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Resumen: Introduccién: la inmunofluorescencia indirecta (IFI)
sobre células Hep-2 es la prueba usada para la tamizacién de
autoanticuerpos en enfermedades del tejido conectivo, en tanto que
el perfil de anticuerpos especificos se puede detectar por métodos
inmunomeétricos como elinmunoensayo lineal ensoporte sélido (LIA).
Objetivos: 1) evaluar el desempefo de un LIA comercial en el suero
de pacientes, y compararlo con la determinacion de anticuerpos
antinucleares por IFl; 2) describir el perfil de los autoanticuerpos
detectados por las dos pruebas; y 3) conocer la frecuencia de los
diferentes autoanticuerpos en los pacientes evaluados. Materiales
y métodos: se incluyeron 72 pacientes consecutivos, con sospecha
de enfermedad autoinmune, que consultaron en el Hospital
Pablo Tobén Uribe en Medellin, Colombia. Las muestras fueron
procesadas por IFl y por LIA. Resultados: el patron homogéneo
y el moteado fueron los més frecuentes en estos pacientes. Los
anticuerpos especificos que prevalecieron fueron los anti-histonas,
anti-nucleosomas y anti-dsDNA; estos hallazgos eran esperables
pues son los anticuerpos que se asocian al patrén homogéneo, que
fue el méas prevalente. Se encontré una concordancia del 68,05%
entre los resultados por ambos métodos. Conclusiones: la baja
concordancia entre las dos pruebas, menor que la reportada en
la literatura (90%), pudo ser el resultado de la baja probabilidad
pre-test de los pacientes incluidos en el estudio. Entre las ventajas
del LIA se encuentra que acorta el tiempo del diagnostico y del
inicio del tratamiento, su mayor sensibilidad y especificidad, y la
posibilidad de identificar los anticuerpos especificos de manera
individual, ademds de detectar anticuerpos extraibles que no son
identificados por IFI.

Palabras clave: autoanticuerpos antinucleares, enfermedad au-
toinmune, inmunofluorescencia indirecta, inmunoensayo lineal en
soporte sélido.

Abstract: Introduction: Indirect immunofluorescence (IFl) on Hep-
2 cells is the test used for screening autoantibodies in connective
tissue diseases, while the profile of specific antibodies can
be detected by immunometric methods such as solid support
line immunoassay (LIA). Objectives: 1) To evaluate the performance
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of a commercial LIA on serum of patients, and compare it with
the determination of antinuclear antibodies by IFI, 2) to describe
the profile of the autoantibodies detected by both tests, and
3) to determine the frequency of the different autoantibodies
in the evaluated patients. Materials and methods: We included
72 consecutive patients with suspected autoimmune disease
that consulted the Pablo Tob6n Uribe Hospital in Medellin,
Colombia. The samples were processed by IFI and LIA.
Results: The homogeneous and speckled patterns were
more common in these patients. The most prevalent specific
antibodies were the anti-histone, anti-nucleosome and
anti-dsDNA; these findings were expected because these
are the antibodies associated with the homogeneous
pattern, which was the most prevalent. There was a 68,05%
concordance betweentheresults by both methods. Conclusions:
The low concordance between the two tests, lower than that
reported in the literature (90%), could be the result of low pre-test
probability of the patients included in the study. The advantages
of LIA include that it allows shortening the time of diagnosis
and initiation of treatment, its highest sensitivity and specificity,
and the ability to individually identify specific antibodies, as well
as to detect extractable antibodies that are not identified by IFI.

Key words: Antinuclear antibodies, autoimmune disease, indirect
immunofluoresce assay, solid support line immunoassay.

Introduccion

as enfermedades autoinmunes son un grupo de desérdenes caracterizados por el desa-

rrollo de una respuesta inmune humoral y celular contra varios constituyentes propios

[1]. Una caracteristica importante es la produccién de autoanticuerpos de alta afini-
dad [2]. La presencia de los autoanticuerpos es un pardmetro fundamental en el diagndsti-
co y clasificacién de la enfermedad autoinmune; por ejemplo, la deteccién de anticuerpos
antinucleares (ANA), anti-Sm, anti-DNA de cadena doble (anti-dsDNA) y anti-cardiolipina
(@CL) en lupus eritematoso sistémico (LES) [3]; la presencia de anti-Ro (SS-A) y anti-La (SS-B)
en el sindrome de Sjogren [3]; y la determinacién de anticuerpos anti-cardiolipina y anti-
B2-glicoproteina 1 en el sindrome antifosfolipido [4]. En algunos casos los autoanticuerpos
adquieren valor prondstico en el progreso de la enfermedad, por lo que se requiere del
monitoreo constante de los mismos, ejemplo de ello son los anti-dsDNA en el LES [5] y los
anticuerpos anti-neutréfilo citoplasmético (ANCA) en vasculitis [4, 6-8]. Ademas de su valor
pronéstico, los autoanticuerpos pueden aparecer mucho antes de desarrollarse la enferme-
dad, por lo que pueden considerarse como biomarcadores [9].

Existen numerosas técnicas para la deteccién de autoanticuerpos descritas a través de los
anos, como son los métodos inmunogquimicos para la presencia o ausencia de autoanticuer-
pos, y los métodos inmunométricos para la cuantificacion de autoanticuerpos, como son la
inmunofluorescencia, la fijacién del complemento, la aglutinacién pasiva, la inmunodifusion,
la contrainmunoelectroforesis, la inmunoprecipitacién, el inmunoblot y el inmunodot [10].
En el continuo intento por mejorar la calidad analitica, la sensibilidad y la especificidad de las
pruebas, se han creado varias técnicas que son importantes validar antes de llevar a cabo su
aplicacién para demostrar su eficacia diagnéstica.
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Autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son inmunoglobulinas que reaccionan contra dife-
rentes antigenos en el nicleo y en el citoplasma de las células, por ello existe controversia so-
bre si es correcto o no llamarlos anticuerpos antinucleares, a pesar de que también detectan
antigenos ubicados en el citoplasma; sin embargo, hasta hoy contintian llaméndose con ese
nombre. La deteccion de los ANA se usa como prueba de tamizacién cuando hay sospecha
de una enfermedad de origen autoinmune. Usualmente se utiliza la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta para su deteccién, y si dan positivos, se recomienda hacer pruebas mas
especificas para determinar contra cuales antigenos estan dirigidos los autoanticuerpos, y para
ello se utilizan pruebas como el ELISA y el inmunoensayo lineal en soporte sélido (LIA). Con
estas pruebas se pueden identificar de forma individual los autoanticuerpos dirigidos contra
antigenos extractables o ENA, como son el anti-Sm, anti-Ro (SS-A), anti-La (SS-B) y anti-RNP,
por nombrar los més conocidos, y se deben también buscar los anticuerpos dirigidos contra
el DNA, ya sea por inmunofluorescencia o por ELISA [11].

Anticuerpos contra el DNA: los autoanticuerpos contra el DNA pueden reconocer el
DNA de cadena doble (dsDNA) o de cadena simple (ssDNA), dependiendo del tipo de epito-
pe que se reconozca. El significado diagnéstico de estos dos autoanticuerpos es diferente. Los
anticuerpos anti-dsDNA se asocian con lupus eritematoso sistémico; valores altos confirman
el diagnéstico de LES, en tanto que niveles bajos se pueden detectar en artritis reumatoide,
enfermedad de Hashimoto, enfermedad de Graves, macroglobulinemia de Waldenstrém,
enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis sistémica, hepatitis autoinmune y sindrome
de Sjogren [12, 13]. Un resultado negativo no excluye el diagnéstico de LES porque los anti-
cuerpos anti-dsDNA son positivos en el 50% al 83% de los pacientes con LES [14, 15].

Por su parte, los anticuerpos anti-DNA de cadena simple o ssDNA tienen bajo nivel diag-
néstico, se detectan en el suero de pacientes con LES, dermatomiositis y otras enfermedades
del tejido conectivo [16, 17]. En nifios con sindrome de Sjogren prevalecen estos autoanti-
cuerpos [18].

Anticuerpos anti-histonas: las histonas son proteinas bésicas que se unen a la estructura
superhelicoidal del DNA. Los autoanticuerpos anti-histonas se presentan en el LES inducido
por medicamentos en el 90% de los pacientes [19].

Anticuerpos anti-Sm: los anticuerpos anti-Sm son caracteristicos de LES y usualmente se
acompanan de los anti-RNP [20]. Son de gran utilidad para el diagnéstico cuando los anti-
dsDNA son negativos.

Anticuerpos anti-Ro (SS-A) y anti-La (SS-B): estos anticuerpos se asocian usualmente con
sindrome de Sjogren. Mas del 90% de los sueros con anticuerpos anti-Ro (SS-A) también son
positivos para anticuerpos anti-La (SS-B) [21-24]. La principal indicacién clinica para la detec-
cién de anticuerpos anti-Ro y anti-La es en pacientes cuyos anticuerpos antinucleares (ANA)
son negativos y que presentan sintomatologfa compatible con enfermedad autoinmune. Se
encuentran positivos en pacientes con fotosensibilidad, con LES cutdneo, sindrome de Sjo-
gren, LES neonatal y vasculitis [25-30]. Para que estos resultados se consideren positivos por la
técnica de ELISA, deben ser dos o tres desviaciones estdndar por encima del rango normal.

Anticuerpos anti-RNP (UTRNP): los anticuerpos anti-ribonucleoproteinas o anti-RNP se
detectan en practicamente el 100% de los pacientes con enfermedad mixta del tejido conec-
tivo [24, 31-34], en el 30% de los pacientes con LES, y raramente en pacientes con esclerosis
sistémica [27, 35,36]. La presencia de anticuerpos anti-RNP se asocia también con fenémeno
de Raynoud, esclerodactilia, dismovilidad esofagica, artritis reumatoide y miositis [37].
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Otros autoanticuerpos: los anticuerpos Scl-70 se dirigen contra la topoisomerasa 1, que
es una proteina basica de 100 Kd que afecta la estructura terciaria del DNA. Se presentan
de manera caracteristica en pacientes con esclerosis sistémica [35, 38-40]. Por su parte, los
anticuerpos anti Jo-1 se dirigen contra la enzima histidil-RNAt-sintetasa de 150 Kd y son
detectados en un pequefio nimero de pacientes con dermatomiositis y poliomiositis, y se
asocian con dafo pulmonar [41-43].

En la tabla 1 se describen las principales enfermedades asociadas a los diferentes patro-
nes de inmunofluorescencia de los ANA, y los antigenos u organelas blanco contra los cuales
estan dirigidos.

Tabla 1. Patron de inmunofluorescencia de los anticuerpos antinucleares, antigeno u organela blanco, y su

asociacion con enfermedades autoinmunes

Patron Antigeno u organela Enfermedad asociada
Homogéneo dsDNA, ssDNA, histonas Titulos altos son muy sugestivos de LES; titulos bajos son su-
o difuso gestivos de LES o de otra enfermedad del tejido conectivo
Periférico dsDNA, ssDNA, histonas Titulos altos son muy sugestivos de LES; titulos bajos son su-
gestivos de LES o de otra enfermedad del tejido conectivo
Moteado Sm, RNP, Scl-70, Ro (SS-A), Titulos altos son muy sugestivos de LES (anti-Sm), enfer-
La (SS-B) medad mixta del tejido conectivo (anti-RNP), escleroderma

(anti-Scl-70), sindrome de Sjogren (anti-SS-A y anti-SS-B);
titulos bajos pueden ser sugestivos de otras enfermedades
del tejido conectivo

Nucleolar PM/Scl, fibrilarina (U3-RNP), Titulos altos son prevalentes en escleroderma, fenémeno de
RNAP [/1ll, NOR-90 (hUBF) Raynaud, LES y sindrome de Sjégren
Centromerico Proteina del centrémero Muy sugestivo de sindrome de CREST, fenémeno de Raynaud,

enfermedad mixta del tejido conectivo, telangiectasia

Citoplasmatico | Ribosomas, mitocondria, Muy sugestivo de dermatomiositis, polimiositis, miositis, LES
complejo de Golgi, centrosomas, | y sindrome de Sjogren
endosomas, Jo-1

Pruebas fluorescentes de tamizacién para anticuerpos antinucleares

Este tipo de pruebas fluorescentes para la deteccién de autoanticuerpos es el més utiliza-
do, ya que tienen una gran aplicacién como pruebas de tamizacién por su alta sensibilidad,
en particular para el diagndstico de LES. Las pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFl)
utilizan un sustrato (células) rico en material nuclear, y el patrén de fluorescencia puede indi-
car el tipo de anticuerpos presentes. Cuando un resultado de ANA por inmunofluorescencia
indirecta es positivo, se requieren tres parametros para su analisis: 1) el sustrato utilizado (cé-
lulas de rindn de ratén o higado de rata, células humanas cultivadas); 2) el titulo de la prueba;
y, 3) el patrén de fluorescencia observado [44-46]. La mayoria de las pruebas usan las células
Hep-2 de carcinoma escamoso esofégico disponibles comercialmente [44-46]. El sustrato uti-
lizado para desarrollar la prueba se debe reportar en el resultado. Un suero que es negativo
utilizando un sustrato animal se debe probar en un sustrato de células humanas.

Planteamiento del problema

La complejidad de las pruebas de deteccién de autoanticuerpos ha crecido en las dltimas
décadas, hasta el punto que es frecuente la generacién de confusién y el desconocimiento
de cudles pruebas ordenar, cuando ordenarlas y cémo interpretar los resultados. Cuando se
usan en conjunto con la historia clinica del paciente y el examen fisico, la determinacion de
los autoanticuerpos es de gran utilidad diagnéstica temprana, y en algunos casos, prondstica
y terapéutica.
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El objetivo de este trabajo es comparar dos metodologias disponibles para la descripcién
del perfil de anticuerpos antinucleares y anti-dsDNA, como una aproximacion diagnéstica a
las enfermedades autoinmunes, utilizando un método inmunométrico de soporte sélido, el
inmunoensayo en linea (LIA), y el método tradicional de inmunofluorescencia indirecta, y
evaluar su concordancia.

Materiales y métodos
Disefo de investigacion: se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, de corte transversal.

Poblacién de estudio: se seleccionaron 72 pacientes consecutivos, con sospecha de en-
fermedad autoinmune, que consultaron en el Hospital Pablo Tobén Uribe de Medellin (ser-
vicios ambulatorios y hospitalizacién), durante el perfodo comprendido entre diciembre de
2010 y febrero de 2011, independiente del género.

Toma de muestra: se obtuvo sangre periférica por puncién venosa de cada uno de los
individuos, en tubo sin anticoagulante y con gel de separacién. Posteriormente se procedi6 a
la separacion del suero por centrifugacién para la realizacién de la prueba.

Técnicas de procesamiento y analisis: Las muestras fueron procesadas de forma paralela
por ambos métodos, el inmunoensayo en linea (LIA) y el método tradicional de inmunofluo-
rescencia indirecta, y posteriormente se buscé si habia concordancia entre los resultados
obtenidos con ambas pruebas.

LIA es un método de inmu- Tabla 2. Autoanticuerpos identificados por LIA

noensayo enzimdatico con antige-

» ™ N Antigeno Caracteristica
nos nucleares y citosdlicos fijados
. Nucleosomas Nativo
en membrana de nitrocelulosa
dsDNA Nativo

para la medicién cualitativa de
los autoanticuerpos tipo IgG,  Histonas Nativo

como ayuda en el diagnéstico
de enfermedades del tejido co-
nectivo. Los autoanticuerpos del

SmD1 (Anti-Sm)
U1-snRNP (anti-RNP)
SS-A/Ro60kD (anti-Ro)

Péptidos sintéticos
Recombinante

Nativo

suero presentes en la muestra se
unen a los antigenos y se revela
con un anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa de ra-  Scl-70
bano. En la tabla 2 se describen  CENP-B
los autoanticuerpos identificados .1
por el estuche comercial (Hu-
man®) de LIA. La prueba es cua-
litativa y se interpreta segtn criterios de positividad establecidos por el fabricante, a través de
la inspeccién visual de la tira, la cual es comparada con una tira control de punto de corte
procesada en el mismo ensayo.

SS-A/Ro52kD (anti-Ro)
SS-B/La (anti-La)

Recombinante
Recombinante
Recombinante
Recombinante
Recombinante

PO Recombinante

La deteccion de los anticuerpos antinucleares mediante inmunofluorescencia utiliza Ii-
neas celulares Hep-2. De acuerdo con la fluorescencia observada se describen los patrones.
El patrén homogéneo se caracteriza por una tincién homogénea en el ndcleo, cuya intensi-
dad puede variar dependiendo de la concentracién de los anticuerpos presentes en el suero.
El patrén periférico se caracteriza por una tincién regular alrededor del nicleo, en tanto que
el centro muestra menos tincion. En el patrén centromérico los ndcleos se tifien con puntos
finos distribuidos de manera homogénea en el nucleoplasma de las células, mientras que el
patron nucleolar muestra una tincién intensa en los nucleolos. El patrén centriolar se identi-
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fica por una tincién intensa de los centriolos de las células en divisién. Finalmente, el patrén
citoplasmatico se define como una tincién homogénea que cubre todo el citoplasma [11].
Se considera positiva una prueba de ANA por inmunofluorescencia con un titulo mayor de
1:160; sin embargo, la sola presencia de ANA positivos no es diagnéstico de enfermedad
autoinmune. En general, a mayor titulo de los ANA, mayor es la probabilidad de una enfer-
medad reumatolégica autoinmune.

Conformacién de la base de datos: se construyé una base de datos en Microsoft Office
2003 (programas: Access y Excel) a partir de cada una de las fuentes de informacién reque-
ridas en este estudio.

Control de inconsistencias de datos: con el fin de controlar posibles errores que afec-
taran la confiabilidad y validez de la informacién, se realizé una revisién detallada de la
informacién disponible en la base de datos, con relacién a su coherencia, posibles errores e
inconsistencias. Después de revisar exhaustivamente los datos, se procedié a realizar la reco-
dificacién de las variables que asi lo requirieron para el procesamiento de la informacion.

Programas computacionales para el andlisis estadistico: los analisis estadisticos se reali-
zaron con el paquete SPSS (Statistical Program for Social Science) version 14.0 para Windows.
Para la realizacién de las figuras se utiliz6 el programa Microsoft Excel Office 2007.

Plan de analisis: para cumplir los objetivos planteados en este trabajo, se realizé estadisti-
ca descriptiva para las variables demogréficas, clinicas y determinacién de autoanticuerpos.

Consideraciones éticas: segin el articulo 11 de la resolucién 008430 de 1993, el pre-
sente estudio se clasifica como una investigacién de bajo riesgo para los participantes, ya que
se realizaron intervenciones minimas que pudieran modificar las variables biolégicas y psico-
[6gicas de los individuos estudiados, durante la toma de muestras sanguineas. Por otra parte,
se solicité autorizacién al Comité de Etica del Hospital Pablo Tobén Uribe para la realizacién
del presente estudio.

En esta investigacion se destaca el principio de la beneficencia. El propésito de este estudio
a partir de los resultados obtenidos es conocer el comportamiento clinico e inmunolégico de los
pacientes con enfermedades autoinmunes y la comparacién de dos métodos diagndsticos.

En la recoleccién y procesamiento de la informacién, se suprimieron los datos de identi-
ficacion de los pacientes, garantizando de esta manera la confidencialidad y privacidad de la
informacion.

Resultados

De los 72 pacientes participantes en el estudio, 58 eran mujeres (80,5%). Los pacientes
tenian edades comprendidas entre los 21 y los 85 anos, y una edad media de 37,2 afios.

La sospecha diagnéstica de los pacientes fue muy variada (ver tabla 3), no se encontré una
tendencia especifica y para algunos pacientes se tenfa mas de un diagnéstico probable. Los
signos y sintomas mas comunes fueron equimosis, petequias, astenia, adinamia, fiebre subje-
tiva, odinofagia, anuria, celulitis, placas eritematosas, condritis, vémito, ictericia, pérdida de
vision, mareos, inapetencia, pérdida de peso, prurito, rigidez matutina, parestesias, edema,
disnea, deshidratacién, tos productiva, artralgia, cefalea, disminucién de la fuerza muscular,
cambios de comportamiento, alopecia, insomnio, limitacién funcional, brote, fotosensibili-
dad, vision borrosa, sonofobia, dificultad respiratoria, adenopatias, dolor lumbar, abdominal,
articular y ocular. El tiempo de evolucién desde la aparicién de los sintomas hasta el momento
de la consulta fue en promedio de 2 afos y 6 meses.
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Tabla 3. Sospecha diagnéstica de los participantes

analizadas por IFl, se encon- s ha diagnosti Ndmero de
tré6 que 37 (51,38%) mostraron ospechia dlagnostica pacientes
fluorescencia para anticuerpos Enfermedad de von Willebrand 1
antinucleares. En la figura 1 se  Nefrotoxicidad 1
observa la frecuencia de los pa-  Sindrome glomerular 1
trones de ANA detectados por Nefritis lUpica clase V activa 1
[Fl. Los patrones de fluorescen-  Sindrome nefrético 2
cia predominantes en los pacien-  Fallarenal 2
tes estudiados fueron el patrén  Polineuropatia 1
homogéneo en 17 pacientes  Falla hepatica 2
(45,94%), el patréon moteado en  Hepatitis autoinmune 2
11 pacientes (29,72%) y el pa-  Trasplante hepatico 1
trén citoplasmatico en 6 pacien-  Toxicodemia leve 2
tes (16,21%); los demds patrones  Mialgias 4
presentaron un comportamiento  Neuritis 6ptica versus esclerosis mdiltiple 1
similar; asi, el patron centroméri-  Fiebre recurrente, no especificada 2
coy el nucleolar se encontraron Evento vascular subagudo versus patologia 1
en un paciente cada uno (2,7%),  autoinmune
y un paciente mostrd patrén Enteropatia no especificada 1
mixto (moteado y nucleolar). Fenoémeno de Raynaud 2
Derrame articular de rodilla 1
De las 72 muestras analiza-  Artritis reumatica juvenil en estudio 2
das por LIA, se encontré que 38  Fibrilacion auricular paroxistica 1
(52,7%) eran positivas al menos  Hipotiroidismo en tratamiento 2
para un autoanticuerpo. En la  Osteoartritis 2
figura 2 se observa la frecuen-  Artritis séptica de la rodilla 2
cia de los diferentes anticuerpos  Artritis reumatoide 4
detectados por LIA. Los anticuer-  pescartar LES 4
pos que se detectaron con ma- Leucemia linfoblastica aguda (LLA) de precursores T 1
yor frecuencia por LIA fueron los  Trombofilia 1
anti-nucleosomas en 20 (52,6%) Pancitopenia 1
muestras, seguidos de los anti-  Migloma mattiple 1
histonas en 18 (47,36%), los an-  Eggfago de Barrett 1
ti-dsDNA en 15 (39,47%), Y los Dermatitis peribucal 1
anticuerpos anti-smD1 en 11 Sindrome de Gilbert del injerto 1
(28,94%) muestras. Se encontra-  Eggjeromalacia perforante 1
ron también anti-SSA/R052 en 6 agpecias andrégenas 1
(15,78%) muestras, los anti-UTs-  pior articular 2
nNRNF anti-SSA/R060 y anti-SSB/ g, datos del diagnéstico 18
La en 4 (10,52%), los anti-PO en 4 0¢ giagnesticos 44

3 (7,89%), y los anti-CENP-B y

anti-Jo1 en 2 (5,26%) muestras cada uno. La aparicién simultanea de los autoanticuerpos fue
variada, se presentaron desde un solo autoanticuerpo hasta nueve en una misma muestra; asf,
en 14 muestras se encontraron anticuerpos para uno solo de los antigenos, en 11 muestras
de a dos anticuerpos, en siete muestras se encontraron tres anticuerpos, en cuatro muestras
cuatro autoanticuerpos, en una muestra siete anticuerpos y en una muestra se detectaron
nueve anticuerpos.

De las 49 muestras positivas por alguno de los dos métodos, se encontré que 26 (53,06%)
muestras eran a la vez positivas por ambos métodos, 11 (22,45%) fueron solo positivas por in-
munofluorescencia 'y 12 (24,49%) fueron positivas solo por LIA (ver figura 3). Del total de las 72
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Figura 1. Frecuencia de los anticuerpos identificados por inmunofluores-
cencia indirecta (IFl).

NuUmero de muestras

20+

NUmero de muestras

muestras analizadas, 23 (31,94%)
fueron negativas por ambos mé-
todos. Para calcular el porcenta-
je de concordancia entre ambos
métodos, se tuvieron en cuenta
las muestras que dieran por am-
bos métodos positivas o negati-
vas. Se consideraron discordantes
aquellos resultados que eran posi-
tivos o negativos por alguna de las
pruebas y el resultado era opues-
to por la otra. La comparacién de
la concordancia y la discordancia
entre las dos metodologias se ob-
serva en la tabla 4.

104
5< I
) BEE =

Nucleosomas Histonas  dsDNA ~ SmD1 SS-A/Ro52 U1-snRNP SS-A/Ro60 SS-B/La PO CENP-B Jo-1 Scl-70

Autoanticuerpos

Figura 2. Frecuencia de los anticuerpos identificados por inmunoensayo lineal en soporte sélido (LIA).
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Figura 3. NUmero de muestras positivas y negativas para anticuerpos
antinucleares por ambos métodos.

En la tabla 5 se observan los
datos obtenidos al compararse
los resultados entre los patrones
observados por IFl y la deteccién
de al menos un anticuerpo por
LIA.

Los resultados obtenidos al
comparar las muestras positivas
para el patrén homogéneo, que
fue el mas frecuente, con los an-
ticuerpos detectados por LIA se
observan en la figura 4. En los
17 pacientes con patrén homo-
géneo por inmunofluorescencia,
se encontr6 que el anticuerpo
mds frecuentemente hallado por
LIA fue el anti-histonas (41,1%),
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Tabla 4. Porcentaje de concordancia y discordancia entre ambas
pruebas para la deteccién de autoanticuerpos

uno. Autoanticuerpos Muestras %
(total n=72)
En la figura 5 se muestra la o, 5oncordancia 49 68.05
comparacién entre el patrén i i
% Discordancia 23 31,94

moteado de fluorescencia con
los resultados obtenidos por LIA.
En los 11 pacientes con patrén moteado por inmunofluorescencia, se encontré que el an-
ticuerpo mas frecuentemente hallado por LIA fue el anti-nucleosomas (54,5%), seguido del
anti-histonas (45,4%) y del anti-Sm (36,3%).

Tabla 5. Comparacion de los resultados entre los patrones observados por IFl y la deteccion de al menos un
anticuerpo por LIA

Muestras positivas

Muestras
por LIA en al menos

Patrén observado Negativas por LIA

por IFI positivas por IFl un anticuerpo
Nucleolar 1 0 1
Homogéneo 17 13 4
Moteado 11 8 3
Citoplasmatico 6 4 2
Centromérico 1 1 0
Mixto 1 0 1
Total 37 26 11
= Histona
B Nucleosoma
=1 dsDNA
== SmD1
= U1-snRNP
B SS-B/La
== Jo-1
== Po
—7 m== SS-A/RO60
o 7] = W= SS-A/RO52
g == Scl-70
3 n=5 n=5 == CENP-B
S 5
€
o 3 n=3
© n=2 n=2 n=2 n=2
o
@ 1 n=1 n=1
g B .
2
Autoanticuerpos

Figura 4. Comparacién entre la presencia del patrén homogéneo por fluorescencia y los anticuerpos detectados por LIA.

. . s
Discusion

Las enfermedades autoinmunes inflamatorias pueden causar anormalidades en los re-
sultados de las pruebas de evaluacién inicial por el laboratorio. Los hallazgos caracteristicos
pueden incluir por ejemplo, anemia normocitica normocrémica, indicando cronicidad o se-

veridad de la enfermedad; la leucopenia y la trombocitopenia son comunes en pacientes con
LES[47, 48]; y en la hepatitis autoinmune se observa un incremento en los niveles de las tran-
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Figura 5. Comparacion entre la presencia del patrén moteado por fluorescencia y los anticuerpos detectados por LIA.

saminasas y bilirrubina, aunque estas anormalidades también se pueden presentar cuando
hay toxicidad por medicamentos [49, 50]. Los estudios de coagulacién, tales como el tiempo
parcial de tromboplastina, el tiempo de protrombina, o ambos, que no corrigen con las mez-
clas, sugieren un inhibidor de la coagulacién, como se encuentra en el sindrome antifosfolipi-
do [51-53]. La hipercalcemia se puede encontrar en el 30% de los pacientes con sarcoidosis
[54]. Un incremento en las enzimas musculares como la creatin kinasa, la alanina transamina-
say la aspartato aminotransferasa puede encontrarse en miopatias inflamatorias autoinmunes
como son la dermatomiositis, la polimiositis y la miositis por cuerpos de inclusién [55, 56]. Las
proteinas séricas son de gran ayuda para la evaluacién de los niveles de inmunoglobulinas. El
uroandlisis se usa para evaluar el dafio renal (nefritis intersticial y glomerulonefritis) y puede
mostrar proteinuria, hematuria o sedimentos activos [57, 58]. Muchas otras enfermedades,
tales como la nefropatia diabética, la hipertensién pobremente controlada o las infecciones,
pueden tener resultados similares, pero cuando se sospecha una enfermedad autoinmune,
estos resultados son alarmas diagnésticas importantes [59, 60].

La presencia de autoanticuerpos en los pacientes no confirma el diagnéstico de enferme-
dad autoinmune, més que un resultado positivo por serologia, es necesaria la compafia de
signos y sintomas apropiados que ayudan a apoyar el diagnéstico. Cuando el resultado del
estudio inicial para ANA es negativo y no se retinen los criterios clinicos necesarios para hacer
un diagnéstico, se puede descartar la posibilidad de enfermedad autoinmune sistémica. Sin
embargo, en algunas enfermedades autoinmunes, como por ejemplo, la artritis reumatoide
seronegativa, las formas iniciales de la esclerodermia y la dermatomiositis, pueden cursar con
ANA negativos. De igual forma, en algunos pacientes con lupus eritematoso sistémico, los ANA
negativos por IFl, pueden estar asociados con manifestaciones clinicas tales como fotosensibili-
dad, rash cutaneo, bloqueo cardiaco congénito y en general, con una forma mas leve de enfer-
medad sistémica. Si bien en estos pacientes los resultados de los ANA por inmunofluorescencia
son persistentemente negativos durante el curso de la enfermedad, el empleo de métodos de
laboratorio mds sensibles y especificos permite detectar principalmente los anticuerpos anti-Ro
(SS-A) y anti-La (SS-B) pertenecientes al grupo anti-ENA (ENA: antigenos nucleares extraibles)
[61, 62]. La deteccién por el laboratorio de estos anticuerpos en este grupo de pacientes apor-
ta un elemento (til, pues en muchos casos permite acortar el tiempo del diagnéstico y del ini-
cio del tratamiento. Sobre esta base se pueden generar requerimientos para anti-ENA aun en
pacientes con resultados negativos de ANA por IFl. Se han utilizado diferentes métodos para
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detectar los autoanticuerpos, entre los mas utilizados se encuentran los métodos inmunoenzi-
maéticos por ser costo-efectivos [63-66]. Los anticuerpos anti-SSA/Ro y anti-SSB/La son los mas
frecuentemente detectados por LIA en pacientes con ANA negativos por IFl, destacandose la
mayor sensibilidad del LIA con respecto a la IFI para detectar estos anticuerpos.

Los resultados de los autoanticuerpos por inmunofluorescencia se reportan por titulo y
patrén. Los titulos de los anticuerpos antinucleares son usados para hacer diagnéstico, pero
no deben usarse como monitoreo de la actividad de la enfermedad. Por lo general, titulos
altos representan verdaderos positivos, titulos por encima de 1:160 se consideran positivos
y deben requerir otros métodos confirmatorios del diagnéstico. En muchos laboratorios, los
titulos de 1:80 o menores son equivocos o inespecificos; sin embargo, existen excepciones:
1) en nifos un resultado de ANA de 1:20 o aun de 1:40 puede ser criticamente importante, y
se requieren mas estudios; 2) algunos autoantigenos estan en baja concentracién o son facil-
mente eliminados durante el desarrollo de la prueba; y, 3) el punto de corte depende de los
laboratorios individuales, de la técnica y del equipo. Un resultado positivo de ANA permite
a su vez determinar el blanco intracelular de los anticuerpos. Los patrones mas cominmente
reportados son el patrén homogéneo o difuso, el periférico y el moteado [67]. Un patrén de
anticuerpos antinucleares especifico en individuos sanos puede ser predictivo del desarrollo
futuro de la enfermedad [5].

El objetivo principal de este estudio fue determinar la concordancia en la deteccién de
autoanticuerpos antinucleares entre los dos tipos de pruebas (inmunofluorescencia y LIA). De
las 72 muestras analizadas por IFI, se encontré que 37 (51,3%) eran positivas para anticuerpos
antinucleares, en tanto que 38 (52,7%) eran positivas por LIA al menos para un autoanticuer-
po. De las 49 muestras positivas por alguno de los dos métodos, se encontré que 26 (53,06%)
muestras eran a la vez positivas por ambos métodos, 11 (22,45%) fueron solo positivas por
inmunofluorescencia y 12 (24,49%) fueron positivas solo por LIA (ver figura 3). Del total de
las 72 muestras analizadas, 23 (31,94%) fueron negativas por ambos métodos. Se encontré
una concordancia del 68,06% entre los resultados de ambas pruebas, un valor mas bajo que
lo reportado en la literatura (90%) [68]; esto podria explicarse porque en todos los estudios
donde se comparan las dos metodologias, se incluyeron solo pacientes ANA positivos, por
lo tanto la probabilidad de obtener un resultado positivo por LIA es mucho mayor, lo que a
su vez tiene como resultado una concordancia de las dos pruebas mas alta. Los pacientes in-
cluidos en el presente estudio no fueron seleccionados previamente con una prueba de ANA
positiva por IFl, asi estos pacientes podrian tener una baja probabilidad pre-test, lo que podria
explicar el porcentaje menor de concordancia obtenido en este estudio.

La variabilidad encontrada entre los resultados de las pruebas por inmunofluorescencia y
por LIA puede deberse a varios factores, entre ellos: 1) la localizacién de los antigenos: cuan-
do los antigenos estdn en el citoplasma, la fluorescencia obtenida por la deteccién de los an-
ticuerpos antinucleares es baja o ausente, debido a que esta prueba detecta especificamente
anticuerpos antinucleares; 2) la naturaleza de los antigenos y anticuerpos empleados en los
métodos basados en la reaccién antigeno-anticuerpo; 3) el estado inmune del paciente: la
declinacién de los niveles de anticuerpos en pacientes inmunosuprimidos puede generar
falsos negativos; y 4) la densidad de las moléculas: cuando hay una baja densidad de los anti-
genos nucleares expresados en las células Hep-2, el antigeno puede ser lavado o solubilizado,
lo que reduce la sensibilidad para su deteccién por inmunofluorescencia indirecta.

En los pacientes evaluados, los patrones homogéneo, moteado y citoplasmatico fueron los
mas frecuentemente observados en pacientes con sospecha de enfermedad autoinmune, en
tanto que los anticuerpos que prevalecieron fueron los anti-nucleosomas, los anti-histonas y
los anti-dsDNA (ver figuras 1y 2).
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El patrén homogéneo se asocia usualmente con la presencia de anticuerpos anti-histonas,
y de hecho, estos anticuerpos se encontraron en mayor proporcién (41,1%) en las muestras
con patrén homogéneo positivo, como se observa en la figura 4. Sin embargo, el 23,52% de
las muestras positivas para este patron, dieron negativas por LIA (ver tabla 5). Se esperarfa
que las diferencias en los resultados se deban a variaciones en la sensibilidad de las técnicas
empleadas en la deteccién de anticuerpos anti-histonas [12]. Se han descrito anticuerpos
naturales de tipo IgM con especificidad anti-histonas que podrian ser detectados por inmu-
nofluorescencia indirecta empleando un conjugado anti-inmunoglobulina humana total y no
en aquellos inmunoensayos que emplean conjugados anti-IgG humana, como sucede en este
caso con LIA. Asi pues, la naturaleza de los antigenos y anticuerpos empleados en los métodos
basados en la reaccién antigeno-anticuerpo es un factor esencial para comprender y explicar
los resultados. Este LIA comercial emplea como antigeno, histonas naturales extraidas y pu-
rificadas H1, H2, H3 y H4. Por lo tanto, los diferentes perfiles de anticuerpos anti-histonas
presentes en cada paciente serdn detectados con sensibilidad variable. También es esperable
que sean débilmente detectados algunos anticuerpos anti-histonas que reconocen epitopes
conformacionales in vivo y que pueden padecer una desnaturalizacién total o parcial durante
el proceso de extraccién y purificacion.

En el grupo con patrén homogéneo (n=17) se presentaron siete muestras (41,1%) con
anticuerpos anti-histonas, y cinco muestras (29,4%) con anti-nucleosoma y anti-dsDNA; ade-
mas, tres muestras con anti-SmD1, y dos con anti-Ro (SS-A) y anti-La (SS-B). Debido a que
los anti-ENA son anticuerpos que se asocian por lo general con un patrén moteado, cabe
pensar entonces en la existencia de un patrén moteado enmascarado por el homogéneo y no
percibido por el observador. En particular, el antigeno Ro suele solubilizarse o difundir al cito-
plasma durante el proceso de fijacion a las células Hep-2, por lo que la inmunofluorescencia
se torna poco sensible para su deteccion.

En la tabla 5 se observa que 11 (30,5%) de las muestras tenfan patrén moteado, y de éstas,
ocho (72,7%) fueron positivas por LIA y tres (27,3%) fueron negativas. En este caso es proba-
ble que un fenémeno de mimetismo molecular, la presencia de anticuerpos naturales de tipo
IgM y la alteracién de algunos epitopes conformacionales, pudieran explicar la existencia de
este alto porcentaje de muestras no reactivas por LIA. El patrén moteado suele hallarse en
distintas enfermedades sistémicas, como también en sindromes de solapamiento. Se inclu-
yen en este patrén los anticuerpos anti-ENA caracterizados por ser facilmente extraibles en
solucién salina isotdnica, y que reconocen a protefnas no histonas unidas a ARN de pequeio
tamano. En el patrén moteado, el anticuerpo mas frecuentemente hallado por LIA fue el anti-
nucleosoma (54,5%), seguido del anti-histonas (45,4%) y del anti-Sm (36,3%).

Conclusiones

El diagnéstico serolégico de las enfermedades del tejido conectivo se basa en la deteccion
de autoanticuerpos contra las proteinas citoplasmaticas y nucleares (ENA). La determinacién
de los autoanticuerpos especificos apoyan el diagnéstico clinico de las enfermedades del
tejido conectivo y el pronéstico de la enfermedad. La determinaciéon de ANA mediante IFI
es la principal prueba para la tamizacién inicial cuando se sospecha de enfermedades auto-
inmunes. Sin embargo, la presencia de ANA puede no ser necesariamente de origen autoin-
mune; es decir, pueden ser anticuerpos naturales o de origen infeccioso. La técnica de IFl es
un método de tamizaje (til cuando se complementa con otras metodologias como el ELISA
o el LIA, que permiten incluso la deteccién de autoanticuerpos que no se detectan por IFI. El
inmunoensayo lineal en soporte sélido (LIA) detecta un perfil mayor de autoanticuerpos que
pueden ser facilmente detectados, tiene un manejo sencillo, acorta el tiempo del diagnéstico
y tiene alta sensibilidad. El LIA es particularmente dtil cuando el paciente tiene sintomatologfa
clinica y las pruebas de IFI son negativas.
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Los ANA detectados por IFI deben ser evaluados con base al patrén y al titulo. La detec-
cién especifica de diversos autoanticuerpos resulta Gtil en el diagnéstico y seguimiento de pa-
cientes con enfermedades autoinmunes. Su deteccion debe realizarse de manera ordenada
y razonable, empleando las gufas o estrategias enfocadas al buen uso e interpretacién de la
presencia de autoanticuerpos.

Se conoce la existencia de un subgrupo reducido de pacientes con lupus eritematoso
sistémico que resultan persistentemente negativos para los ANA durante el tamizaje por in-
munofluorescencia indirecta y, en todos estos casos, el uso de métodos mas sensibles permite
la deteccién principalmente de los anticuerpos anti-Ro y anti-La. En esta serie de pacientes,
la baja concordancia de los hallazgos pudo ser el resultado de la baja probabilidad pre-test de

los pacientes incluidos en este estudio.
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