como lo es el patrén nucleolar que
se suele encontrar en esclerosis sistémica en su forma difusa. Los patrones mas frecuentes que

se encuentran en Iupus eritematoso son:

e Patron homogéneo: es caracterizado por una fluorescencia homogénea y regular a
través todo el nucleoplasma, los nucleolos pueden o no florecer dependiendo del sustrato
celular, las células en mitosis tienen la cromatina intensamente fluorescente y
homogénea. Este es el patron que se presenta con mayor frecuencia en la enfermedad
de lupus eritematoso, hepatitis autoinmune crénica o artritis idiopatica juvenil.

e Patrén granular fino: presenta granulaciones distribuidas por todo el nucleo de las
células en interfase, con heterogeneidad en tamafio, brillo y distribucién de los granulos
a lo largo del nacleo hay algunas zonas mas densas, se encuentra frecuentemente en
Sjogren, Lupus y Artritis reumatoidea.

e Patrén granular grueso: presenta granulos gruesos a través de todo el nucleoplasma el
nucleo puede tefiirse 0 no. Ademas, las células mitéticas tienen la masa de la cromatina
no tefiida y se presenta con mas frecuencia en lupus cuando existe Anti SM positivo y en
enfermedad mixta del tejido conectivo.

e Patron reticular citoplasmatico: mas conocido como tipo AMA, caracterizado por una
tincion de filamentos granulares gruesos que se extienden a través del citoplasma, se
relaciona principalmente con enfermedades hepaticas autoinmunes, cirrosis biliar
primaria y hepatitis autoinmunes. Se relaciona con anticuerpos antimitocondriales, anti
LKM, anti LC1 y ASMA.

e Patrén Anti-centrOmero: se caracteriza por presentar distintos puntos a nivel de las
células en interfase y en metafase de caracteristica positiva donde se pueden observar
los 46 cromosomas, se relaciona principalmente con anticuerpos anticentromero B
(CENP-B), caracteristico de esclerosis localizada o sindrome de CREST.

e Patrén Nucleolar: Tincion intensa de los nucléolos, difusa en la cromatina de las células

en division, con metafases positivas 0 negativas. Las enfermedades asociadas pueden
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ser el lupus eritematoso, esclerosis sistémica y esclerodermia, los anti POLI-III

(polimerasas), dermatomiositis que se presenta juntamente con lupus eritematoso (32).

2.7.2 Deteccion de ANA mediante IFI

Fundamento: El ensayo utiliza sustrato de cultivo celular de tejido y anti inmunoglobulina
humana de cabra ajustada para un uso 6ptimo y libre de tincion de fondo no especifica. La
reaccion sucede en dos pasos: la incubacion de la muestra, donde todo ANA presente en la
muestra del paciente puede unirse al sustrato celular y formar un complejo antigeno-anticuerpo.
Otros componentes del suero se eliminaran posteriormente mediante lavado. El paso dos es la
incubacion del conjugado, en la cual la anti inmunoglobulina humana marcada con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) puede reaccionar con cualquier inmunoglobulina humana que se haya
unido al sustrato durante la incubacion de la muestra. Esto formard un complejo antigeno-
anticuerpo conjugado en la que el anticuerpo del paciente inicial se uni6 al sustrato celular. El
exceso de conjugado se eliminard posteriormente mediante lavado. Los resultados del ensayo
se pueden visualizar utilizando un microscopio de fluorescencia. Toda reaccién positiva
aparecerd como una tincion fluorescente de color verde manzana dentro de la célula. Si la

muestra no tiene un ANA especifico, no habra una tincién nuclear manifiesta de la célula.

El método que se utliza para la identificacion de los ANA en células HEp-2 es la
inmunofluorescencia indirecta (IFl) considerdndose el estandar de oro. La IFl es un método

accesible en muchos laboratorios, misma que lleva a cabo el siguiente procedimiento:

- Se requiere del suero del paciente, el cual se titula inicialmente en 1/40, para evitar el
efecto prozona

- Este se agrega sobre la preparacion de las células HEp-2 permitiendo que los anticuerpos
del paciente se unan con los antigenos diana presentes en estas células.

- Posterior a ello se realiza un lavado con una solucion buffer y se aplica una solucién con
IgG antihumana acoplada a un fluorocromo que se junta al complejo antigeno/anticuerpo
presente en la muestra.

- Finalmente, después de un segundo lavado que retire los anticuerpos fluorescentes que
no se unieron, se podra observar el resultado mediante un microscopio de luz ultravioleta.

Las células HEp-2 son ideales para este tipo de prueba, ya que tienen facilidad de crecimiento

en forma de monocapa, esto permite la visualizacién de las mismas a través del microscopio de
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fluorescencia. Ademas, tienen un nuicleo mas grande que cualquier célula epitelial normal, lo que
facilita la visualizacién de los patrones nucleares y citoplasmaticos. También estas células
permiten detectar anticuerpos contra antigenos que dependen del ciclo celular. Una de las
caracteristicas importantes de la prueba con IFI es que permite identificar diferentes patrones
convencionales que guiaran a la interpretacion clinica de la prueba y el procedimiento a seguir
con el paciente. Debido a la gran variedad de patrones y a la complejidad de algunos, en 2016
el Consenso Internacional sobre Patrones de ANA (ICAP) se reunié en Brasil para discutir una
nomenclatura universal que permita estandarizar la lectura e interpretacion de los ANA por el
método IFI, clasificando a cada uno de ellos desde AC-1 hasta AC-28 separandolos en patrones
nucleares, citoplasméticos y mitéticos. Una vez se detectan ANA positivos en un paciente se
debe abordar no solo su presencia y especificidad, sino también sus titulos y asociarlos a la
clinica que presenta el paciente. El valor esperado en la poblacion normal es negativo o inferior
a 1:40. Ademas, hay que tener en mucha consideracion que la poblaciéon general sana presenta
ANA positivos hasta en un 32% con titulos 1:40, un 13% con titulos 1:80 y un 5% con titulos
1:160 para interpretar los datos de la prueba, razén por la cual el «American College of
Rheumatology (ACR)» considera los titulos superiores a 1:160 como positividad, sin embargo en

Ecuador se considera ANA positivo con titulaciones mayores a 1:80 (33).
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Capitulo Il

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

e Determinar la frecuencia de positividad de anticuerpos antinucleares y sus patrones de
tincién por inmunofluorescencia indirecta en pacientes con lupus eritematoso del Hospital
de Especialidades José Carrasco Arteaga, periodo 2019 - 2021.

3.2. Objetivos especificos
e Caracterizar a la poblacién de estudio segun las variables edad y sexo.

e Determinar la positividad de anticuerpos antinucleares en pacientes con lupus
eritematoso.

o Relacionar los resultados obtenidos con las variables estudiadas.
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Capitulo IV

4. Disefio metodolégico
4.1. Tipo de estudio

Estudio de tipo descriptivo transversal.

4.2. Area de estudio

Lugar: Hospital de Especialidades José Carrasco Arteaga.
Ubicacion: Cuenca — Azuay, Ecuador.
Direccidn: José Carrasco Arteaga entre Popayan y Pacto Andino, Camino A Rayoloma.

4.3. Universo y muestra

Estuvo constituido por la base de datos de pacientes con diagndstico de lupus eritematoso que
se hayan realizado la prueba para determinar anticuerpos antinucleares en el Hospital de
Especialidades José Carrasco Arteaga en el periodo 2019 - 2021.

4.4. Criterios de inclusion y exclusién
> Criterios de Inclusion:
o Base de datos de pacientes con diagndstico de lupus eritematoso sistémico en el
periodo 2019 - 2021.
o Base de datos de pacientes con diagndstico de lupus eritematoso sistémico que
se han realizado la prueba de ANA y sus respectivos patrones de tincion.
> Criterios de Exclusion:

o Base de datos de pacientes incompletas para las variables analizadas

4.5. Variables

Edad, sexo, patrones de tincion, anticuerpos antinucleares.
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4.6. Operacionalizacion de variables (Anexo A)

4.7. Métodos, técnicas e instrumentos para recoleccion de datos
Método: Se revisaron los registros existentes mediante la observacion de la base de datos digital

del Hospital de Especialidades José Carrasco Arteaga.

Técnica: La informacion fue recolectada de la base de datos mediante un formulario (ANEXO
B).

Instrumento: Base de datos del Hospital de Especialidades José Carrasco Arteaga, programas

SPSS y Microsoft Excel y un formulario elaborado por las autoras.

4.8. Procedimientos

Autorizacién

Se solicitd los permisos necesarios al director de docencia del Hospital de Especialidades José
Carrasco Arteaga y al area de laboratorio, una vez obtenidas las aprobaciones necesarias se

recopilaron los datos necesarios para la investigacion.
Capacitacion

Las estudiantes responsables del estudio presentado son capacitadas teniendo en cuenta la
malla curricular de la carrera de Laboratorio Clinico, ya que, se cursaron las asignaturas
necesarias para el desarrollo de la investigacion. La investigacion se realizd con el apoyo del

docente tutor y también con la revision de articulos cientificos y libros.
Supervisioén

El estudio realizado estuvo bajo la supervisiéon del docente de la Universidad de Cuenca, Dr.
Gabriele Bigoni.

4.9. Plan de tabulacién y andlisis

e Los datos obtenidos en la presente investigacion fueron tabulados y analizados en
el programa IBM SPSS version prueba y los gréficos se realizaron en Microsoft Excel.
Las variables cualitativas se representaron mediante tablas simples y tablas

cruzadas con valores porcentuales y frecuencias.
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e Los datos obtenidos en la presente investigacion fueron tabulados y analizados en
el programa IBM SPSS versidn prueba y los graficos se realizaron en Microsoft Excel.
Las variables cuantitativas se representaron mediante tablas simples y tablas

cruzadas con valores porcentuales y frecuencias.

4.10. Aspectos éticos
Dicho proyecto de investigacion conté con la aprobacion del Comité de Bioética en
Investigacion del Area de la Salud y el Consejo Directivo de la Facultad de Ciencias Médicas

y cumplié con las condiciones éticas necesarias que a continuacion se detalla:
Confidencialidad:

Los datos obtenidos de esta investigacion fueron manejados con absoluta confidencialidad,
manteniendo el anonimato de las identidades de los historiales utilizados y siendo
Unicamente accesibles para las personas a cargo de este estudio. La recoleccion de los
datos obtenidos fue mediante datos anonimizados de las historias clinicas del Hospital de
Especialidades José Carrasco Arteaga los mismos que fueron protegidos mediante el
acuerdo 5216 del MSP.

Balance riesgo-beneficio:

La investigacion tuvo un riesgo nulo referente al mal uso de datos de los pacientes o la
filtracion de los mismos, ya que no fueron empleados aquellos datos que los involucren

directamente en el estudio como son: nombres, cédula de identidad o direccion domiciliaria.

Entre los beneficios de este estudio se encontro el aporte de informacién sobre la frecuencia
de positividad de ANA y sus patrones de tincion por inmunofluorescencia indirecta en
pacientes con lupus eritematoso, siendo un aporte importante a los profesionales de la salud,
para el manejo del diagndstico, tratamiento y monitorizacion del paciente, mejorando de esta

manera la calidad de vida del mismo.
Conflicto de intereses:

Declaramos no tener ningun conflicto de interés, ya sea de tipo personal, econémico, politico
o financiero que pueda influir en nuestro juicio, asi como tampoco hemos recibido algun tipo
de beneficio de fuentes externas que pudieran tener interés en la informacién que se pueda

obtener del estudio.
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Idoneidad del investigador:

Al ser estudiantes de la carrera de Laboratorio Clinico cumplimos con todos los requisitos y

aprobacién de asignaturas para la ejecucion de dicha investigacion.

4.11. Recursos humanos

Directos:

Investigadoras de estudio:

Angie Elizabeth, Gémez Jaramillo

Evelyn Michelle, Ordéfiez Sinchi

Director de tesis: Dr. Gabriele Davide Bigoni Ordéfiez
Indirectos:

Dr. Juan Carlos Ortiz Calle, Coordinador General de Investigacion del Hospital de Especialidades

José Carrasco Arteaga.
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Capitulo V

5. Resultados

Después de aplicar los criterios de inclusién y exclusion, se obtuvo una muestra total de 164
pacientes con diagnostico de lupus eritematoso registrados en la base de datos del laboratorio
del Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga, quienes se realizaron la prueba de
deteccion de anticuerpos antinucleares desde el afio 2019 al 2021, obteniéndose los siguientes
resultados:

Inicialmente, se realiz la caracterizacion de los pacientes segun variables sociodemograficas,
los pacientes estuvieron comprendidos entre los 8 y 94 afios de edad, observandose que la
mayoria de los pacientes se encontraron entre las edades de 31-46 afios 71(43,29%), siendo el

sexo femenino el predominante 147(89,63%) (tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion de los pacientes con lupus eritematoso del Hospital de
especialidades José Carrasco Arteaga segun variables sociodemogréficas

SEXO N (%)
FEMENINO 147 (89,63%)
MASCULINO 17 (10,37%)

EDAD N (%)

8 1 (0,61%)
15-30 31 (18,90%)
31-46 71 (43,29%)
47-62 42 (25,61%)

Angie Elizabeth Gomez Jaramillo — Evelyn Michelle Ordéfiez Sinchi



UCUENCA

63-78

17 (10,37%)

79-94

2 (1,22%)

32

Fuente: Base de datos del Laboratorio del Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga

Elaborado por: Angie Gémez, Michelle Ordénez
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Al analizar los datos se concluye que 147(89,64%) fueron ANA positivos y solamente 17(10,36%)
de los casos corresponden a ANA negativos. Con relacion al patron de tincién, la poblacion

presenté en su mayoria el patrén homogéneo con 67(45,58%) y con valores muy cercanos se

encontrd el patron granular fino con 65(44,22%) (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de positividad de anticuerpos antinucleares en el Hospital de
especialidades José Carrasco Arteaga, 2019-2021 y sus patrones de tincion mediante

inmunofluorescencia indirecta

GRANULAR FINO

65 (44,22%)

NUCLEOLAR 8 (5,44%)
GRANULAR GRUESO 5 (3,40%)
ANTI-CENTROMERO 1 (0,68%)
RETICULAR CITOPLASMATICO 1 (0,68%)

VARIABLE POSITIVOS N (%) | NEGATIVOS N (%)
- 147 (89,64%) 17 (10,36%)

PATRON

HOMOGENEO 67 (45,58%)

Fuente: Base de datos del Laboratorio del Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga

Elaborado por: Angie Gbmez, Michelle Ordo6fiez
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La poblacion del sexo femenino méas afectada estuvo entre los 31 a 46 afios 67(40,85%), mientras

que, en el sexo masculino, las edades més afectadas fueron 47-62 afios 7(4,27%) (tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de casos positivos de ANA segun edad y sexo en el Hospital de
especialidades José Carrasco Arteaga, 2019-2021

EDAD FEMENINO MASCULINO
8 1 (0,61%) -
15-30 28 (17,07%) 3 (1,83%)
31-46 67 (40,85%) 4 (2,44%)
47-62 35 (21,34%) 7 (4,27%)
63-78 14 (8,54%) 3 (1,83%)
79-94 2 (1,22%) -

Fuente: Base de datos del Laboratorio del Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga

Elaborado por: Angie Gbmez, Michelle Ordo6iez
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En el sexo femenino no hubo diferencia evidente entre el patrén de tincién granular fino y
homogéneo, ya que fueron los mas comunes entre las edades de 31 a 46 afios. En cuanto al
sexo masculino, fue mas comun el patrén homogéneo presentandose en la mayoria de las
edades 2(1,36%) (tabla 4).
Tabla 4. Frecuencia de patrones de tincién segun el sexo y la edad en el Hospital de
especialidades José Carrasco Arteaga, 2019-2021
SEXO FEMENINO MASCULINO
EDAD
8afios | 15-30a | 31-46a | 47-62a | 63-78a | 79-94a | 1530a | 31-46a | 47-62a | 63-78a | 79-94a
PATRON
ANTI- 1
CENTROMERO (0,68%)
1 12 27 13 5 1 2 2 . 2
HOMOGENEO 0,68%) | 8,16%) | (18.37%) | ©.84%) | G.40%) | 0.68%) | (136%) | (1.36%) | 216" | (1,360
10 28 14 8 1 1 o 1
GRANULAR FINO (6,80%) | (19,05%) | (9,52%) | (5.44%) 0.68%) | (0.68%) | 216" | (0,68%)
GRANULAR 1 3 (2.04% 1
GRUESO 0.68%) | 3 Z04%) | (0 68%)
1 4 1 0
NUCLEOLAR (0.68%) 2.729%) (0.68%) 2 (1,36%)
RETICULAR
1 (0,68%)
CITOPLASMATICO

Fuente: Base de datos del Laboratorio del Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga

Elaborado por: Angie Gbmez, Michelle Ordofiez
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Capitulo VI

6. Discusion

Para el diagndstico de lupus eritematoso se deben considerar varios aspectos tanto clinicos
como bioldgicos incluyendo la edad y el sexo; dentro de las pruebas de laboratorio se analiza los
anticuerpos antinucleares y sus patrones de tincién, que son de gran utilidad para la confirmacion
de la enfermedad. En relacion al sexo; en un estudio realizado por Pitta et al., en el afio 2021,
observaron que la mayoria de los pacientes analizados con resultados positivos para anticuerpos
antinucleares, fueron mujeres con lupus eritematoso abarcando el 76,5% del total de la poblacion
(34).

En otros dos estudios, uno realizado en México y otro realizado en Ecuador, observaron que las
edades més frecuentes en pacientes con anticuerpos antinucleares positivos con lupus
eritematoso estuvieron comprendidas entre 22 a 41 afios y entre 22 a 61 afios de edad
respectivamente, los cuales concuerdan con nuestros resultados (35,36).

La deteccion de los anticuerpos antinucleares (ANA) aporta informacién muy importante para la
evaluacién diagndstica de los pacientes con lupus eritematoso. Ademas, los patrones de tincion
se relacionan en algunos casos con la severidad de la enfermedad, los 6rganos que afectan, y
las posibles enfermedades adicionales que pueden presentarse en un futuro. En dos estudios
realizados en Lima-Per(, uno donde se estudiaron a 291 y el otro a 150 pacientes, demostraron
qgue el lupus eritematoso fue la enfermedad que presenté mayor frecuencia de anticuerpos
antinucleares positivos, siendo el patron de tincion granular fino el mas comun con un 41,93% y
31,3 % respectivamente, seguido del homogéneo con un 33,85%, al igual que los resultados

encontrados en el Hospital de especialidades José Carrasco Arteaga (37,38).

Un estudio realizado por el &rea de reumatologia de un hospital de Santiago de Chile sobre lupus
eritematoso observd una mayor frecuencia en el sexo femenino de edad adulta con esta
enfermedad; interesantemente, el 100% de los casos fueron ANA positivo, mismos que varian
no tan distantemente con los datos de la investigacion realizada en nuestro medio, con un 89,64%
de positividad de ANA (39).
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Capitulo VIl

7.1. Conclusiones
De acuerdo con la investigacion realizada y a los objetivos que se han planteado, concluimos

con lo siguiente:

e La frecuencia de positividad de anticuerpos antinucleares en pacientes del Hospital de
especialidades José Carrasco Arteaga con diagndstico de lupus eritematoso desde el afio
2019 al 2021 fue de 147(89,64%) pacientes.

e EIl grupo etario con mayor nimero de casos positivos estuvo comprendido entre las
edades de 31 a 46 afios con 71(43,29%).

e El sexo femenino fue el predominante con 147(89,63%) de los casos.

e El patron mas comun fue el homogéneo con 67(45,58%) y los menos frecuentes fueron

anti-centrémero y reticular citoplasmatico ambos con un 1(0,68%).

7.2. Recomendaciones

e Realizar un estudio en pacientes con lupus eritematoso para analizar otros anticuerpos
como anti-DNA o anti-Smith para un mejor diagnéstico de la enfermedad.

e Se recomienda realizar mas estudios epidemioldgicos en el pais sobre la positividad de
ANA frente a lupus eritematoso en zonas rurales.

e Realizar estudios con otras variables de importancia como datos demograficos y pruebas

de laboratorio en pacientes con lupus eritematoso.
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ANEXOS
Anexo A: Operacionalizacién de las variables.
Variable Definicidon Dimension Indicador Escala
Edad Tiempo que ha vivido un | Afios Numero de <15 afios
individuo afios 15-30 afios
cumplidos 31-46 afios
47-62 afios
63-78 afios
79-94 afios
Sexo Caracteristicas Bioldgico Fenotipo Masculino
biol6gicas que define al Femenino
hombre y a la mujer
Patron de | Patrones de tincién de | Tipo de patrén Tipo de Patron:
tincion anticuerpos patrén Homogéneo
antinucleares Granular fino
identificados por. Nucleolar
Inmunofluorescencia Granular
indirecta grueso
Anti-
centromero
Reticular
citoplasmico
Lupus Enfermedad Resultados Formulario de | Positivo
autoinmune en donde el | Inmunolégicos recoleccion
sistema inmunitario por de datos
error ataca tejidos Negativo
sanos.
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Anexo B: formulario de recoleccién de datos

UNIVERSIDAD DE CUENCA

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS
Objetivo:

Determinar la frecuencia de positividad de anticuerpos antinucleares y sus patrones de tincion
por inmunofluorescencia indirecta en pacientes con lupus eritematoso del Hospital de

Especialidades José Carrasco Arteaga, periodo 2019 - 2021.

Formulario N°

Edad: Sexo:
<15 afios: ___

15-30 afios: ___
31-46 afios: ___ Femenino () Masculino ( )
47-62 afios:
63-78 afios: ___
79-94 afios:

ANA Positivo: ANA Negativo:

Reporte de Resultados

Patrén de Tincioén:

Homogéneo:
Nucleolar:

Anti-centrémero:

Granular fino:
Granular grueso:

Reticular citoplasmico:
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