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RESUMEN

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune
potencialmente fatal, con comportamiento clinico variable y de origen
multifactorial. Esta patologia se caracteriza por una hipergammaglobulinemia
policlonal y la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos (Ags) de
origen nuclear y citoplasmatico. Es presentada mayormente en mujeres en edad
fértil en una razon de 9:1 en relacion a los hombres, con una prevalencia de 40 a
200 casos por cada 100.000 habitantes.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la sensibilidad diagndstica de la
deteccion de autoanticuerpos y proteinas del complemento, utilizados para el
diagnostico de LES, entendiendo por sensibilidad diagnéstica, a la probabilidad
de obtener resultados positivos en una poblacién enferma. En este sentido, se
realizd un estudio observacional descriptivo del perfil serolégico de los examenes
clinicos entre los anos 2015 al 2019, especificamente de la deteccién de
anticuerpos: antinucleares, anti-ADN, anti-nucleosomas, anti-histonas, anti-Sm,
anti-RNP, anticardiolipina y anti-B2-glicoproteina | y la determinacion de las
proteinas del complemento, realizados en forma centralizada en el Hospital Las
Higueras de Talcahuano, obteniendo a través de este estudio la sensibilidad
diagnodstica de estos parametros para la poblacion usuaria del Servicio de Salud

Talcahuano.
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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes (EA) son producto de una interaccion compleja
entre multiples factores genéticos, epigenéticos, inmunolégicos y ambientales
(Mendez-Rayo et al., 2018). Estas abarcan un conjunto complicado y variado de
enfermedades que se caracterizan principalmente por una respuesta
inmunoldgica exacerbada (Ortona et al., 2016), las cuales pueden ser de tipo
organo-especificas, respuestas inmunes dirigidas contra un tipo particular de
células u 6rgano, generando un dano localizado o enfermedades autoinmunes
sistémicas, que se dirigen contra diferentes tejidos u 6érganos (Kumar et al.,
2018). Asimismo, se describe la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra
estructuras celulares que involucran un rol importante tanto en el diagndstico
como en la clasificacion de las EA, pudiendo ser detectados incluso afnos previos

a las manifestaciones clinicas (Lleo et al., 2010).



Las EA afectan aproximadamente entre el 7-10% de la poblacién mundial y
abarcan mas de 80 patologias, entre ellas, la artritis reumatoide (AR), esclerosis
multiple (EM), miastenia gravis (MG), sindrome de Sjogren y lupus eritematoso

sistémico (LES) (Kapsogeorgou & Tzioufas, 2016; Ortona et al., 2016).

1.2. Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad de caracter autoinmune,
en la cual se produce un dafio en diversos 6rganos, tejidos y/o células como
consecuencia de la presencia de multiples autoanticuerpos con resultante
formacion y posterior deposito de complejos antigeno-anticuerpo (Enriquez
Mejia, 2013). Estos complejos inmunes, comunmente compuestos por
anticuerpos de isotipo IgG e IgM, se depositan en tejidos lo que promueve la
activacion del Complemento y el reclutamiento de células proinflamatorias que
producen dano tisular por liberacion de enzimas lisosomales y generacion de
radicales libres. Esta respuesta inflamatoria o de dafo corresponde a una

reaccion de hipersensibilidad de tipo Ill (Kumar et al., 2018).

Es necesario destacar que el lupus eritematoso sistémico presenta un

comportamiento clinico diverso, cuyo origen es multifactorial, observandose un



aumento de los niveles séricos de gammaglobulinas policlonales dirigidas contra
componentes autdlogos (Rua-Figueroa, 2015; Lazaro et al., 2015; Zian et al.,

2018).

Sumado a lo mencionado anteriormente, es importante mencionar que el LES
registra una prevalencia de 40 a 200 casos por cada 100.000 habitantes
(Pacheco et al., 2013), afectando principalmente a las mujeres durante la edad
fértil en una proporcion de 9:1 en relacion a los hombres (Sabio, 2016). Al mismo
tiempo, la prevalencia del LES se caracteriza por ser mayor en determinadas

poblaciones como afroamericana, hispana y asiatica (Labarca S., 2013).

Actualmente, el diagndstico y la clasificacion del LES contintan siendo un desafio
debido a alta heterogeneidad clinica y seroldgica de la enfermedad (Leuchten et
al., 2018). Por esta razén, el American College of Rheumatology (ACR), propuso
los criterios de clasificacion de LES, publicando su primera version en 1971, la
que fue revisada en 1982 y 1997 (Tabla 1-1) (Leuchten et al., 2018; Yu et al.,

2014).



Tabla 1-1. Criterios de clasificacion y diagnéstico de LES por ACR.

Criterios

Manifestaciones
Cutaneas

Articular

Seroso

Renal

Hematolégico

Neurolégico
Inmunolégico

items

ACR 1997

e FEritema malar

e Eritema discoide
e Fotosensibilidad
e Ulceras orales.

Artrits  no erosiva = 2 articulaciones periféricas,
caracterizadas por dolor, sensibilidad o hinchazén

Serositis (cualquiera de los siguientes): frotamiento de
pleuritis, evidencia de derrame pleural, pericarditis,
electrocardiograma

Trastorno renal (cualquiera de los siguientes): proteinuria >
0.5 g/ dia, moldes celulares

Anemia hemolitica con reticulocitos elevados, leucopenia
<4000/mm? en adelante = 2 ocasiones, linfopenia <1500/mm?3
= 2 ocasiones, trombocitopenia <100,000/mm?

Trastorno neurolégico

Anticuerpos anti-ADNdc, anti-Sm o antifosfolipidos (aPL)
positivos

ANA positivo (por inmunofluorescencia o un ensayo

equivalente)
Modificado de Yu et al., 2014.

ACR, American College of Rheumatology; ANA, Anticuerpos Antinucleares.

En el afno 2012 el Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC),

que es un grupo internacional dedicado a la investigacion clinica del LES, reviso

y validé los criterios de clasificacion del American College of Rheumatology

(ACR) con el fin de mejorar los criterios para el diagnéstico clinico (Tabla 1-2)

(Petri et al., 2012).



Tabla 1-2. Criterios de clasificaciéon para LES por SLICC.

Criterios items
Manifestaciones 4
Cutaneas

Articular 1
Seroso 1
Renal 1
Neurolégico 1
Hematolégico 3
Inmunolégico 6

SLICC 2012

o LECA/LECS

e LECC

e Ulceras orales

o Alopecia no cicatricial (adelgazamiento difuso o fragilidad del
cabello con cabellos rotos visibles)

e Sinovitis que involucra dos 0 mas articulaciones, caracterizada
por hinchazéon o derrame o sensibilidad en dos o mas
articulaciones y treinta minutos o mas de rigidez matutina

o Serositis (cualquiera): pleuritis, pleuresia tipica mas de una vez
al dia, antecedentes, frotacién, evidencia de derrame pleural,
pericarditis, dolor pericardico tipico mas de una vez al 1 dia,
evidencia de electrocardiograma de fusién pericardica

e Trastorno renal (proporcion de proteina/creatinina en orina o
concentracion de proteina en orina de 0.5 g de proteina /24 h,
moldes de glébulos rojos)

e Trastorno neurolégico

* Anemia hemolitica

* Leucopenia (<4000/mm3) o Linfopenia (<1000/mm?3) al menos
una vez

* Trombocitopenia (<100.000 / mm?) al menos una vez

o ANA positivo

e Acs. Anti-ADNdc positivo (excepto ELISA: positivo en dos
ocasiones 0 mas)

e Acs. Anti-Sm positivo

e Acs. antifosfolipidos positivos (incluido anticoagulante lupico,
RPR falso positivo, anticardiolipina, anti-p2-glicoproteina 1)

o Complemento bajo (C3, C4 o CH50)

¢ Prueba de Coombs directa en ausencia de anemia hemolitica

Modificado de Yu et al., 2014.

ANA, Anticuerpos Antinucleares; LECA, Lupus Eritematoso Cutaneo Agudo; LESA, Lupus
Eritematoso Cutaneo Subagudo; LECC, Lupus Eritematoso Cutaneo Crénico



Segun lo publicado, para el diagnostico de LES, se deben cumplir a lo menos
cuatro de los criterios de clasificacion, con al menos un criterio clinico y otro
inmunoldégico o el paciente debe manifestar nefritis Iupica comprobada por
biopsia renal, presentando a su vez ANA o anticuerpos anti-ADNdc séricos

positivos (James et al., 2019).

El SLICC separ6 parte de los criterios inmunolégicos, de modo que cada uno
puede contribuir al diagnostico de LES, incluyendo la deteccion de nuevos
autoanticuerpos (Petri et al., 2012). Estos criterios entregan una sensibilidad
mejor que los criterios ACR (97% vs 83%), pero la especificidad de los criterios
del SLICC disminuyé con respecto al ACR (84% vs 96%) (Leuchten et al., 2018).
Como consecuencia de esto, en el ano 2019 se publicaron nuevos criterios
informados por European League Against Rheumatism (EULAR) junto a ACR, los
que establecen como criterio de entrada la prueba ANA positiva con titulo mayor
o igual a 1/80 y un minimo de 10 puntos o mas para clasificar como LES (Tabla

1-3) (Aringer et al., 2019).



Tabla 1-3. Criterios de Clasificacion para LES segun ACR/EULAR 2019.

Criterio de entrada
ANA con titulo = 1:80 en células HEp-2 o un test positivo equivalente (siempre)
ANA negativo, no clasificar como LES
ANA positivo, aplicar criterios adicionales
Criterios adicionales
No cuente un criterio si hay una explicacién mas probable que LES.
La aparicidon de un criterio en al menos una ocasion es suficiente.
La clasificacion del LES requiere al menos un criterio clinico y = 10 puntos.
Los criterios no necesitan ocurrir simultaneamente.
5. Dentro de cada dominio, solo el criterio mas alto se cuenta para la puntuacion total.
Dominios y criterios clinicos Puntos Dominios y criterios inmunolégicos Puntos

oOnN-=

Constitucional Anticuerpos antifosfolipidos
¢ Fiebre 2 e Acs. anticardiolipina o Acs. anti- 2
B2GP1 o anticoagulante lupico
Hematolégico Proteinas del complemento
¢ Leucopenia 3 ¢ Bajo C3 o bajo C4 3
e Trombocitopenia 4 e Bajo C3 y bajo C4 4
e Hemolisis autoinmune 4
Neuropsiquiatrico Anticuerpos LES especificos
e Delirio 2 e Anticuerpos anti-ADNdc o anti-Sm 6
e Psicosis 3
e Incautacion 5
Mucocutanea
¢ Alopecia no cicatricial 2
e Ulceras orales 2
e Lupus cutaneo subagudo o 4
discoide
e Lupus cutaneo agudo 6
Seroso
e Derrame pleural o pericardico 5
e Pericarditis aguda 6
Musculoesquelético
¢ Participacion conjunta 6
Renal
e Proteinuria> 0.5 g /24 hrs 4
¢ Biopsia renal Clase Il o nefritis 8
lupica V
« Biopsia renal clase Il o nefritis 10
lupica IV

Puntaje total
Modificado de Aringer et al., 2019.

ANA, Anticuerpos Antinucleares; LES, Lupus Eritematoso Sistémico; anti-B2GP1, anti- [32-
glicoproteinas; anti-Sm, anti-Smith; HEp-2, Human Epidermoid carcinoma strain; EULAR,
European League Against Rheumatism.



Los nuevos criterios segun EULAR/ACR presentaron una sensibilidad similar a
los criterios SLICC del 2012, manteniendo la especificidad de los criterios ACR

de 1997 (Aringer et al., 2018).

Los criterios de clasificacién del SLICC de 2012 y EULAR/ACR demuestran la
importancia de las determinaciones del perfil serolégico y consideran ademas el
importante papel de los ANA en el diagnostico y clasificacion de LES, debido a

su alta sensibilidad (Aringer et al., 2019; Leuchten et al., 2018).

1.3. Anticuerpos Antinucleares

Los anticuerpos antinucleares (ANA) pertenecen al grupo de inmunoglobulinas
dirigidas contra antigenos propios de origen nuclear y componentes
citoplasmaticos celulares (Cabiedes & Nufiez-Alvarez, 2010). Estos pueden ser
identificados mediante diversas técnicas, dentro de las cuales Ila
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células HEp-2 (Human Epidermoid
carcinoma strain) es reconocida por la American College of Rheumatology (ACR)
como el método preferencial en base a que posee mayor sensibilidad que otros
inmunoensayos por la gran cantidad de antigenos que contienen las células HEp-

2 (Moscoso et al., 2018). Ademas, la prueba otorga informacién como la ausencia



o presencia de autoanticuerpos y mediante la evaluacion de la intensidad de
fluorescencia, se pueden determinar los titulos de anticuerpos. Asimismo, el
patrén de ANA en células HEp-2 entrega informacién clinicamente relevante,
asociando estos patrones visualizados en las células HEp-2 con los distintos

autoanticuerpos con mayor especificidad (Damoiseaux et al., 2019).

El consenso internacional sobre los patrones de ANA (ICAP), se define como el
consenso en el cual se establecié una nomenclatura comun para veintiocho
patrones de ANA en un arbol de clasificacion (Chan et al., 2015). Esta
nomenclatura define un codigo desde AC-1 a AC-28 para identificar cada patrén
(Tabla 1-4) (Chan et al., 2015). Por ultimo, se integré un vigesimonoveno patrén,
similar a topoisomerasa |, asociado al antigeno de ADN topoisomerasa |,
identificado como AC-29 dentro de los patrones en células HEp-2 (llustracion 1-1

1) (Andrade et al., 2018).



Tabla 1-4. Nomenclatura de los patrones ANA en células HEp-2 (ICAP).

AC-0

AC-1
AC-2
AC-3

AC-4
AC-5
AC-6
AC-7
AC-8
AC-9
AC-10
AC-11
AC-12
AC-13
AC-14
AC-29

Nomenclatura de patrones en células HEp-2

Negativo

Patrones Nucleares
Homogéneo
Granular Fino Denso

Centromero

Granular Fino

Granular Grueso/ Grande
Granulos Nucleares Mdltiples
Granulos Nucleares Escasos
Nucleolar Homogéneo
Nucleolar Grumoso
Nucleolar Granular
Membrana Nuclear Lisa
Membrana Nuclear Granular
Similar a PCNA

Similar a CENP-F

Similar a Topoisomerasa |

AC-15
AC-16
AC-17
AC-18

AC-19
AC-20
AC-21
AC-22
AC-23

AC-24
AC-25
AC-26
AC-27
AC-28
AC-29

Patrones Citoplasmaticos
Citoplasmatico Fibrilar Linear
Citoplasmatico Fibrilar Filamentar
Citoplasmatico Fibrilar Segmentado

Citoplasmatico Granular Discreto/
Similar a cuerpo GW

Citoplasmatico Granular Fino Denso
Citoplasmatico Granular Fino
Citoplasmatico Reticular/ AAM
Citoplasmatico Granular Polar
Bastones/ Anillos

Patrones Mitéticos
Centrosoma
Huso Mitético
Similar a NuMA
Puente Intercelular
Envoltura Cromosomica Mitético

Similar a Topoisomerasa |

10



Patrones en HEp-2

Negatwo Citoplasmaticos

??ggaEE---

Il‘nielpeuim

Placa metafasica cromossdmica é positiva

llustracion 1-1. Arbol de clasificaciéon y nomenclatura. Diagrama de clasificacién de
patrones en células HEp-2, junto a su nomenclatura, niveles de competencia y
especialista del observador (ICAP, 2018).

La determinacion de ANA es altamente sensible para el diagndstico de LES, pero
poseen una alta inespecificidad, ya que se pueden detectar en una variedad de
patologias autoinmunes y reumaticas (Sawalha et al., 2004). Igualmente, en
pacientes con enfermedades no reumaticas, como enfermedades infecciosas,
malignas y tiroideas, e incluso en poblacion normal, se suelen detectar titulos
positivos pero en titulos bajos de los anticuerpos antinucleares (Op De Beeck et

al., 2011).
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Para los titulos de ANA, principalmente para las determinaciones de screening,
se recomienda comenzar con una dilucibn de anticuerpos 1/80 como
determinacién inicial y las muestras observadas positivas en esta dilucién, se
deben titular a punto final en diluciones multiplos de 2 (1/160, 1/320, 1/640) hasta

un titulo final de 1/1280 (Moscoso et al., 2018).

1.4. Anticuerpos anti-ADN

Los anticuerpos anti-ADN estan dirigidos contra determinantes antigénicos del
acido desoxirribonucleico 'y constituyen un subgrupo de anticuerpos
antinucleares que se unen al ADN cadena simple, al ADN doble cadena o a
ambos, y pueden ser de isotipo IgM o IgG (Hahn, 1998). Normalmente, la mayoria
de los individuos presentan anticuerpos de isotipo IgM, formando parte del
espectro de anticuerpos naturales con baja afinidad o reaccion muy deébil contra
los antigenos propios. Por el contrario, los anticuerpos de isotipo IgG contra el
ADN de doble cadena son menos prevalentes en sujetos sanos y se les atribuye

mayor patogenicidad (Hahn, 1998; Kokuina, 2014).

Los anticuerpos anti-ADNdc, debido a su alta especificidad, se incluyeron por vez

primera en los criterios de clasificacion de ACR 1982, y actualmente son usados

12



como criterios para el diagnostico de pacientes con LES (Tan et al., 1982; Yu et
al.,, 2014). La deteccion de este tipo de autoanticuerpos en los laboratorios
clinicos se realiza mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) e inmunofluorescencia indirecta con Crithidia luciliae (IFI-CL), siendo la
técnica IFI-CL la que otorga mayor especificidad, aunque ELISA es el método
mas practico y clinicamente relevante (Tabla 1-5) (Cozzani et al., 2014; Kokuina,

2014).

Tabla 1-5. Valor clinico de los métodos para la deteccién de los anticuerpos anti-
ADNdc en el lupus eritematoso sistémico.

METODO ESPECIFICIDAD VALOR USO EN EL
DIAGNOSTICA CLINICO SEGUIMIENTO DE LA
ACTIVIDAD
IFI-CL Alta, pero con falsos Util para el Poco util por
positivos diagnéstico semicuantitativa
ELISA Variable, alta para la IgG Util para el Util para la IgG
especifica, falsos diagnodstico y especifica
positivos monitoreo
Inmunoblot Moderada Util para el No util
diagnostico

Modificado de Kokuina, 2014
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La presencia de los anticuerpos anti-ADNdc en la sangre de pacientes se ve
manifestada en una relacién positiva con la nefritis lUpica, la cual es causada por
la interaccion in situ entre autoanticuerpos dirigidos contra los constituyentes de
la cromatina, especialmente ADNdc y nucleosomas, y los fragmentos expuestos
de cromatina glomerular (Rekvig et al., 2012). Por ello, la naturaleza central de la
nefritis lupica humana, puede apuntar a los fragmentos expuestos de la cromatina
en los glomérulos y la formacidén de complejos inmunes con anticuerpos de isotipo
IgG, como sucesos claves en la patogénesis y la progresién de la enfermedad
(Seredkina et al., 2013). Asimismo, se acepta que los anticuerpos anti-ADNdc,
principalmente los de isotipo IgG, tienen una funcidén patogénica importante en el
LES (Cozzani et al., 2014) y se ha demostrado que la afinidad de los anticuerpos
anti-ADNdc circulantes se correlaciona con la actividad de la nefritis lupica (Yung

& Chan, 2012).

1.5. Anticuerpos anti-nucleosomas

El nucleosoma consiste en ADNdc envuelto alrededor de un nucleo de histona,
por lo que los anticuerpos anti-nucleosomas (ANuUA) se dirigen contra la porcion
de las histonas expuestas en la estructura del ADN o contra un epitope formado

por el complejo de ADNdc e histonas (Mora et al., 2014). Actualmente, los ANUA
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tienen una gran relevancia clinica debido a que poseen una alta sensibilidad y
especificidad para LES, incluso levemente mayor a anticuerpos anti-ADNdc

(Aggarwal, 2014; Cozzani et al., 2014; Kokuina et al., 2014).

1.6. Anticuerpos anti-histonas

Los anticuerpos anti-histonas (AHA) son un subgrupo de ANA que se dirigen
principalmente contra 5 clases de histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4), ubicandose
el epitope en el extremo N-terminal de H2A, H2B, H3 y H4 y en el extremo C-
terminal de H3 y H1. Asimismo, los AHA de isotipo IgG se encuentran
mayormente asociados con LES en relacion al isotipo IgM (Cozzani et al., 2014;

Muller, 2014).

1.7. Anticuerpos anti-antigenos extraibles del nucleo

Los anticuerpos contra los antigenos extraibles del nucleo (ENA) se utilizan para
definir las sub-especificidades de los ANA. Los ENA fueron estudiados al

comienzo a partir de la purificacion de proteinas nucleares mediante técnicas de
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extraccidon con soluciones salinas y se han presentado mas de 100 ENA
conocidos, dentro de los que se encuentran anticuerpos anti-RNP y anti-Sm

(Cabiedes et al., 2010; Aggarwal, 2014).

1.8. Anticuerpos anti-Sm

Los anticuerpos anti-Smith (anti-Sm) son dirigidos contra componentes de las
ribonucleoproteinas nucleares pequenas U2-U6 (snRNPs) y que forman parte del
espliceosoma (Mendez-Rayo et al, 2018; Meng et al., 2018). Estos
autoanticuerpos presentan reactividad con aproximadamente nueve polipéptidos
de tamafo molecular entre 9 y 29,5 kDa (Mahler, 2011). La respuesta de los
anticuerpos anti-Sm se dirige con mayor periodicidad contra las proteinas B/ B’
D1 y D3, y en menor medida a D2, mientras que las proteinas E, F y G se
reconocen con menor frecuencia y solo en condiciones nativas (Migliorini et al.,

2005).

La deteccidon de anticuerpos anti-Sm en suero de individuos ha sido asociado a
la presencia de LES, sin ser descrito en otras enfermedades, apoyando a un
diagnéstico clinico especifico (Cozzani et al., 2014). Estos anticuerpos tienen una

muy alta especificidad, pero su sensibilidad es deficiente (James et al., 2019).

16



A su vez los niveles séricos de anticuerpos anti-Sm son estables durante el curso
de la enfermedad, mostrando escasa variacion de estos niveles incluso en
pacientes con tratamiento (Pisetsky, 2012). Es por esta razén que no se suelen
asociar con la actividad del LES ni con las manifestaciones clinicas (Kasper et

al., 2012).

1.9. Anticuerpos anti-RNP

Los anticuerpos anti-ribonucleoproteinas (anti-RNP) se encuentran dirigidos
contra las RNPs U1; estos autoanticuerpos interaccionan con los determinantes
antigénicos ubicados en la porcion U1, especificamente, los polipéptidos Ay C
de 70 kDa (Reuter & Luhrmann, 1986). Los autoanticuerpos anti-RNP no son
especificos de LES y a titulos elevados se correlacionan con ciertos sindromes
que tienen caracteristicas similares a las de los sindromes reumaticos, incluido
el LES, indicandose una prevalencia mayor en pacientes afroamericanos

(Kasper et al., 2012).

La medicion de anticuerpos anti-RNP y anti-Sm es mas importante en el

diagnéstico de LES que en el seguimiento de los pacientes, detectandose los
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autoanticuerpos anti RNP entre el 25% a 47% de los pacientes con LES (Migliorini

et al., 2005).

1.10. Anticuerpos Antifosfolipidos

Los anticuerpos antifosfolipidos (aPL) incluyen un grupo de autoanticuerpos
heterogéneos y especificos principalmente de isotipo IgM o IgG y en menor
medida IgA, para cierta cantidad de antigenos (Pouymiro, 2012). Estos
anticuerpos se dirigen contra un complejo fosfolipido-proteina (Pollard, 2006) y
se pueden presentar en asociacion con lupus y otras conectivopatias o como
unico evento, encontrando estos autoanticuerpos en el 33% de los sujetos con
LES (Kasper et al., 2012). Sin embargo, éstos no se limitan a los pacientes con
LES, sino que se pueden encontrar en otras enfermedades autoinmunes,
infecciones, trastornos malignos e incluso ser inducidos por medicamentos, asi
como en algunos individuos aparentemente sanos. Conjuntamente, los aPL son
positivos en 30 a 40% de los pacientes con LES, pero solo 1/3 de ellos desarrollan
caracteristicas clinicas del sindrome aPL (Cozzani et al., 2014). Dentro de los
aPL relacionados con LES, las Cardiolipinas, poseen el rol mas importante

(Pollard, 2006).
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1.11. Proteinas del complemento C3 y C4

La proteina del complemento C3 es la mas abundante del sistema complemento
y es indispensable en las tres vias: via clasica, alternativa y de las lectinas.
Seguida por la proteina del complemento C4, la segunda mas abundante y que

participa fundamentalmente en la via clasica y de las lectinas (Mora et al., 2014).

Los niveles séricos disminuidos de ambas proteinas del complemento, C3 y C4,
producto de la activacién del sistema complemento, se ven asociados a la
actividad del LES (Olsen & Karp, 2020; Ramsey-Goldman et al., 2020). Debido a
la relacién de los niveles bajos de C3 y/o C4, se han integrado a los criterios de
clasificacion del SLICC 2012 y, actualmente, se incorporaron a los nuevos

criterios de clasificacion ACR/ EULAR 2019 (Aringer et al., 2019; Yu et al., 2014).
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1.12. Sensibilidad de prueba diagnéstica

La sensibilidad se define como la probabilidad entre los individuos que tienen un
resultado del test positivo y aquellos que tienen la condicién o enfermedad de
interés (Salech et al., 2008). Por tanto, la capacidad del test para detectar la
enfermedad (Tabla 1-6) (Pita-Fernandez & Pértegas-Diaz, 2003). Ademas, cabe
destacar que es un parametro intrinseco de la técnica independiente de la

prevalencia de la enfermedad (Bravo-Grau & Cruz Q., 2015).

Tabla 1-6. Relacién entre el resultado de una prueba diagnéstica con la presencia
o ausencia de una enfermedad.

Resultado de la prueba Valores diagnosticos
Enfermo Sano
Positivo Verdaderos Positivos (VP) Falsos Positivos (FP)
Negativo Falsos Negativos (FN) Verdaderos Negativos (VN)

Modificado de Pita & Pértegas, 2003.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se desconoce la sensibilidad diagnodstica de los autoanticuerpos y proteinas del
complemento evaluados en los examenes inmunoldgicos asociados a lupus
eritematoso sistémico, realizados en el Laboratorio Clinico del Hospital Las

Higueras.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la sensibilidad diagnodstica de los anticuerpos y proteinas del
complemento determinados en autoinmunidad, con respecto a lupus eritematoso

sistémico?
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la sensibilidad diagndstica con respecto a lupus eritematoso
sistémico, de los examenes de autoanticuerpos y proteinas del complemento

realizados en el Laboratorio Clinico del Hospital las Higueras.

4.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar el perfil serologico, edad y sexo de la poblacion de estudio en

pacientes con lupus eritematoso sistémico.

2. Determinar la sensibilidad diagnostica para los anticuerpos y proteinas del
complemento asociado al perfil serologico del paciente con lupus eritematoso

sistémico.
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5. HIPOTESIS

La sensibilidad diagndstica de los examenes de los autoanticuerpos y proteinas
del complemento asociados a lupus eritematoso sistémico, realizados en el
Laboratorio Clinico del Hospital Las Higueras, es similar a la reportada a nivel

internacional.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefio metodolégico

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo a los resultados de los examenes
de anticuerpos: antinucleares, anti-ADNdc, anti-nucleosomas, anti-histonas, anti-
Sm, anti-RNP, anticardiolipina, anti-B2-glicoproteina | y las proteinas del
complemento C3 y C4, obtenidos e informados desde el afio 2015 al 2019 en
pacientes de ambos sexos con LES, pertenecientes al Servicio de Salud
Talcahuano (SSTH), los que fueron controlados de manera centralizada en el
Hospital Las Higueras. Posteriormente, con los resultados obtenidos se procedid
a determinar la sensibilidad diagndstica de cada uno de los examenes

mencionados con anterioridad.
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6.2. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio correspondio a todos los pacientes diagnosticados con
LES, con o sin comorbilidad asociada, en la red del Servicio de Salud Talcahuano
y que presentaron resultados de examenes correspondientes a la Seccion de
Autoinmunidad realizados entre los afios 2015 al 2019 en el Laboratorio Clinico

del Hospital Las Higueras.

6.3. Estudio

El estudio observacional descriptivo del perfil seroldgico se realizé a un total de
181 pacientes a los cuales se les encontré al menos un resultado para los
examenes de los autoanticuerpos y proteinas del complemento, que fueron
cualitativos y cuantitativos, utilizando la base de datos del Laboratorio Clinico del
Hospital Las Higueras asociada al sistema informatico del laboratorio (SIL), en la
cual se procedid a resguardar todos los datos sensibles respecto a la

identificacidén de los pacientes.
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Ademas, por medio de la unidad de investigacion biomédica del Hospital Las
Higueras, se solicitd a la unidad de informatica, la revision de la base de datos,

para corroborar que no existiera filtracion de informacion de los pacientes.

Como consideracion ética y en el marco de la investigacion estos datos fueron
custodiados por el investigador responsable. Asimismo, con el compromiso de
hacer uso exclusivo para este protocolo y descartar su reproducibilidad, ceder o

transferir estos datos a terceros que no figuren en el estudio.

6.4. Criterios de inclusion

Se incluyeron los pacientes diagnosticados con lupus eritematoso sistémico, con
o sin comorbilidad asociada, enrolados en GES, pertenecientes al Servicio de
Salud Talcahuano y que presentaron registro de examenes en el sistema
informatico de la seccién de autoinmunidad del Laboratorio Clinico del Hospital

Las Higueras.
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6.5. Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos pacientes que presentaron registros dudosos de
resultados de examenes de autoinmunidad, en el sistema informatico del

Laboratorio Clinico del Hospital Las Higueras.

6.6. Analisis de Resultados

Se analizaron los resultados de los examenes de los anticuerpos: antinucleares,
anti-ADNdc, anti-nucleosomas, anti-histonas, anti-Sm, anti-RNP,
anticardiolipinas, anti-B2-glicoproteina | y de las proteinas del complemento C3 y
C4, a través de la determinacion de la sensibilidad diagnostica, calculada con el
apoyo de la tabla de contingencia (Tabla 1-6) y que corresponde al cociente de
pacientes verdaderos positivos entre el total de pacientes enfermos (Verdaderos
Positivos + Falsos Negativos) y se procedié a informar este valor como porcentaje
de sensibilidad diagnostica, considerando como Gold Standard todos los
pacientes diagnosticados con LES y ademas con respecto a cada paciente se

analizé un unico resultado de examenes, positivo o negativo, para no obtener una
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sobrestimacion de los valores de sensibilidad diagnostica, expresados en
porcentajes con respecto al total de pacientes que presentaban examenes

relacionados.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion del perfil serolégico, edad y sexo de pacientes con

LES asociados a la poblacion usuaria del SSTH

La poblacién analizada correspondio a un total de ciento ochenta y un pacientes
(n = 181). Respecto a este total, 170 pacientes eran de sexo femenino y 11 de
sexo masculino (llustracion 7-1), lo que equivale a una proporcién de 15:1. Del
total de 170 pacientes de sexo femenino, 94 de ellas se encontraban en edad
fértil (55%), considerada entre 15y 49 afos (Ministerio de Salud, 2018a, 2018b),
41 pacientes de sexo femenino entre 50 a 59 afos y 35 mujeres pertenecian al
rango de mayor a 60 afos de edad (Ministerio Secretaria General de la
Presidencia, 2002). En el caso de los pacientes hombres, tenian edades entre
los 22 y 71 afos, con solo un paciente correspondiente a 71 afios (Tabla 7-1 e

llustracion 7-2).
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llustraciéon 7-1. Proporcion del sexo de los pacientes de la poblaciéon en estudio.

Tabla 7-1. Distribucién de los pacientes de acuerdo a sexo y edad.

Rango etario
< 20 anos
20 a 29 afnos
30 a 39 afios
40 a 49 anos
50 a 59 afos
60 a 69 afnos
> 70 anos
Total

Sexo Femenino Sexo Masculino

6 0
18 6
38 1
32 0
41 3
26 0
9 1
170 11

Ambos Sexos
6
24
39
32
44
26
10
181
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llustraciéon 7-2. Distribuciéon de los pacientes de acuerdo a rangos etarios y sexo.

Con respecto a cada autoanticuerpo asociado a una técnica con la cual fue
realizada la determinacion, se estudiaron 115 pacientes que presentaron la
prueba diagnéstica de ANA por IFI, de los cuales 107 correspondieron al sexo
femenino y 8 al masculino. Asimismo, se analizaron 171 examenes de Ac anti-
ADNdc determinados por IFI-CL, donde 160 resultados de examenes fueron de
pacientes mujeres y 11 de varones. Para las determinaciones de anticuerpos
anti-Sm y anti-U1-RNP por ELISA, se observaron 48 resultados donde 44
pertenecian al sexo femenino y 4 al masculino. De igual manera el analisis de 82
resultados para los examenes de anticuerpos anti-ADNdc determinados

mediante Inmunoblot, arrojé que 77 de ellos pertenecian al sexo femenino y 5 al
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masculino. Al igual se estudiaron las pruebas diagndsticas de anticuerpos anti-
Sm, anti-RNP, anti-nucleosomas y anti-histonas, realizadas a través de
Inmunoblot, entregando 83 resultados para estos examenes, en los cuales 78
fueron de pacientes mujeres y 5 varones, para cada uno de los anticuerpos. En
el caso a los anticuerpos anticardiolipina de isotipos IgG e IgM, y los anticuerpos
anti-B2-glicoproteina | de isotipo 1IgG determinados por ELISA, se analizaron los
resultados de 52 pacientes de los cuales 47 fueron mujeres y 5 hombres. El
estudio de los resultados de anticuerpos anti-B2-glicoproteina | de isotipo IgM,
representa a 49 pacientes a partir de ellos se encontraron 44 pacientes de sexo
femenino y 5 masculino. Por ultimo, se analizaron 175 resultados de examenes
para las proteinas del complemento C3 y C4 determinadas por nefelometria,
donde 164 fueron de pacientes mujeres y 11 de pacientes varones. Todo lo

anteriormente mencionado se encuentra descrito en la Tabla 7-2.
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Tabla 7-2. Cantidad de examenes considerados en la poblacion de pacientes con

LES del SSTH.

Prueba diagnéstica

ANA

Acs. anti-ADNdc
(IFI-CL)

Acs. anti-ADNdc
(Inmunoblot)

Acs. anti-Sm
(ELISA)

Acs. anti-Sm
(Inmunoblot)

Acs. anti-U1-RNP
(ELISA)

Acs. anti-RNP
(Inmunoblot)

Acs. anti-nucleosomas
(Inmunoblot)

Acs. anti-histonas
(Inmunoblot)

Acs. anticardiolipina de isotipo IgG
(ELISA)

Acs. anticardiolipina de isotipo IgM
(ELISA)

Acs. anti-B2-glicoproteina | de isotipo IgG
(ELISA)

Acs. anti B2-glicoproteina I de isotipo IgM
(ELISA)

Proteinas del complemento C3
(nefelometria)

Proteinas del complemento C4
(nefelometria)

Numero de
pacientes

115
171

82

48

83

48

83

83

83

52

52

52

49

175

175

Sexo
Femenino

107
160

77

44

78

44

78

78

78

47

47

47

44

164

164

Sexo

Masculino

8
11

11

11
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7.2. Determinacién del porcentaje de sensibilidad diagnéstica de ANA,

Acs. anti-ADN, ANuA y AHA con respecto a LES

En relacion a la determinacion de la sensibilidad diagndstica, se evalu6 a 115
pacientes que presentaron examenes de ANA detectados a través de IFIl en
células HEp-2, obteniendo 102 resultados positivos, lo cual se valoré en un 88,7%
de sensibilidad (Tabla 7-3). Ademas, 24 (23,5%) del total de pacientes con ANA
positivos (n=102) se les reportd un patron nuclear AC-1 (Homogéneo), 37
(33,3%) pacientes se les informo un patron nuclear AC-4 (Nuclear Granular Fino).
Mas aun, del total de pacientes con examenes de ANA positivos (n = 102) se
puede diferenciar que 51 (50%) de ellos presentaron en al menos una ocasion
titulos de ANA igual o mayor a una dilucion 1/640y 82 (80,3%) presentaron titulos

igual o mayor a una dilucion 1/320.

De igual forma para los anticuerpos anti-ADNdc detectados por IFI-CL, se reportd
un total de 171 pacientes con resultados, de los cuales en 52 de ellos se
detectaron positivos estos autoanticuerpos, representando un valor de 32,7% de
sensibilidad diagnostica. Ademas, en 82 pacientes con examenes para los
anticuerpos anti-ADNdc detectados por medio de la técnica Inmunoblot, 19 se
encontraron positivos, determinando un 23,2% de sensibilidad para esta prueba

diagnéstica (Tabla 7-3).
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Con respecto a un total de 112 pacientes en comun, que presentaban tanto
examenes de ANA detectados por IFI como anticuerpos anti-ADNdc detectados
por IFI-CL, 39 pacientes presentaron resultados positivos para ambos

autoanticuerpos lo que equivale a un porcentaje de 34,8%.

Para la deteccion de los ANUA a través la técnica Inmunoblot, se determiné que,
de un total de 83 pacientes con resultados de examenes para ANUA, 24 se les
informd resultados positivos, por lo que la sensibilidad para esta prueba
diagnéstica se representd en un 28,9%. A su vez, respecto a un total de 83
resultados para los anticuerpos anti-histonas, 18 pacientes registraron resultados
positivos, determinando una sensibilidad diagndstica para los anticuerpos anti-

histonas de un 21,7% (Tabla 7-3).
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Tabla 7-3. Sensibilidad diagnéstica de ANA, Acs. anti-ADN, ANuA y AHA.

Anticuerpos Nl’u’nero de Val_o.res Valores _%_ _
Examenes Positivos Negativos Sensibilidad

Antinucleares 115 102 13 88,7

Anti-ADNdc IFI-CL 171 56 115 32,7

Anti-ADNdc Blot 82 19 63 23,2

Anti-nucleosomas Blot 83 24 59 28,9

Anti-histonas Blot 83 18 65 21,7

7.3. Determinacion del porcentaje de sensibilidad diagnéstica de

anticuerpos anti-ENA asociados a LES.

En relacion a los anticuerpos anti-Sm detectados por Inmunoblot, se evalué que,
en un total de 83 pacientes con resultados, 8 de ellos presentaron anticuerpos
anti-Sm positivos, determinando una sensibilidad para esta prueba diagnéstica
de un 9,6%. En cambio, la detecciéon mediante ELISA, reporté que 10 pacientes
tenian anticuerpos anti-Sm positivos, respecto a un total de 48 pacientes con

resultados, lo que representa una sensibilidad diagndstica de 20,8% (Tabla 7-4).
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En el caso de los anticuerpos anti-RNP detectados a través de la técnica de

Inmunoblot, 17 pacientes obtuvieron positivos estos autoanticuerpos en suero,

respecto a un total de 83 pacientes con examenes, lo cual se informd en una

sensibilidad de 20,5% para la prueba diagnéstica. Asimismo, a sélo un paciente

se le detectd positivos los anticuerpos anti-UTRNP por ELISA con respecto al

total de 48 pacientes, por lo que se determind un 2,1% de sensibilidad diagnéstica

para los anticuerpos anti-UTRNP (Tabla 7-4).

Tabla 7-4. Sensibilidad diagnéstica anticuerpos anti-ENA.

Anticuerpos No Valores Valores
Examenes Positivos Negativos
Anti-Sm Blot 83 8 75
Anti-Sm 48 10 38
Anti-RNP Blot 83 17 66
Anti-U1RNP 48 1 47

%
Sensibilidad

9,6
20,8
20,5

2,1
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7.4. Determinacién del porcentaje de sensibilidad diagnéstica de

anticuerpos antifosfolipidos

En cuanto a la deteccion de los anticuerpos antifosfolipidos que se encuentran
relacionados con LES, se pueden identificar a los anticuerpos anticardiolipina,

anti-B2-glicoproteina | y anticoagulante lupico (James et al., 2019).

La deteccidn de los anticuerpos antifosfolipidos se realizé a través de ELISA, en
lo cual se determind que 12 pacientes registraron valores inferiores a los rangos
establecidos en el Laboratorio para los anticuerpos anticardiolipina de isotipo IgG,
en relacion al total de 52 pacientes con este examen, estableciendo un resultado
de 23,1% de sensibilidad diagndstica. Paralelamente cinco pacientes del total de
examenes (n=52) cursaron con anticuerpos anticardiolipina de isotipo IgM,
determinandose para esta prueba diagndstica un 9,6% de sensibilidad. De la
misma forma para los anticuerpos anti-B2-glicoproteina | de isotipo IgG, se
observd que 5 pacientes obtuvieron resultados mayores al rango referencial con
respecto al total de 52 pacientes con este examen, determinandose una
sensibilidad diagnéstica de 9,6%. Igualmente, en el caso de los anticuerpos anti-

B2-glicoproteina | de isotipo IgM, ningun paciente obtuvo un resultado mayor al
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rango de referencia por lo que la sensibilidad diagnostica se establecié con un

valor cercano al 0% (Tabla 7-5).

Todos los resultados informados positivos, respecto a los autoanticuerpos
anteriormente mencionados es debido a que presentan valores mayores al rango
de referencia (>18 U/mL) establecido en el Laboratorio Clinico del Hospital Las

Higueras.

Tabla 7-5. Sensibilidad diagnostica de los anticuerpos antifosfolipidos.

Anticuerpos No Valores Valores %
Examenes Positivos Negativos Sensibilidad

Anticardiolipina de isotipo

IgG 52 12 40 231
Anticardiolipina de isotipo
IigM 52 5 47 9,6
Anti-B2-glicoproteina | de
isotipo IgG 52 5 47 9,6
Anti-B2-glicoproteina | de
isotipo IgM 49 0 49 0,0
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7.5. Determinacién del porcentaje de sensibilidad diagnéstica de los

complementos C3 y C4

Debido a que en la actualidad se considera a las proteinas del complemento
dentro de los criterios de clasificacion de LES informados por SLICC (Yu et al.,
2014) se incorporo en este estudio la evaluacion de un total de 175 pacientes con
examenes para las proteinas del complemento C3 y C4. En relacién a este total,
69 pacientes presentaron niveles séricos bajos de la proteina del complemento
C3 y solo 92 pacientes presentaron resultados con niveles inferiores al rango de

referencia para la proteina del complemento C4 (Tabla 7-6).

Estos resultados clinicos fueron obtenidos utilizando la técnica de nefelometria y
al ser expresados en porcentajes de sensibilidad, corresponden a un 39,4% para
la proteina del complemento C3 y 52,6% para las proteinas del complemento C4
(Tabla 7-6). En este mismo contexto 52 pacientes de 175, mostraron resultados
para ambas proteinas del complemento bajo los rangos de referencias
respectivos, estableciendo un 29,7% respecto al total de pacientes con

resultados para ambos examenes (Tabla 7-6).
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Este estudio se realiz6 tomando en cuenta los rangos de referencias del

laboratorio, el que corresponde, para las proteinas del complemento C3 a 79 —

152 mg/dL y para las proteinas del complemento C4, establecido entre 16 — 38

mg/dL.

Tabla 7-6. Sensibilidades para niveles disminuidos de proteinas del complemento
C3 y C4 respecto a LES.

Proteinas del
complemento

c3
c4
c3yca

Pacientes con resultado
inferior al
rango de referencia

69
92
52

Rango de
referencia

(mg/dL)
79 - 152
16 - 38

%
Sensibilidad

39,4
52,6
29,7

En la Tabla 7-7 se presentan en orden decreciente todas las sensibilidades de

las pruebas diagndsticas determinadas en el presente trabajo.
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Tabla 7-7. Sensibilidades de las pruebas diagnésticas evaluadas.

Prueba diagnéstica
ANA

Proteinas del
complemento C4
Proteinas del
complemento C3
Acs. anti-ADNdc
IFI-CL
Acs. anti-
nucleosomas
Blot
Acs. anti-ADNdc
Blot
Acs. anticardiolipina
de isotipo IgG
Ambas Proteinas del
Complemento

%
Sensibilidad
88,7
52,6
394

32,7

28,9

23,2

23,1

23

Prueba diagnéstica

Acs. anti-histonas
Blot
Acs. anti-Sm

Acs. anti-RNP
Blot
Acs. anticardiolipina
de isotipo IgM
Acs. anti-B2-
glicoproteina | de
isotipo IgG
Acs. anti-Sm
Blot
Acs. anti-U1-RNP

Acs. anti B2-
glicoproteina | de
isotipo IgM

%

Sensibilidad

21,7

20,8

20,5

9,6

9,6

9,6

21

0,0
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7.6. Relacion de la deteccion de autoanticuerpos con LES.

Considerando los anticuerpos anti-ADNdc, ANuA, AHA, se determiné que, en 11
pacientes con respecto a un total de 82 pacientes con LES, presentaron positivos
los  ANUuA (Inmunoblot), AHA (Inmunoblot), anti-ADNdc (IFI-CL) lo que
corresponde a un 13,4% respecto al total. Por otro lado, en 8 pacientes se detectd
positivos los tres autoanticuerpos mediante la técnica de Inmunoblot,
correspondiente a un 9,8% del total de 82 pacientes y en 17 pacientes de un total
de 81 presentaron positivos los anticuerpos anti-ADNdc detectados mediante IFI-
CL e Inmunoblot, calculando que corresponden a un 20,1% respecto al total de
pacientes que presentaron positivos ambos autoanticuerpos (llustracién 7-3).
Estos porcentajes se calcularon considerando que el total correspondia al
conjunto de pacientes que presentaron determinaciones para los examenes de

estos tres autoanticuerpos.
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A Anti-ADNdc B Anti-ADNdc

IFI-CL Inmunoblot

34 4

2 9 2 5
11 8
3 2 3 6

2 5

Anti-histonas Anti-nucleosomas Anti-histonas Anti-nucleosomas
Inmunoblot Inmunoblot Inmunoblot Inmunoblot
C

39 17 2

Anti-ADNdc Anti-ADNdc
IFI-CL Inmunoblot

llustraciéon 7-3. Diagrama de Venn para superposicion de resultados. Diagrama de
Venn ilustrador de la superposicion de resultados positivos para los examenes de
autoanticuerpos realizados a pacientes con LES. (A) Numero de pacientes con
positividad en ANuA, anti-ADNdc por IFI-CL y AHA; (B) Numero de pacientes con
positividad en ANuUA, anti-ADNdc por Inmunoblot y AHA; (C) Numero de pacientes con
positividad en Acs. anti-ADNdc por Inmunoblot, anti-ADNdc por IFI-CL.
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8. DISCUSION

El Lupus Eritematoso Sistémico es una enfermedad autoinmune que afecta a
diversos oOrganos y se caracteriza principalmente por una amplia gama de
autoanticuerpos (Kumar et al., 2018), a su vez presenta un dificil diagnostico el
cual se basa mayoritariamente en manifestaciones clinicas y positividad en
pruebas de laboratorio clinico luego de excluir otras enfermedades con mayor
probabilidad (Jiménez, D. G. et al., 2021). Estas pruebas diagnosticas se
encuentran asociadas a parametros como la sensibilidad que son medidas

intrinsecas de la técnica (Bravo-Grau et al., 2015).

Se conoce que esta patologia autoinmune tiende a afectar mayormente a
mujeres (Sabio, 2016). Con respecto a la relacion existente entre el sexo
femenino y masculino, nuestra proporcion informada (15:1) es semejante con la
reportada (13:1) en la cual se describe que el LES se presenta con mayor
frecuencia en edad fértil entre 15 a 44 afos (Fava & Petri, 2018). Asimismo, se
considera que el factor de riesgo mas importante es claramente el género (Pons-

Estel et al., 2010), demostrandose la implicancia de los niveles de estrégenos en

45



la patogénesis del LES y se establece la relacion con pacientes en el rango etario

fértil (llustracion 7-2) (Calvo-Alén et al., 2010).

Se ha demostrado que el porcentaje de sensibilidad para la prueba de diagndstico
de ANA utilizando como sustrato células HEp-2, realizada en el Laboratorio
Clinico (Tabla 7-3), presentd una sensibilidad del 88,7%, relativamente similar a
la descrita en reportes internacionales que la indican como una prueba de
diagnéstico de alta sensibilidad y del orden del 90% (Galindo, Molina, & Alvarez,
2017; Olsen & Karp, 2020). Asimismo, en otro estudio multicéntrico se determino
que un 91% de los pacientes demostraron resultados de ANA positivo detectados
mediante inmunofluorescencia (Ramsey-Goldman et al., 2020), como también a
nivel nacional, se informa en la “Guia Clinica AUGE Lupus Eritematoso
Sistémico” que esta prueba tiene un valor de sensibilidad mayor al 95% (Pacheco
et al., 2013). El ensayo de ANA utilizado en este estudio fue menos sensible que
los realizados en los estudios internacionales, aunque se conoce que la
positividad de ANA puede verse influenciada tanto por el tipo de ensayo o técnica,
como por el kit utilizado (Ramsey-Goldman et al., 2020). A su vez, se desconoce
si los pacientes se encontraban en tratamiento con inmunomoduladores, lo que
se asocia con una variacion de los porcentajes de positividad de los resultados

de ANA (Aringer et al., 2019).
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En relacién a los anticuerpos anti-ADNdc detectados en el presente estudio, se
determiné diferentes sensibilidades dependiendo de la técnica. Mediante IFI-CL
se calcul6 un 32,7% de sensibilidad y con respecto a Inmunoblot un 23,2% (Tabla
7-3). Estas sensibilidades se han reportado en un estudio con 53 pacientes con
LES, por medio de ELISA y confirmado por IFI-CL, informandose una sensibilidad
del 38% (Ramsey-Goldman et al, 2020). De igual manera en el estudio
multicéntrico con 304 pacientes, en el cual se detectaron estos autoanticuerpos
mediante ELISA y posterior confirmacion por IFI-CL, se obtuvo una sensibilidad
de 33% (Putterman et al., 2014) y, finalmente, en un tercer reporte se informa
una sensibilidad de un 33,6% para la prueba diagnéstica IFI-CL, describiendo a
su vez que este ensayo es el menos sensible en relacion a ELISA (55,8%) vy al
ensayo de inmunoprecipitacién de Farr (85%); sin embargo, la técnica de IFI-CL

tiene mayor especificidad frente a los otros ensayos (Mendez-Rayo et al., 2018).

Estos porcentajes de sensibilidad diagndstica no presentan gran diferencia con
los determinados en el presente estudio mediante IFI-CL, pero si una mayor
diferencia con respecto a la técnica de Inmunoblot. Es por esto que al considerar
la variabilidad en términos de sensibilidad y especificidad, se recomienda el uso
de dos diferentes técnicas para la deteccion de estos autoanticuerpos (Olsen &

Karp, 2020).
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Con respecto a la determinacion de los Acs. Anti-nucleosomas detectados
mediante Inmunoblot en el Laboratorio del Hospital Las Higueras, la sensibilidad
fue de un 28,9% (Tabla 7-3). En relacion a ello, en un estudio realizado a 40
pacientes con LES, se informd que un 60% de estos autoanticuerpos presentaron
positividad dentro del perfil serologico de la enfermedad (Hernando et al., 2003).
Esta sensibilidad difiere en relacion a la deteccion, obteniendo una subestimacion
al valor reportado. Se demostré que un 75% de los pacientes presentaba ANUA
detectados por la técnica de ELISA (Kokuina et al., 2015), lo que difiere aun mas
de la deteccién por Inmunoblot, ya que son técnicas y kits distintos sugiriendo
que esta variacién probablemente es debido a estas variables, al igual que en el

caso de los ANA (Ramsey-Goldman et al., 2020).

Considerando la determinacion de la sensibilidad de los anticuerpos anti-histonas
con un valor de 21,7% a través de Inmunoblot en el Laboratorio Clinico (Tabla
7-3), se informa que difiere con el valor reportado de la sensibilidad para esta
prueba diagnostica estimada en un 50%, en la cual no se informé la técnica
(Aringer et al., 2016). Asimismo, en un estudio realizado con 40 pacientes en los
que se determind estos autoanticuerpos mediante la técnica ELISA se reportd
una sensibilidad diagnéstica de un 30% (Hernando et al., 2003), presentando
menor diferencia con este estudio, no obstante se debe considerar el uso de

distintos ensayos para la deteccion.
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Con respecto a los anticuerpos anti-Sm, se valoraron mediante ELISA e
Inmunoblot obteniéndose una sensibilidad del 20,8% y 9,6%, respectivamente
para esta prueba diagnostica (Tabla 7-4). Estos valores son similares a lo
informado en un estudio que determind que un 20% de 180 pacientes
diagnosticados con LES presentaron anticuerpos anti-Sm positivos mediante
ELISA (Mendez-Rayo et al., 2018). Adicionalmente, existe un reporte en el cual
se informa una sensibilidad estimada de un 10% para este autoanticuerpo sin ser
informada la técnica (Aringer et al., 2016), por lo que se podria estimar que no

presentan grandes variaciones con otros estudios.

En el caso de los anticuerpos anti-RNP, se calculé que la sensibilidad diagnostica
determinada por ELISA correspondié a un 2,1%. Distintamente, la sensibilidad
determinada mediante Inmunoblot correspondié a un 20,5% (Tabla 7-4). Estas
sensibilidades calculadas presentaron diferencias con la reportada en un estudio
que establecio una sensibilidad de 26,8% para la prueba de anticuerpos anti-RNP
detectados a través de ELISA, infiriendo que la causa de la diferencia puede
deberse a la exclusién de los pacientes que se encontraban con tratamientos

farmacoldgicos para la poblacién de estudio (Kokuina et al., 2014).

En relacién a los anticuerpos anticardiolipina, se determiné una sensibilidad
diagnéstica de un 23,1% para la clase IgG y 9,6% para la clase IgM (Tabla 7-5),

las cuales no presentaron una gran diferencia en comparacion con las
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sensibilidades estimadas segun un estudio que reporté un 20% y 10% para los

Acs. Anticardiolipina de isotipo 1gG e IgM, respectivamente (Aringer et al., 2016).

Respecto a los anticuerpos anti-p2-glicoproteina | (anti- 32GP1) de isotipo IgG e
IgM detectados mediante ELISA, se estim6 una sensibilidad de 9,6% y 0,0%,
respectivamente (Tabla 7-5). En relacion a esto, se reportd en un primer estudio
con 88 pacientes que un 5,7% presentaron positividad para ambas clases de Acs.
Anti- B2GP1 (Woo et al., 2010). Sin embargo, en un segundo estudio realizado
en China con 272 pacientes, se determiné un valor de 7,7% y 22,4% para los
isotipos 1gG e IgM, respectivamente (Mok et al., 2005). Asimismo, un tercer
estudio para esta prueba diagnostica, arrojo valores de positividad de un 2,5% y
0% para los isotipos 1gG e IgM, respectivamente (Lee, Cha, & Yang, 2002). En
base a lo anterior, al contrastar los porcentajes de sensibilidad de los estudios
reportados con los informados en este trabajo, se puede observar que con
respecto al isotipo IgG, el primer estudio con un porcentaje de 5,7% no presenta
una gran diferencia con respecto al 9,6% de sensibilidad determinado; el segundo
estudio con un 7,7% presenta un valor similar al determinado y el tercer estudio
que se entrega un 2,5% presenta una diferencia de un 6,4% con respecto al 9,6%
de sensibilidad determinada en el laboratorio clinico. Respecto al isotipo IgM se
puede observar que un valor de 0% es similar al reportado en el tercer estudio,
por el contrario, con el segundo estudio presenta una gran discrepancia, y en

relacion al primer estudio se podria considerar una sensibilidad equivalente.
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La sensibilidad determinada para los niveles séricos bajos de las proteinas del
complemento C3 y C4 correspondio a un 39,4% y 52,9%, respectivamente. A su
vez, el porcentaje de sensibilidad determinado para los niveles séricos
disminuidos de ambas proteinas del complemento fue un 29,7% (Tabla 7-6).
Asimismo, se ha reportado un 33% de sensibilidad para las proteinas del
complemento C3 y un 32% para C4 (Putterman et al., 2014), al comparar los
valores de la proteina del complemento C3, se estimd una variacion de un 6,4%
y en relacion a la proteina C4, se evalué una diferencia de un 21%
aproximadamente. Respecto a los niveles séricos disminuidos de ambas
proteinas del complemento C3 y C4, en un estudio se reporté que un 23% de
pacientes con LES presentaban concentraciones disminuidas (Ramsey-Goldman

et al., 2020), siendo este valor, cercano al descrito en este trabajo.

Es probable que no se hayan encontrado resultados de los examenes de
autoanticuerpos y proteinas del complemento en las fichas clinicas de los
pacientes con LES a causa de los cambios en los sistemas informaticos del
Laboratorio Clinico, lo cual pudiera haber determinado el hecho de que los
porcentajes de sensibilidad de las pruebas diagnédsticas evaluados hayan sido
subestimados o sobreestimados. De igual forma, estos porcentajes presentan

variaciones ya que, aun utilizando la misma técnica para su determinacion, los
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kits utilizados no son de la misma marca y presentan distintos rangos de

referencia.

A medida que se compararon los valores de sensibilidad diagndstica de los
diferentes autoanticuerpos y de las proteinas del complemento C3 y C4 con
valores reportados en diferentes estudios internacionales, se puede inferir que
los porcentajes de sensibilidad diagnostica determinados en este estudio pueden
estar subestimados debido a que no se dispuso de la informacion respecto a si
los pacientes se encontraban con tratamiento, lo que es determinante en la
actividad de la enfermedad. En general, los tratamientos involucran el uso de
glucocorticoides, antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), antimalaricos y
diversos inmunomoduladores (Lazaro et al., 2015; Xibillée-Friedmann et al., 2019),
los que pueden influir en los niveles séricos de autoanticuerpos y proteinas del
complemento considerados y determinados en el Laboratorio Clinico del Hospital

Las Higueras en el presente estudio.

Se sugiere que en estudios posteriores se establezcan criterios de inclusién y/o

de exclusion considerando el uso de medicamentos y la presencia de las

manifestaciones clinicas asociadas al LES.
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9. CONCLUSION

A partir de las sensibilidades diagndsticas de los diferentes autoanticuerpos y
proteinas del complemento asociadas a LES evaluados en el presente trabajo,
se deduce que los porcentajes de sensibilidad diagndstica no presentan grandes
diferencias con respecto a estudios internacionales, existiendo discrepancias en
casos puntuales, lo que podria deberse a la utilizacion de diferentes kits, distintas
técnicas y el hecho de no conocer los tratamientos farmacologicos de los
pacientes de esta poblacion de estudio o la fase de actividad o inactividad de LES
que presentaban. A esto se suma la existencia de las diferentes manifestaciones
clinicas como el compromiso renal, lupus neuropsiquiatrico y falla renal terminal,
las que se pueden asociar a diferentes positividades de autoanticuerpos o a bajos
niveles séricos de las proteinas del complemento.

Finalmente, en base a la sensibilidad diagndstica de las distintas determinaciones
se puede establecer que porcentajes altos ayudarian a descartar la enfermedad
en pacientes que no presenten un resultado positivo de los autoanticuerpos. En
el caso de este trabajo, la mayor sensibilidad determinada corresponde a los
ANA. Cabe destacar, que la sensibilidad de los Acs anti-nucleosomas
correspondieron a la quinta mayor sensibilidad superando incluso a la
determinada para los Acs anti-Sm por ambas técnicas, por lo que se podria
sugerir que sean utilizados como parte de los criterios para el diagnostico de la

enfermedad.
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11. ANEXOS

ORD. N° 4654 *EUIELZIJ?U

ANT:  Acta N°BE del 25.09.2020 del CECSST
MAT: AUTORIZA TRABAJO DE
INVESTIGACION

TALCAHUANOQ, 20 Octubre 2020

DE:  DRA. PATRICIA SANCHEZ KRAUSE
DIRECTORA HOSPITAL LAS HIGUERAS

A BQ. LUIS TOBAR CARDENAS
INVESTIGADOR RESPONSABLE

Estimado Investigador:

Junta con saludarle, me dirijo a Ud., para informarle que en base a la revisiin de los
antecedentes presentados junto a la evaluacian realizada por el Comité Etico Cientifico del Servicio
de Salud Taleahuano, que aprueba en su Acta N°86 de la sesién ordinaria dal 25.08.2020 para el
Trabajo de Investigacién: “Estudio del perfil serologico de pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico en la poblacién del sarvicio de salud Talcahuano”, esta Directora:

1. Autcriza |a realizacion del Trabajo de Investigacion en esta Institucién a partir de esta fecha.

2. Labase de dalos solicitada y autorizada serd entregada a UD. Por la Dra, BQ. Isabel Muficz
Jefa del Laboratorio.

3. Solicito a UD., mantener informada a esta Direccién del avance de la investigacion que
dirige, especialmante, en casos de eventos adversos o desviacionas de Protocolo. Ademas
de hacer llegar a esta Direccién una copia del Informe Final de su trabajo.

Sin otro particular y deseandole éxito en |a investigacidn que dirigira, le saluda muy
cordialmente,

)

\ Q.m.ﬂ«:n, L

DRA. PATRICIA SANCHEZ KRAUSE
DIRECTORA
HOSPITAL LAS HIGUERAS

llustracion 11-1. Autorizacion del comité ético cientifico.
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