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IV. GLOSARIO

ANA: anticuerpos antinucleares

Anti-CENP: anticuerpos contra proteina centromérica
CBP: cirrosis biliar primaria

CLIF: IF-ANA utilizando Crithidia luciliae

DM: dermatomiositis

DNA: acido desoxirribonucleico

dsDNA: acido desoxirribonucleico de doble cadena
EIA: inmunoensayo enzimatico

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ENA: antigenos extraibles del nucleo

ETC: Enfermedad del tejido conectivo

IC: intervalo de confianza

IF: Inmunofluorescencia

INCICh: Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
IF-ANA: Prueba de deteccion de anticuerpos antinucleares por inmunofluorescencia indirecta
LES: Lupus eritematoso sistémico

mRNA: acido ribonucleico mensajero

NAA: anticuerpo naturales

PM: polimiositis

RNA: &cido ribonucleico

ssDNA: &cido desoxirribonucleico de cadena sencilla

tRNA: acido ribonucleico de transferencia



V. RESUMEN

En el estudio de la enfermedad del tejido conjuntivo la determinacion de ANA por
inmunofluorescencia indirecta es una prueba indispensable. En la practica clinica, es frecuente que
la decision de la realizacion de pruebas especificas subsecuentes, se base en el patrén de IF-ANA.
Sin embargo, la literatura al respecto es confusa y la asociacion entre patrones y especificidades
no es determinante, con cierto grado de variabilidad entre los diversos estudios. Esto en parte
pudiera estar en relacion a que no hay un acuerdo general ni una estandarizacion de la
clasificacion de patrones de IF; hay superposicion entre patrones, antigenos y enfermedades del
tejido conectivo, y es una prueba operador dependiente que requiere de personal altamente
entrenado. Hay diversos estudios que han investigado la asociacion entre el patron de IF y algunas
especificidades antigénicas. Sin embargo, en nuestra poblacion no contamos con informacién en
relacion a si estos datos son similares a lo reportado en la literatura.

Objetivos. Determinar el grado de congruencia entre los patrones de IF de los ANA vy las
especificidades anti-dsDNA, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP y anti-Sm.

Métodos. Se revisaron las bitacoras del laboratorio de Inmunologia o en su caso los expedientes
electronicos y/o fisicos del INCICh entre el periodo del 1° de octubre de 2006 al 30 de mayo de
2010 y se recolectaron los datos de los pacientes que tuvieran cualquier diagndstico, pero que por
algun motivo tuvieran determinaciones de IF-ANA en células HEp-2, anti-dsDNA, anti-Ro/SSA, anti-
La/SSB, anti-RNP y anti-Sm como parte del protocolo de estudio de una posible enfermedad del
tejido conectivo. Se realizo estadistica descriptiva y prueba k de Cohen no ponderada para
determinar el grado de concordancia entre los patrones de IF reportados por laboratorio y las
pruebas positivas para anti-dsDNA, Ro/SSA, La/SSB, RNP y Sm.

Resultados. Para el anti-dsDNA y el patron homogéneo, el indice de « fue de 0.24 con IC al 95%
de 0.16 a 0.32 y para los anticuerpos anti-Ro/SSA el patron MF tuvo un indice de k de 0.1 con IC al
95% de 0.02 a 0.18. No se encontrd asociacion para otros patrones y otras especificidades.
Conclusiones. Se encontré concordancia para el patron homogéneo y los anti-dsDNA y para el
patrén moteado fino y los anti-Ro/SSA; sin embargo, esta asociaciéon fue débil. No se encontro

asociacion para los otros patrones y especificidades estudiadas en esta poblacion.



1. ANTECEDENTES

Las enfermedades del tejido conjuntivo (ETC) son un grupo de trastornos autoinmunes sistémicos
gue se caracterizan por la produccién de autoanticuerpos que reconocen a diversos antigenos
nucleares o citoplasmaticos denominados anticuerpos antinucleares (ANA) (1-3). Los
autoanticuerpos son marcadores de inmunoinflamacién crénica y de ETC, algunos de ellos son
especificos para una enfermedad, mientras otros pueden encontrarse en diversas enfermedades
(4). Los ANA son una clase especifica de autoanticuerpos que tienen la capacidad de unirse y
destruir ciertas estructuras intracelulares (3).

La produccion de anticuerpos antinucleares (ANA) en ausencia de manifestaciones clinicas se
denomina “autoinmunidad”, mientras que los mismos anticuerpos acompafados de
manifestaciones clinicas como artritis o glomerulonefritis pueden constituir una enfermedad
autoinmune (1).

Los autoanticuerpos en las enfermedades reumaticas inmunoinflamatorias tienen como blancos
preferenciales a estructuras celulares de importancia vital en las funciones celulares (4). Estas
estructuras estan compuestas de diferentes constituyentes, pero solo unos pocos de ellos van a
fungir como autoantigenos con la posibilidad de incitar la produccién de autoanticuerpos. Los
autoantigenos tienen funciones importantes en la sintesis de DNA, en el procesamiento de mRNA,
en la divisién celular y en la sintesis, secrecion y degradacion de proteinas. Los autoanticuerpos
pueden bloquear las funciones biolégicas de su antigeno afin. Muchos autoantigenos son
proteinas de union a DNA o RNA que estan permanentemente o intermitentemente unidas a estos
acidos nucleicos (4).

Debido a que muchos autoantigenos migran entre el nicleo y el citoplasma o se asocian
temporalmente con los cromosomas durante el ciclo celular, la designacién de ANA no es muy
precisa. El término ANA se utiliza en un amplio sentido para englobar a los autoanticuerpos
dirigidos contra autoantigenos localizados en el nicleo y en el citoplasma celular. No todos los
autoantigenos estan estrictamente localizados en un compartimiento celular, debido a que su
funcién y sus concentraciones relativas en diferentes compartimentos varian dependiendo del

estado fisioldgico de la célula (4, 5).



Las pruebas de autoanticuerpos deben realizarse en el contexto de la sospecha clinica de una
enfermedad autoinmune sistémica y no deben utilizarse como método de tamizaje para individuos
asintomaticos debido a que es comun encontrarlos, especialmente en familiares de primer grado
de pacientes con enfermedad reumatica sistémica (5). Asimismo, hay otras condiciones que
pueden cursar con pruebas de ANA positivas como las enfermedades autoinmunes dérgano-
especificas, por ejemplo tiroiditis de Hashimoto y otras como la enfermedad hepatica, las
enfermedades virales, las malignas, las inflamatorias no autoinmunes o incluso el estrés fisioldgico
(5-7). La prevalencia de ANA positivos en poblacion caucasica sana es de 3-5%, pero la
prevalencia esta fuertemente influenciada por la edad. Se ha estimado que el 10-15% de personas
sanas mayores de 65 afios tienen ANA positivos a una dilucion de 1:320 y 32% a 1:40 (1).
Ademads, los autoanticuerpos naturales (NAA), no conducidos por antigeno que ocurren
espontaneamente, pueden encontrarse en 20 a 50% de los individuos sanos asintomaticos de
todas las edades incluyendo neonatos. La mayoria de estos NAA son de tipo IgM y de baja
afinidad. Los autoantigenos a los que estan dirigidos son similares a los de las enfermedades
autoinmunes. Estos anticuerpos muestran una extensa reaccion cruzada (polirreactividad) con
antigenos microbianos ambientales y haptenos; se piensa que esta polirrreactividad es el reflejo de
su papel inmunorregulador “fisioldgico” en la depuracion de patdégenos (6).

Los autoanticuerpos detectados en el suero de pacientes con enfermedad autoinmune son
probablemente una combinacién heterogénea de NAA polirreactivos de baja afinidad de isotipo IgM

y autoanticuerpos patogénicos monorreactivos de alta afinidad de isotipos IgG e IgA (6).



Hay un gran nimero de plataformas diagndsticas y una multitud de pruebas comerciales usadas
para el tamizaje, deteccidn y cuantificacion de autoanticuerpos séricos. Dentro de las pruebas que
pueden usarse para asistir el diagnéstico clinico de las ETC, la prueba de ANA es una de las mas
comunmente utilizadas (3, 5). En conjunto con los datos clinicos y el examen fisico, la
determinacion de los autoanticuerpos puede usarse como una herramienta de apoyo para el
diagnéstico, monitoreo de la actividad y gravedad de la enfermedad y para predecir el pronéstico
de las ETC (1, 5).

Las pruebas mas utilizadas en la actualidad son la deteccion de ANA con microscopia de
inmunofluoerescencia indirecta (IF-ANA) usando como sustrato células HEp-2 y los métodos de
inmunoensayo enzimatico (EIA) o ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Sin
embargo, la IF-ANA es superior comparada con ELISA en la deteccién de ANA relevantes para el
diagnéstico de ETC y enfermedades autoinmunes érgano-especificas (8). Esto ha llevado a la
recomendacion de la IF-ANA por la Internacional Union of Inmunology Societies como prueba de
eleccién para la deteccion de pacientes con sintomas compatibles con ETC (3, 5, 6). Antes del
desarrollo de la prueba de IF-ANA, la preparacién de la célula LE era el Gnico método usado para
el diagnostico de LES (3). En 1948 Malcom Hargrave, Helen Richmond y el médico residente
Robert Morton notaron la presencia de células, previamente no conocidas, en la médula 6sea de
un paciente con LES. Ellos las nombraron células LE y las describieron como leucocitos
polimorfonucleares maduros, los cuales habian fagocitado el material nuclear liberado de otro
leucocito. Este descubrimiento motivd el inicio de investigacién de los ANA. En un experimento
descrito en 1954, Seller y Coons usaron una monocapa de células fijadas y permeabilizadas. Esta
técnica fue aplicada en el campo de las ETC en 1957 por George Friou (3, 7). El entendimiento de
la autoinmunidad dio un gran paso adelante cuando la técnica de IF-ANA fue introducida en
estudios que investigaban enfermedades inflamatorias. Desde entonces, la IF-ANA, ha sido la
prueba mas utilizada para el diagnostico de las ETC (4, 8).

Para reportar los resultados de la prueba de IF-ANA se utilizan tres parametros: 1) el sustrato, 2)

patron de IF y 3) titulos (6).



1) Sustrato

Inicialmente fueron utilizados diferentes sustratos como cortes tisulares, eritrocitos de pollo y
células Hela, pero después las secciones de higado de rata o un compuesto de mdltiples
sustratos (estdbmago de raton, higado de rata y rifion) se convirtieron en el estandar. El uso de
sustratos celulares diferentes para la deteccion de rutina de los autoanticuerpos derivé en multiples
técnicas “caseras”, dificiles de reproducir e interpretar (4). En 1975, se introdujo el empleo de las
células HEp-2, lo que aumenté la sensibilidad de la prueba e hizo menos problematica la
interpretacién de la reactividad de los autoanticuerpos con antigenos nucleares y citoplasmaticos
(3, 4, 6). Las células HEp-2 son células cultivadas del carcinoma epidermoide laringeo humano y
estan disponibles comercialmente en la forma de laminillas de vidrio prefijadas. La mayoria de los
laboratorios del mundo las utilizan y en la actualidad son el sustrato recomendado para las pruebas
de tamizaje de IF-ANA (3, 6, 9).

Las células HEp-2 proveen mdultiples ventajas. Se cultivan en una laminilla de cristal y son
permeabilizadas para permitir la entrada de anticuerpos hacia la célula. Las estructuras nucleares
y citoplasmaticas se reconocen faciimente ya que poseen grandes nlcleos y citoplasma
representativo. Ademas, forman una poblacién homogénea sin mucha matriz extracelular que
contiene un namero considerable de células en division, muestran figuras mitdticas y la ocurrencia
simultanea de todos los estadios del ciclo celular, todas estas caracteristicas permiten la deteccién
de antigenos que se expresan de una manera diferencial durante el ciclo celular (7, 8, 10). Sin
embargo, algunas preparaciones comerciales de células HEp-2 no son adecuadas para la
deteccion de anti-Ro/SSA. Esta es una desventaja importante, especialmente para caracterizar

sueros con ANA negativos y anticuerpos anti-Ro/SSA positivos (7).

2) Titulo

El titulo de anticuerpos es directamente proporcional a la concentracién del anticuerpo y se
expresa con una escala cuantitativa de valores. El titulo de ANA puede ser Util en auxiliar al
diagnoéstico. Titulos de 1:160 o mayores se consideran positivos y requieren continuar el abordaje

diagnéstico, aunque los titulos bajos o ausentes no excluyen la enfermedad (3, 5, 6). Una
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expresion prominente de ANA, indicado por una alta titulacion, pueden anteceder al
establecimiento del diagndstico clinico por muchos afios y esto servir como una herramienta para
seleccionar una estrategia de abordaje diagnéstico y de seguimiento (4). De hecho, un titulo bajo
de ANA tiene baja probabilidad de revelar un resultado positivo en una prueba de anti-ENA
convencional. Aunque, se debe tomar en cuenta que un titulo bajo de ANA puede ser oscurecido
por la presencia de un titulo alto de ANA si existe otro patrén superpuesto en la misma muestra

(10).

3) Patrones de IF

El método de IF-ANA, es un ensayo sencillo, econémico y facil de realizar que se ha utilizado para
detectar un amplio rango de ANA y para su descripcion, se utilizan distintos patrones de IF (3, 6-8).
En la técnica de IF-ANA los anticuerpos del suero del paciente se unen a antigenos nucleares y
esto a su vez con un complejo de anti-inmunoglobulina asociado a moléculas fluorescentes. La
preparacién completa se visualiza por microscopia de fluorescencia para detectar la tincion
fluorescente. El patron fluorescente se observa de acuerdo con la distribucién celular de las
particulas fluorescentes (homogénea, moteada, etc.), mostrando distintos patrones de IF que a su
vez, pueden estar asociados con ciertas enfermedades autoinmunes (7).

Las células HEp-2 permiten el reconocimiento de mas de 30 patrones diferentes nucleares y
citoplasmaticos, los cuales estan dados por hasta mas de 100 diferentes autoanticuerpos.

Entre los multiples patrones que han sido descritos, los patrones homogéneo, moteado, periférico,
nucleolar y centromérico son los mas cominmente observados y de importancia clinica (3, 5, 10).
El patrén homogéneo nuclear sugiere la presencia de autoanticuerpos anti-histonas, anti-dsDNA
nativo y/o anti-nucleosoma (complejo histona-DNA). Algunos autores incluyen el anti-Scl-70 en el
diagnéstico diferencial del patrén homogéneo. En algunos casos puede observarse una tincién
mas intensa en el anillo nuclear en células en mitosis o en interfase (patron anular o periférico).
Esto también puede indicar la presencia de anticuerpos anti-dsDNA (1, 7, 8, 11).

Los patrones moteados nucleares son indicativos de autoanticuerpos que tienen por objetivo una

gran familia de antigenos no-histonas. Se han descrito multiples patrones moteados distintos y se
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han relacionado con diferentes antigenos como objetivos. El moteado puede variar en tamafio con
motas de grandes a muy finas y la forma ser muy uniforme o altamente irregular (7). El patrén
moteado indica la presencia de autoanticuerpos contra RNP, Sm, U1-RNP, Ro/SSA, La/SSB, Ku,
PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular), RNA polimerasa Il o Scl-70 (1, 8, 11).

Algunos estudios sugieren que los autoanticuerpos anti-Sm y anti-ULRNP pueden mostrar un
patrén moteado grueso y los anti-Ro/SSA o anti-La/SSB un moteado fino. En algunos casos, en el
patrén moteado fino, la tincién del ndcleo es granulosa y uniforme, mostrando un patrén casi
homogéneo (7).

El patron centromérico es observado cuando hay anticuerpos contra el cinetocoro, observado en la
esclerosis sistémica limitada (1, 7).

Los patrones nucleolares tienen especificidades principalmente observadas en pacientes con
esclerosis sistémica o en sindromes de superposicidon con caracteristicas clinicas de esclerosis
sistémica, con unos pocos reportados en otras enfermedades no relacionadas. El patron nucleolar
de las células HEp-2 puede ser causado por una gran variedad de autoanticuerpos como son
PM/Scl, To/Th, U3BRNP, Scl-70 (Topoisomerasa-1), anti-RNA polimerasa I/lll, que son altamente
especificos de esclerosis sistémica y tienen un significado tanto diagnéstico como prondstico (1, 7).
Los patrones citoplasmaticos revelan diferentes caracteristicas y son indicativos de los distintos
antigenos involucrados. El diagndstico diferencial del patrén citoplasmico incluye anticuerpos anti-
Ro/SSA, antigenos P ribosomales, anticuerpos contra la particula de reconocimiento de sefal
(SRP), anticuerpos antimitocondriales y anticuerpos asociados a varias aminoacil-tRNA sintetasas

1, 7).

Desventajas de la IF-ANA

Aunque el patrén puede aportar pistas de la posible enfermedad y de los autoanticuerpos
subyacentes, con excepcion del patron centromérico, la relevancia clinica del patrén de ANA es
limitado y se requieren pruebas posteriores para establecer la especificidad de los antigenos de los
ANA (4, 5). Las posibles causas son mudltiples. Por un lado, aunque los patrones en células HEp-2

han sido descritos en multiples sitios, no hay un acuerdo internacional o un uso estandarizado de
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los términos y las reglas de interpretacién, ademas el procedimiento es operador dependiente y
recae en la experiencia de los técnicos que realizan su lectura (8, 9). Por otro lado, algunos
autores, consideran que IF-ANA carece de especificidad debido a la superposicion entre los
patrones de tincién y las enfermedades, y sugieren que el advenimiento de autoanticuerpos mas
especificos ha disminuido el uso de los patrones de tincion (2). Aunque algunos patrones de tincion
nuclear en la prueba de IF-ANA pueden estar asociados con ciertos anticuerpos, hay una
considerable superposicion, pueden ocurrir patrones mixtos en pacientes que contienen mas de
una especificidad (7). Mdltiples autoanticuerpos nucleares frecuentemente estan presentes
simultdneamente y pueden interferir con el patrén de tincién normalmente producido por cada uno.
La tincion homogénea puede ademas oscurecer otros patrones si el anticuerpo causal esta
presente a una concentraciéon elevada (7, 11). Por tanto, los patrones de IF principales no son ni
especificos ni diagnosticos de algin autoanticuerpo o entidad nosolégica en la mayoria de los
casos. Solo son indicativos de la presencia de un autoanticuerpo, por ello, su presencia debe ser

verificada con otra prueba mas especifica (7).

Los ANA han sido categorizados en 2 principales grupos:

Anticuerpos anti-DNA e histonas.

Incluyen anticuerpos contra el DNA que fueron descubiertos en 1957, que pueden estar dirigidos
contra el DNA de cadena sencilla (ssDNA) o de doble cadena (dsDNA), y los anticuerpos anti-

histonas, descubiertos en 1971, los cuales son indicativos de lupus inducido por farmacos (3).

Anticuerpos contra antigenos extraibles del ntucleo (ENA)

Los anticuerpos extraibles del ndcleo estan dirigidos contra pequefias proteinas ribonucleares no-
histonas. Las proteinas ribonucleares juegan un papel importante en la transcripcion del mRNA (2).
Estos antigenos nucleares fueron nombrados ENA ya que originalmente eran extraibles del nicleo
con solucion salina. Los mas ampliamente conocidos son Sm, RNP, Ro/SSA, La/SSB (11). El
anticuerpo contra el antigeno Smith (Sm) fue el primer anti-ENA descubierto en 1966.

Posteriormente otros subtipos de anti-ENA (RNP, Ro/SSA, La/SSB, Scl-70, Jo-1 y PM1) fueron
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identificados mas claramente (3). El analisis de la reactividad a antigenos extraibles del nucleo
(ENA) puede ayudar a discriminar entre los diferentes tipos de enfermedades del tejido conjuntivo.
Ademas del potencial diagndstico de los anticuerpos anti-ENA, su deteccion también tiene
importancia prondstica (10). Ademas en los dltimos afios se han descrito una multitud de otros
autoanticuerpos (anti-CENP, RNA polimerasa I/1ll, Mu, Ku, Mi-2, RA33, etc.) (3).

Los métodos de EIA o ELISA son los ensayos para la deteccidon de anticuerpos especificos que
reaccionan con un autoantigeno sencillo (por ejemplo dsDNA, Ro/SSA, La/SSB, Sm/RNP). En los
ensayos especificos de antigeno, se recubren multiples antigenos en placas de microtitulacién,
usualmente una combinacion de Ro/SSA, La/SSB, Sm y RNP, con algunos incluyendo Jo-1 y Scl-
70. Estas pruebas son altamente especificas y sensibles y disminuyen sustancialmente el tiempo
involucrado en tamizar una gran cantidad de muestras de pacientes. Las pruebas son faciles de
realizar, pueden ser automatizadas y no requieren operadores altamente entrenados. Los
EIA/ELISA se han convertido en el método mas ampliamente utilizado no solo para el tamizaje de
rutina sino también para la deteccién de ANA especificos. Por otro lado, las tres técnicas utilizadas
en la actualidad para la deteccion de anticuerpos anti-dsDNA son la IF-ANA utilizando la Crithidia
luciliae como sustrato (CLIF), el ensayo Farr y la prueba de ELISA. Aarden y sus colaboradores en
1975 utilizaron la prueba de IF-ANA para la deteccién de anticuerpos anti-dsDNA usando un
hemoflagelado, la C. luciliae como sustrato. Este organismo contiene una organela intracelular el
cinetoplasto, la cual contiene una alta concentraciébn de dsDNA mientras aparentemente no
contiene otros antigenos nucleares reconocibles. Esta prueba es la mas util en el diagnéstico

primario de LES con alta especificidad comparado con ELISA (3).

Utilidad de los ANA.

La deteccion de ANA puede apoyar fuertemente el diagnéstico de mudltiples enfermedades
reumaticas (esclerosis sistémica, dermatomiositis/polimiositis, artritis idiopatica juvenil en su forma
oligoarticular, etc.), incluso, algunos ANA se incluyen en los criterios de clasificacion de la
enfermedad (por ejemplo lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del tejido conectivo o

sindrome de Sjogren). En los dltimos afios un ndmero creciente de autoanticuerpos contra
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antigenos nucleares, nucleolares y citoplasmaticos se han reconocido en las enfermedades
reumaticas sistémicas. Aunque algunas enfermedades particulares pueden estar asociadas con
ciertos anticuerpos “marcadores” (por ejemplo en la enfermedad mixta del tejido conectivo los
anticuerpos anti-RNP o los anticentroméricos con esclerosis sistémica limitada) es mas frecuente
gue las enfermedades estén caracterizadas por perfiles de anticuerpos con la presencia de ciertos
anticuerpos definidos y la ausencia de otros (11).

La prueba de IF-ANA es sensible, ya que se detectan ANA en mas del 95% de los pacientes con
LES (2). Una prueba negativa de ANA esta asociada con un alto valor predictivo, un resultado
negativo indica que hay una probabilidad menor de 0.14% de tener LES, pero tiene una
especificidad diagnéstica baja para esta enfermedad (20 a 35%) (2). Por ello, es importante
confirmar e identificar la especificidad inmunoldgica/antigénica de las pruebas de IF-ANA positivas
por pruebas mas definitivas (6). Comparado con LES, la prueba de IF-ANA tiene una baja
sensibilidad y especificidad para otras enfermedades del tejido conjuntivo (2). El ensayo de IF
usando HEp-2 es un buen método inicial de tamizaje para la deteccién de ANA, pero no es
especifico para un diagnostico en particular (7, 8). Provee informacion de la presencia de
autoanticuerpos séricos asi como la localizacién subcelular de los antigenos que reconoce (1).

El tamizaje de autoanticuerpos especificos de enfermedad, puede ser Util en individuos
asintomaticos con ANA positivos para evaluar el riesgo de desarrollar una enfermedad autoinmune
sistémica como LES, PM/DM, esclerosis sistémica, Sindrome de Sjogren, AR o cirrosis biliar
primaria (CBP) en el futuro. En pacientes con enfermedad sistémica autoinmune conocida o
sospechada, un panel de marcadores especificos puede ayudar a establecer el diagnéstico y
valorar el prondstico de la enfermedad (1).

La produccién de autoanticuerpos puede anunciar la aparicion de una enfermedad autoinmune,
especialmente en el caso de presentar autoanticuerpos especificos de enfermedad, lo cual puede
aparecer, meses, afios o incluso décadas. La deteccién de estos autoanticuerpos especificos de
enfermedad en individuos asintomaticos puede permitir el diagnostico temprano y el tratamiento

preventivo. Un ejemplo de ello son los anticuerpos antimitocondriales en la CBP (1).
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Se han reportado una gran variedad de autoanticuerpos que preceden el inicio de LES. Los ANA,
anti-Ro/SSA, anti-La/SSB y los anticuerpos antifosfolipidos pueden presentarse por periodos
prolongados antes del inicio de la enfermedad autoinmune, mientras los anti-Sm y anti-RNP
aparecen mas cercanamente al inicio de la enfermedad. Los anti-DNA aparecen en un rango
intermedio (1). Los autoanticuerpos asociados a esclerosis sistémica, también aparecen antes del
inicio de la enfermedad. Por ejemplo, los anticuerpos anti-centrémero pueden desarrollarse afios
antes del inicio de la enfermedad. Los anti-Scl70 (topoisomerasa |) son marcadores de esclerosis
sistémica difusa y estan fuertemente asociados con el desarrollo subsecuente de engrosamiento
cutaneo. Los anticuerpos contra las sintetasas de tRNA también pueden ser observadas muchos
afios antes del desarrollo de miositis. Los autoanticuerpos ademas frecuentemente preceden el
inicio de la artritis reumatoide, como los anticuerpos anti-péptidos citrulinados. Todos estos datos
indican que las autoanticuerpos especificos de enfermedad son predictores Utiles del desarrollo
futuro de las enfermedades autoinmunes (1).

Un estudio realizado por Arbuckle y colaboradores, mostr6 que no solo los autoanticuerpos
especificos de enfermedad, sino también los ANA estan presentes muchos afios antes del
diagnéstico de lupus eritematoso sistémico. Sin embargo, el valor diagnostico de cualquier
determinacion de autoanticuerpos depende fuertemente de la presentacion clinica (7).

ANA a titulos altos, especialmente con un patron moteado atipico o centromérico, casi siempre
favorece la identificacién de una especificidad de ANA. Basado en esto, la realizacion de una
prueba de anti-ENA depende del titulo y del patrén de IF (10). Aunque otros autores sugieren que
cuando una prueba de ANA por IF es positiva (independientemente del titulo o patrén), son
necesarias pruebas subsecuentes para detectar autoantigenos especificos. Los resultados de
estas pruebas pueden aportar mas informacion que los ANA aislados debido a que algunos de
ellos son especificos de alguna enfermedad (5). Aunque, por razones logisticas, puede ser mas
facil realizar el ensayo completo de los anticuerpos convencionales anti-ENA en muestras que son
positivas para ANA en patrones Yy titulos relevantes (10).

Las pruebas con mayor especificidad que pueden apoyar el diagnostico de LES incluyen los anti-

dsDNA vy los anti-Sm (Smith). Algunos autores proponen que las pruebas de especificidades de
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ANA (por ejemplo anti-dsDNA) deben realizarse solo en pacientes con una prueba de ANA positiva
con caracteristicas sugestivas de una enfermedad del tejido conjuntivo en particular y en pacientes
con ANA negativos con enfermedad del tejido conjuntivo conocida o sospechada y sugieren que en
muchos casos no es necesario realizar pruebas especificas cuando el tamizaje de ANA por IF ha
sido negativo (2, 5). Los anticuerpos anti Sm, dsDNA, antigenos P ribosomales y PCNA son
altamente especificos de LES (1, 2). Los anticuerpos anti-Sm son virtualmente patognoménicos de
LES y se detectan en aproximadamente 25-30% de los pacientes con LES. Los anti-RNP estan
asociados con Sm pero no son especificos de la enfermedad. Su prevalencia es de 20-40% en
pacientes con LES. Los anticuerpos anti-P ribosomal se han reportado en manifestaciones
neuropsiquiatricas de LES y son altamente especificos de esta entidad Los anticuerpos dirigidos
contra U1RNP pueden encontrarse en pacientes diagnosticados con enfermedad mixta del tejido
conjuntivo (1, 2).

Los anti-Ro/SSA y La/SSB se observan en el sindrome de Sjogren y otras enfermedades
sistémicas autoinmunes, como LES, miositis y esclerosis sistémica cuando estan acompafiadas de
sindrome seco. Los anti-Ro se encuentran en el 10-50% de pacientes con LES y 60-80% de
pacientes con sindrome de Sjogren primario. Aproximadamente 10-20% de los pacientes con LES
y un porcentaje un poco mas alto de pacientes con sindrome de Sjégren son positivos para anti-
La/SSB. Los anti-La estan casi siempre asociados con anti-Ro mientras que los anti-Ro
frecuentemente se detectan sin anti-La/SSB. La presencia de anti-SSA/Ro en pacientes con LES
esta asociada con lupus cutaneo subagudo e incremento del riesgo de bloqueo cardiaco congénito.
La presencia de anti-La/SSB se asocia con alto riesgo de LES de inicio tardio, sindrome de
Sjogren secundario y sindrome de lupus neonatal (1, 2).

La polimiositis (PM) y la dermatomiosisits (DM) se asocian con autoanticuerpos contra un grupo de
aminoacil tRNA sintetasas, los mas comunes son los anti-Jo-1 (histidil tRNA sintetasa), los cuales
se encuentran en 20-25% de los casos de miositis de adultos. Otros autoanticuerpos de este grupo
se encuentran en 1-4% de los casos. Todos ellos son altamente especificos para miositis y se
asocian con una constelacion de sintomas que constituyen el sindrome de autoanticuerpos

antisintetasa. Los anti-SRP son altamente especificos para polimiositis y estdn asociados con
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enfermedad grave. Los anti-Mi2 son un marcador de DM y generalmente estan asociados a un
prondstico relativamente mas favorable a largo plazo (1).

Los anticuerpos anti-Scl-70 son practicamente patognomonicos de la esclerosis sistémica y
predictores de involucro a érganos internos, escleroderma proximal y pobre prondstico. Los anti-
RNA polimerasa l/lll estdn asociados con enfermedad grave y mal prondstico. Estos son
marcadores especificos de enfermedad, con una sensibilidad de 21% y una especificidad del 100%
(2).

Los anticuerpos antifibrilarina, especificos para la pequefia ribonucleoproteina U3, son casi 100%
especificos para esclerosis sistémica y se encuentran en 2-8% de los pacientes. La frecuencia de
anti-Th es de aproximadamente 4%. Los pacientes con esclerosis sistémica limitada y patron
centromérico tienen una alta probabilidad de desarrollar manifestaciones del sindrome de CREST
(Calcinosis, Fenémeno de Raynaud, alteraciones Esofagicas, eSclerodactilia y Telangiectasias).
Los autoantigenos reconocidos mas comunmente en los sueros de estos pacientes son las

proteinas centroméricas (1).

Estudios de asociacion entre IF-ANA y especificidades.

Entre los estudios que han investigado la asociacién entre el patrén IF-ANA y las especificidades
finas de ANA, se encuentra el de Wangel y colaboradores publicado en 1984. Este estudio se
disefié en base a que estudios previos habian mostrado que los anticuerpos contra componentes
del complejo anti-ENA tendian a estar asociados con un patrén moteado en la prueba de IF-ANA,
por lo que estos investigadores estudiaron la asociacién entre el patrén de IF y los anticuerpos anti-
ENA (Sm, RNP, Ro/SSA y La/SSB). Ellos encontraron que la probabilidad de que un suero dado
tuviera los anti-ENA se podia predecir con base en el patron de tincion. Asi, el 61% de sueros con
patrén moteado presentd anticuerpos anti-ENA, mientras que solo 8% de los sueros con patrén
homogéneo y 1% con patrdn fibrilar fueron positivos para anti-ENA (11).

Otro estudio a este respecto, es el realizado por Peene y sus colaboradores para la identificacion
de ANA en una cohorte de pacientes donde se analizaron 15 937 muestras consecutivas. En las

muestras positivas para ANA (23.5% de las muestras) se realizaron pruebas de CLIF, EIA e
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inmunoensayos para la deteccién de antigenos especificos. Estos investigadores encontraron al
menos una especificidad en 21.1% de las muestras con ANA positivos: anti-dsDNA en 3.2%, anti-
ENA en 15.8% (anti-Ro/SSA 10.5%, anti-La/SSB 6.7%, anti-RNP 2.7%, anti-Sm 1.8%, anti-Scl70
1.2% y anti-Jo-1 0.2%). Se encontraron especificidades multiples en 7.9% de las muestras ANA
positivas. Los patrones de IF mas frecuentemente encontrados fueron el patron moteado (42%),
homogéneo (41%) y nucleolar (10%). Ademas determinaron la probabilidad de detectar un
antigeno especifico de acuerdo al patréon e intensidad de fluorescencia. A mayor intensidad de
fluorescencia en el tamizaje inicial de ANA, mas alta la tasa de deteccion de especificidades. En el
caso de intensidades bajas los anti-Ro/SSA o anti-La/SSB se detectaron preferentemente. Cuando
se confrontaron con los patrones homogéneos mas fuertes en intensidad de fluorescencia, los anti-
dsDNA se encontraron en el 36.6% y los anti-Ro/SSA/La/SSB en el 26.8%. Los patrones moteados
mas fuertes en intensidad de fluorescencia se encontraron en el 51.7% de las muestras con RNP y
en el 34.5% con anti-SSA/SSB. No se encontraron otros anticuerpos ademas de anti-
Ro/SSA/La/SSB en el patron centromérico (12).

El comportamiento del perfil de autoanticuerpos y la asociacion de los patrones por IF-ANA
ha sido estudiado en otros centros, sin embargo, en los pacientes que acuden a consulta en

el Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” no han sido explorados y
desconocemos si su comportamiento es similar a lo reportado en la literatura
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la determinacion de ANA por inmunofluorescencia indirecta contindia siendo la
prueba inicial méas (til para el estudio de las enfermedades reumaticas autoinmunes. Esta prueba
se reporta en términos de titulo y patron de IF. Mdltiples estudios sugieren que las pruebas
subsecuentes de las especificidades antigénicas de los ANA deben ser realizadas en base al
patrén de IF y los titulos de ANA. Sin embargo, otros estudios han mostrado que los patrones de IF
de los ANA no son especificos para predecir el tipo de autoanticuerpo contra el que estan dirigidos
debido a diversas razones. Entre las mas importantes, destacan, que hay superposicion entre los
patrones, las especificidades y las enfermedades autoinmunes; no hay un consenso general ni una
estandarizacion mundial en relacién a los patrones de IF y los antigenos que representan; y que la
prueba de IF-ANA es operador dependiente y requiere un personal altamente entrenado. A pesar
de ello, es frecuente en la practica clinica, que la decisién de realizar pruebas subsecuentes de
especificidades dependa del patrén de IF y/o su titulo y se enfoque Unicamente a solicitar aquellas
especificidades que tradicionalmente se han relacionado con cierto patron de IF, por ejemplo,
solicitar Unicamente anticuerpos anti-dsDNA ante un patrén homogéneo, o por otro lado, no
realizar estudios de especificidades cuando una prueba ha tenido un titulo bajo o negativo. En el
departamento de Reumatologia del Instituto Nacional de Cardiologia no se ha estudiado si hay
congruencia entre los patrones de IF, los titulos y las especificidades que se realizan en el
laboratorio de Inmunologia, ni tampoco las caracteristicas demogréficas ni el perfil inmunolégico de

los pacientes que tienen sospecha o diagnostico de enfermedad autoinmune.
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3. OBJETIVOS

Determinar el grado de congruencia entre el patrén de IF de los ANA y las especificidades

anti-dsDNA, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP y anti-Sm.

Determinar los patrones de IF y las especificidades mas frecuentes en la poblacién de

estudio

Determinar la relacion entre el titulo de ANA y la presencia de pruebas positivas para las

especificidades antigénicas anti-dsDNA, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP y anti-Sm.

20



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Tipo de Estudio

Es un estudio observacional, descriptivo, con coleccion retrolectiva de datos.

4.2 Ubicacion Temporal y Espacial

Se obtuvieron los datos de los registros del Laboratorio de Inmunologia del Instituto Nacional de
Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” (INCICh) en el periodo entre el 1° de octubre de 2006 al 31 de
mayo de 2010.

4.3. Criterios de Seleccion

Criterios de Inclusion. Pacientes del INClch con cualquier diagnéstico, que tuvieron
determinaciones de ANA por inmunofluorescencia indirecta en células HEp-2 reportando patron de
IF y titulo, asi como determinacion de anti-dsDNA por CLIF y determinacion de anti-RNP, anti-Sm,
anti-Ro/SSA y anti-La/SSB por método de ELISA utilizados en nuestra institucion en el periodo del
1° de octubre de 2006 al 30 de mayo de 2010.

Criterios de Exclusién. Pacientes del INClch con cualquier diagndstico, que no tuvieron
determinacion de ANA por inmunofluorescencia indirecta reportando patron de IF y titulo o que no
tuvieran determinacion de anti-dsDNA, anti-RNP, anti-Sm, anti-Ro/SSA o anti-La/SSB.

Criterios de Eliminaciéon. Casos con datos incompletos.

4.4, Descripcién Operativa del Estudio

Se realiz6 un estudio observacional exploratorio con coleccion retrolectiva de los datos de aquellos
casos que tuvieran una prueba de ANA por IF (IF-ANA) en células HEp-2, determinaciones de anti-
dsDNA por CLIF (inmunofluorescencia por Crithidia luciliae) y de anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-
RNP y anti-Sm por ELISA, entre el 1° de octubre de 2006 al 31 de mayo de 2010, basado en un
registro del Laboratorio de Inmunologia del Instituto Nacional de cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”.
Después se realizd una revision retrospectiva de los expedientes electrénicos o fisicos conforme
fuera necesario, donde se obtuvieron los siguientes datos: edad, género, diagndstico, registro,
fecha de estudio, ANA (patrén vy titulo), anti-dsDNA (positivo 0 negativo), anti-Ro/SSA (positivo o
negativo), anti-La/SSB (positivo o negativo), anti-RNP (positivo 0 negativo) y anti-Sm (positivo o

negativo).
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4.5, Andlisis Estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva reportando los resultados como promedios, DE o porcentajes. Se
calculé el indice k no ponderado de Cohen para determinar el grado de congruencia entre los
patrones de inmunofluorescencia y las 5 especificidades. Se interpreté como el indice de kappa de
acuerdo a su valor: <0 sin congruencia, >0 congruencia débil, 20.4 pero <0.75 congruencia
aceptable, = 0.75 congruencia excelente.

Para el analisis de los datos se utilizé el programa JMP version 7.0
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5. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio. El promedio

de edad fue de 40 anos con una DE + 14.2. Predominé el género femenino con un 81%.

El 71% tuvo una enfermedad reumatolégica como diagndstico primario, siendo el diagndstico mas

frecuente el de lupus eritematoso sistémico en 21% de los pacientes, seguido de SAAF primario

(15%) y artritis reumatoide (4.5%). En el caso de pacientes con diagnostico primario no

reumatolégico, hubo predominio de las enfermedades cardiopulmonares y renales.

TABLA 1.
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS
Edad £ (DE)
Género femenino
Diagnéstico
Enfermedad reumatoldgica
AlJ
AR
LES
Esclerosis sistémica
Sindrome de Sjégren primario
SAAF primario
Sindrome de superposicion
Enfermedad indiferenciada del tejido conjuntivo
Miopatias inflamatorias idiopaticas
FM/OA
Vasculitis
Espondiloartritis
Otras enfermedades reumaticas
Enfermedad no reumatologica
Cardiopulmonar
Renal
Neuroldgica
Hematolégica
Malignidades
Otras enfermedades no reumaticas

n (%)
40+ 14.2
719 (81)

629 (71)
6 (0.7)

40 (4.5)
189 (21.3)
19 (2.1)
23 (2.6)
138 (15.6)
95 (10.7)
47 (5.3)
6 (0.7)
32 (3.6)
17 (2)

4 (0.5)
13 (1.5)
256 (29)
130 (14.7)
47 (5.3)
40 (4.5)
24 (2.7)
7 (0.8)

8 (0.9)
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En la tabla 2 se muestran las caracteristicas de los estudios inmunolégicos de la poblacién. Los

patrones de IF mas frecuentes fueron el

moteado fino y el

homogéneo

(35 y 30%

respectivamente). El titulo mas frecuente fue 1:160 y el mas infrecuente 1:5120. En relacién a las

especificidades, la mas frecuente fue anti-dsDNA en 155 muestras (17%), seguida de anti-Ro en

131 (14% de las muestras). Las menos frecuentes fueron anti-Sm y anti-La (5%).

TABLA 2.

Patrén de IF
Negativo
Moteado fino (MF)
Moteado grueso (MG)
Homogéneo
Nucleolar
Centromérico
Otro patrén

Titulo
Negativo
1:40
1:80
1:160
1:320
1:640
1:1280
1:2560
1:5120

Anti-ADN

Anti-Ro

Anti-La

Anti-Sm

Anti-RNP

n (%)

99 (12)
311 (35)
42 (5)
268 (30)
27 (3)
19 (2)
119 (13)

98 (11)
86 (10)
30 (3)
283 (32)
77 (9)
118 (13)
72 (8)
81(9)
40 (5)
155 (17)
131 (14)
52 (5)
51 (5)
109 (12)
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En la tabla 3 se muestra los titulos y los patrones de la poblacién estudiada. Un total de 885 casos
se incluyeron en el estudio. Del total 99 muestras (11%) tuvieron ANA negativos. El patrén de IF
mas frecuente fue el moteado fino con un total de 311 muestras (35%), seguido del patrén
homogéneo en 268 (30%). En relacion a los titulos de ANA, un titulo de 1:160 fue el mas frecuente
con 283 (31%) de las muestras, en segundo lugar los titulos de 1:640. Solo el 4.5% de las

muestras tuvo la titulacion mas alta de 1:5120. El 75% de las muestras tuvo un titulo = 1:160.

TABLA 3.

n TiTULO

Total %

PATRON 0 1:40 1:.80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 Total

Negativo 99 0 0 0 0 0 0 0 0 99

11.19 0 0 0 0 0 0 0 0 11.19

Moteado fino 0 44 11 122 25 37 29 28 15 311
0 497 124 1379 282 4.18 3.28 3.16 1.69 35.14

Moteado grueso 0 7 4 22 2 5 1 1 0 42
0 079 045 249 023 0.56 0.11 0.11 0 475

Homogéneo 0 14 6 81 30 58 27 36 16 268
0 158 068 915 339 6.55 3.05 4.07 1.81 30.28

Nucleolar 0 2 2 3 3 6 4 3 4 27
0 023 023 034 034 068 0.45 0.34 045 3.05

Centromérico 0 0 0 1 1 2 3 9 3 19
0 0 0 011 011 0.23 0.34 1.02 0.34 215

Otro 0 18 7 54 16 10 8 4 2 119
0 203 079 610 1.81 1.13 0.90 0.45 0.23 13.45

Total 99 85 30 283 77 118 72 81 40 885

1119 9.60 3.39 3198 870 13.33 8.14 9.15 4.52

En la tabla 4 se muestran los patrones de inmunofluorescencia y los titulos de los autoanticuerpos
anti-dsDNA, con un total de 155 pacientes positivos para esta especificidad. De estos, el 7% de las
muestras fue negativo para ANA pero positivo para anti-dsDNA. El patron de IF mas frecuente en

las muestras positivas para anti-dsDNA fue el patron homogéneo representando un 55% del total,
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seguido del patron MF (21%) y otros patrones 10% (que incluyen patrones citoplasmico, NuMA,
PCNA, anular o periférico, entre otros).

El mayor niumero de muestras positivas que tenian un patron homogéneo fue a titulos de 1:2560.
En general la mayor proporcion de los casos positivos se encontraron a titulos 21:640 (43% del
total de muestras positivas), aunque el 8% del total de muestras se encontré a titulos de 1:160 y
solo dos casos a titulos <1:80.

En el patron MF el mayor numero de casos ocurrio a titulos de 1:2560 y de igual manera la mayor
proporcion de casos (15% del total de muestras) se encontré con titulos =1:640.

En relacion a los titulos, en general, la mayoria de casos se presentd a titulos de 1>2560 (24%),
encontrando la mayor parte (64%) de las muestras positivas para anti-dsDNA a titulos 21:640. El

18% a titulos de 1:160 y 10% a titulos menores.

TABLA 4. ANTICUERPOS ANTI-dSDNA
- TITULO
PATRON 0 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 TOTAL
NEGATIVO 11 0 0 0 0 0 0 0 11
7.10 0 0 0 0 0 0 0 7.10
MF 0 1 0 8 1 7 3 10 4 34
0 0.65 0 5.16 0.65 4.52 1.94 6.45 2.58 21.94
MG 0 0 1 0 0 0 0 1
0 0 0.65 0 0 0 0 0 0.65
HOMOGENEO 0 1 13 5 18 11 25 12 86
0 065 0.65 8.39 3.23 11.61 7.10 16.13 7.74 55.48
NUCLEOLAR 0 1 1 0 0 1 1 0 0 4
0 065 0.65 0 0 0.65 0.65 0 0 2.58
CENTROMERICO 0 0 0 0 1 0 1 1 3
0 0 0 0 0.65 0 0.65 0.65 1.94
OTROS 0 0 1 6 4 2 0 2 1 16
0 0 0.65 3.87 2.58 1.29 0 1.29 0.65 10.32
TOTAL 11 3 3 28 10 29 15 38 18 155
710 194 194 18.06 6.45 18.71 9.68 24.52 11.61
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En la tabla 5 se muestran los titulos y patrones de IF de los casos con anticuerpos anti-Ro
positivos. El 4.5% de las muestras con anti-Ro positivas tuvieron ANA por IF negativos.

El patron de IF mas frecuente fue el MF representando el 48% del total de muestras. De este, el
mayor nimero se encontro a titulos de 1:2560 (9.9% del total de muestras) y la mayor proporcién
de casos se encontr6 a titulos =1:640. Sin embargo, 11% del total de muestras se encontr6é a
titulos de 1:160. El segundo patrén en frecuencia fue el patron homogéneo, con un 32% del total
de muestras, encontrando la mayor parte de los casos a titulos de 21:640 (30% del total de
muestras). Solo 3 casos se encontraron en este patrén a titulos <1:320.

En el 6% se encontré el grupo denominado "otros" patrones. El resto de los casos se distribuyd de
manera similar en patron moteado grueso (4%), nucleolar (2%) y centromérico (2%).

En relacion a los titulos el mayor nimero de casos (29%) se encontré a titulos de 1:2560. En

general, el 73% se encontrd con titulos 21:640 y el 23% con titulos <160.

TABLA 5. ANTI-Ro
Total % , TITULO
PATRON 0 140 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 TOTAL
NEGATIVO 6 0 0 0 0 0 0 0 6
4.58 0 0 0 0 0 0 0 458
MF 0 15 3 10 12 13 8 63
0 153 1145 229 763 916 992  6.11  48.09
MG 0 1 0 2 0 1 0 4
0 0.76 0 0 153 0 076 0 305
HOMOGENEO 0 0 2 1 10 7 14 9 43
0 0 153 076 7.63 534 1069 687  32.82
NUCLEOLAR 0 0 0 0 1 1 0 1 3
0 0 0 0 076 076 0 076 229
CENTROMERICO 0 0 0 0 1 0 0 2 3
0 0 0 0 0.76 0 0 153 2.29
OTROS 0 0 4 1 2 1 1 0 9
0 0 305 076 153 076  0.76 0 687
TOTAL 6 3 21 5 26 21 29 20 131
458 229 1603 382 1985 1603 2214 1527
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En la tabla 6 se muestran los patrones de IF y los titulos de las muestras positivas para anticuerpos

anti-La/SSB (n=52). El 5.7% del total de las muestras fue negativo para deteccion de ANA. El

patrén de IF mas frecuente fue el MF representando casi la mitad (48%) del total de las muestras.

El mayor numero de casos se presento a titulos 21:640. Hubo solamente 3 casos a titulos de 1:160

y ningun caso por debajo de este titulo. El segundo patron mas frecuente fue el patron homogéneo

con 36% de los casos, con la mayor parte de los casos a titulos 21:640. No hubo ninguna muestra

reportada con los patrones moteado grueso y centromérico y solo un caso reportado como patron

nucleolar. El resto se encontré en el grupo de "otros" patrones (7.6%).

En cuanto a los titulos, la mayoria de casos se encontro a titulos de 1:2560 (26.9%), con el 80% de

muestras a titulos 2640.

TABLA 6. ANTI-La
'?otal % B TITULO
PATRON 0 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 TOTAL
NEGATIVO 3 0 0 0 0 0 0 3
5.77 0 0 0 0 0 0 5.77
MF 0 3 1 3 5 8 5 25
0 5.77 1.92 5.77 9.62 15.38 9.62 48.08
HOMOGENEO 0 1 0 4 4 6 4 19
0 1.92 0 7.69 7.69 11.54 7.69 36.54
NUCLEOLAR 0 0 1 0 0 1
0 0 1.92 0 0 1.92
OTROS 0 0 1 1 0 0 4
0 3.85 0 1.92 1.92 0 0 7.69
TOTAL 3 6 1 8 11 14 9 52
577 11.54 192 15.38 21.15 26.92 17.31
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En la tabla 7 se muestran los patrones y titulos de las muestras positivas para anticuerpos anti-Sm
(n=51). El 3% del total de muestras fue negativo para ANA. El patron mas frecuente de IF fue el MF
donde se encontrd el 39% de las muestras, con la mayor proporcion a titulos 21:640. Solo 3 casos
se encontraron a titulos <1:320. El segundo patron mas frecuente fue el homogéneo con 37%,
todos los casos con titulos 21:640. En el patrédn MG solo se reporto un caso. Ningun caso fue
reportado como patron nucleolar y solo 1 como patrén centromérico. El resto de casos se encontro
dentro del grupo de "otros" patrones.

En relacion a los titulos, el 74% tuvo titulos 2640, con el mayor numero (35%) a titulos de 1:2560.

El resto de casos se presentaron predominantemente a titulos de 1:160 o titulos menores.

TABLA 7. ANTI-Sm
- TITULO
PATRON 0 1:40 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 TOTAL
NEGATIVO 2 0 0 0 0 0 0 0 2
3.92 0 0 0 0 0 0 0 3.92
MF 0 1 1 8 20
0 1.96 1.96 1.96 3.92 3.92 15.69 9.80 39.22
MG 0 0 1 0 0 1
0 0 1.96 0 0 0 1.96
HOMOGENEO 0 0 0 0 2 9 19
0 0 0 0 5.88 3.92 17.65 9.80 37.25
CENTROMERICO 0 0 0 0 1 0 0 1
0 0 0 0 1.96 0 0 0 1.96
OTROS 0 0 5 2 0 0 1 8
0 0 9.80 3.92 0 0 1.96 0 15.69
TOTAL 2 1 7 3 6 4 18 10 o1
392 196 13.73 5.88 11.76 7.84 35.29 19.61

En la tabla 8 se muestran los titulos y patrones de IF de las muestras que tuvieron resultado
positivo para anticuerpos anti-RNP. El 4.5% de las muestras fue positivo para esta especificidad

pero negativo para ANA. Los patrones de IF mas frecuentes fueron el MF y el homogéneo
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representando el 40 y el 36% del total de muestras respectivamente. Para ambos grupos el mayor
numero de casos se encontrd a titulos 21:640, con algunos casos a titulos <1:320. El patrén
moteado grueso solo se reportd en el 2.7% de las muestras, al igual que el patrén nucleolar. Solo
un caso se reporté como patron centromérico y el resto de casos ocurrié dentro del grupo de
“otros” patrones.

En cuanto a los titulos, el mayor niumero de casos se presento a titulos 21:640, siendo 23% a
titulos de 1:2560 donde se encontr6 la mayoria de los casos. Un porcentaje considerable (13%) se
presento a titulos de 1:160.

En la tabla 9 se muestra la distribucion de acuerdo al resultado de las pruebas de ELISA de las
diferentes especificidades. El 69% de los pacientes tuvieron las 5 especificidades negativas y 31%

de las muestras tuvieron al menos una de las cinco especificidades positiva.

TABLA 8. ANTI-RNP
- TITULO
PATRON 0 1:40 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 TOTAL
NEGATIVO 5 0 0 0 0 0 0 0 5
4.59 0 0 0 4.59
MF 0 6 12 10 44
0 183 3.67 2.75 6.42 5.50 11.01 9.17 40.37
MG 0 1 1 1 0 0 3
0 0.92 0.92 0 0 0.92 0 0 2.75
HOMOGENEO 0 1 2 2 6 13 8 40
0 0.92 1.83 1.83 7.34 5.50 11.93 7.34 36.70
NUCLEOLAR 0 0 0 0 1 1 0 1 3
0 0 0 0 0.92 0.92 0 0.92 2.75
CENTROMERICO 0 0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0.92 0 0 0 0.92
OTROS 0 0 8 2 1 1 1 0 13
0 0 7.34 1.83 0.92 0.92 0.92 0 11.93
TOTAL 5 4 15 7 18 15 26 19 109
459 3.67 13.76 6.42 16.51 13.76 23.85 17.43
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Solo 10 pacientes (1%) tuvieron las 5 especificidades positivas. El 14% de los pacientes tuvieron
una especificidad positiva, siendo la mas frecuente anti-dsDNA (8%) seguido de anti-Ro en el 5% y
la especificidad aislada menos frecuente fue anti-Sm encontrandose solo en un paciente (0.1%). El
8% de los pacientes tuvieron dos especificidades positivas, siendo las combinaciones mas
frecuentes anti-Ro/SSA y La/SSB, anti-dsDNA y anti-RNP o anti-dsDNA y anti-Ro/SSA. Solo el

3.6% y el 2.3% fueron positivas a 3 y 4 especificidades respectivamente.

TABLA 9.

DNA Ro La Sm RNP  Numero %
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 612 69
Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 25 3
Negativo Negativo Negativo Positivo  Negativo 1 0.1
Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 11 1
Negativo  Negativo Positivo Negativo Negativo 6 1
Negativo Positivo  Negativo Negativo Negativo 41 5
Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 7 1
Negativo Positivo  Negativo Positivo Positivo 2 0.23
Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo 21 2
Negativo  Positivo  Positivo  Negativo  Positivo 4 0.45

Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo 72 8
Positivo  Negativo Negativo Negativo Positivo 15 2
Positivo Negativo  Negativo Positivo Positivo 11 1
Positivo  Negativo Positivo  Negativo Negativo 1 0.1
Positivo ~ Positivo Negativo Negativo Negativo 15 2
Positivo Positivo  Negativo Negativo Positivo 5 1
Positivo Positivo  Negativo Positivo Positivo 16 2
Positivo Positivo Positivo  Negativo  Negativo 7 1
Positivo Positivo Positivo  Negativo Positivo & 0.34
Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 10 1
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Para establecer la congruencia entre los patrones de IF y las 5 especificidades finas se utilizo el

indice de k. En relacion al anti-dsDNA y el patrén homogéneo, el indice de « fue de 0.24 con IC al

95% de 0.16 a 0.32. El resto de los patrones tuvo un indice negativo con IC al 95% no significativos

(Tabla 10).

TABLA 10. Anti-DNA

Patron IF indice k IC 95%
Negativo -0.06 -0.17 a 0.06
MF -0.11 -0.20 a -0.03
MG -0.07 -0.20 a 0.06
Homogéneo 0.24 0.16 a 0.32
Nucleolar -0.01 -0.14 a 0.13
centromérico 0 -0.14 a 0.13
Otros -0.04 -0.15 a 0.07

Para los anticuerpos anti-Ro el patrén MF tuvo un indice de k de 0.1 con IC al 95% de 0.02 a 0.18.

El resto de patrones tuvo indices k con IC al 95% no significativos (Tabla 11).

TABLA 11. Anti-Ro
Patron IF indice IC 95%

Negativo -0.09 -0.21 a 0.04
MF 0.10 0.02 a 0.18
MG -0.03 -0.17 a 0.11
Homogéneo 0.02 -0.07 a 0.1
Nucleolar -0.01 -0.16 a 0.13
centromérico 0 -0.15 a 0.15
Otros -0.08 -0.20 a 0.04

Para las especificidades anti-La, anti-Sm y anti-RNP

significativos (Tablas 12, 13 y 14).

los indices k y los IC al 95% no fueron

TABLA 12. Anti-La

Patrén IF  indice k IC 95%
Negativo -0.04 -0.20 a 0.11
MF 0.04 -0.04 a 0.13
MG
Homogéneo 0.02 -0.07 a 0.12
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Nucleolar -0.02 -0.23 a 0.20
centromérico

Otros -0.04 -0.18 a 0.11
TABLA 13. Anti-Sm

Patron IF indicek  IC 95%
Negativo -0.05 -0.21 a 0.10
MF 0.01 -0.07 a 0.10
MG -0.03 -0.23 a 0.17
Homogéneo 0.02 -0.07 a 0.12
Nucleolar
centromérico 0 -0.23 a 0.23
Otros 0.01 -0.13 a 0.16
TABLA 14. Anti-RNP

Patron de IF  indice k IC 95%

Negativo -0.08 -0.21 a 0.05
MF 0.03 -0.05 a 0.12
MG -0.03 -0.18 a 0.12
Homogéneo 0.04 -0.04 a 0.13
Nucleolar -0.01 -0.16 a 0.15
centromérico -0.02 -0.19 a 0.14
Otros -0.02 -0.14 a 0.11

6. DISCUSION

En la poblacion estudiada el mayor porcentaje correspondié al género femenino, acorde con el
predominio de dicho género en las enfermedades del tejido conectivo como sucede en otras series.
La mayor parte de los estudios fueron solicitados para el diagnéstico o seguimiento de una
enfermedad reumatica (71%), entre ellas, las mas frecuentes fueron el lupus eritematoso sistémico,
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, artritis reumatoide, esclerosis sistémica, sindrome de
Sjégren y sindrome de superposicion. El resto de estudios correspondié a diagndstico primario no
reumatolégico dénde por algun motivo se sospechd una etiologia autoinmune, las mas frecuentes,
enfermedades cardiopulmonares como hipertension arterial pulmonar, derrame pericardico o
tromboembolia pulmonar, seguido de las enfermedades renales como insuficiencia renal crénica o

glomerulonefritis.
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En el perfil inmunolégico, el 12% de las muestras tuvo una prueba de deteccion de IF-ANA
negativa. En los patrones de IF predomind el patrén MF (35%), seguido del homogéneo (30%),
siendo el patron menos frecuente el centromérico (2%). Esto concuerda con los datos reportados
por Peene y sus colaboradores donde encontraron los patrones MF (42%) y homogéneo (41%)
como los mas frecuentes (12). Los titulos mas frecuentes en nuestro estudio fueron 1:160 (32%),
siendo los titulos mas altos (1:5120) y los bajos (1:80) los menos frecuentes representando 5y 3%
respectivamente. El 75% de las muestras tuvo un titulo = 1:160, este titulo es el nivel que se
considera en la mayoria de los estudios un titulo relevante para el abordaje de la enfermedad del
tejido conjuntivo (3, 5, 6).

En relaciéon a las especificidades antigénicas los autoanticuerpos anti-dsDNA fueron los mas
frecuentes, seguido de los anti-Ro (14%) y anti-RNP (12%). Los anticuerpos anti-La y anti-Sm
fueron los menos frecuentes con una distribucion similar (5%). Esto difiere con lo reportado en la
cohorte de Peene, donde ellos encontraron a los anticuerpos anti-Ro como la especificidad mas
frecuente (10.5%), seguido de anti-La (6.7%) y anti-dsDNA en solo el 3.2%. La frecuencia de anti-
RNP y anti-Sm fue menos frecuente que lo encontrado en este estudio (2.7% y 1.8%
respectivamente), en general, para todas las especificidades encontramos una mayor frecuencia
en esta poblacion comparado con lo encontrado por Peene y sus colaboradores (12). Estas
diferencias pudieran ser explicadas debido a que en nuestra poblaciéon hay una mayor prevalencia
de enfermedades del tejido conjuntivo, principalmente lupus eritematoso sistémico.

Tomando en cuenta el patrén junto con el titulo por IF-ANA, fue mas frecuente el patrén MF a
titulos de 1:160, seguido del homogéneo a titulo de 1:160. Para el patrén nucleolar el titulo mas
frecuente fue mas elevado (1:640) y aun mas elevado para el patrén centromérico (1:2560). Sin
embargo, si tomamos en cuenta las pruebas especificas para los autoanticuerpos se puede
observar que fue mas frecuente encontrar una prueba positiva conforme mayor fuera el titulo de
ANA. Asi para los anti-dsDNA el mayor numero de casos positivos se encontro a titulo de 1:12560
(24%), seguido del titulo 1:640 (18%), encontrando la mayor parte de los casos (65%) a titulos
21:640. Para los anti-Ro, el comportamiento fue similar, teniendo el 22% de las pruebas positivas

para esta especificidad a titulos de 1:2560, seguido de 1:640 (19%). El 73% se encontrd a titulos
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21:640. Los anticuerpos anti-La, RNP y SM se comportaron de manera similar, teniendo el mayor
porcentaje de casos positivos a titulos de 1:2560 (26%, 35% y 23% respectivamente) y la mayoria
de los casos a titulos 21:640 (80%, 74% y 71% respectivamente). Por tanto, para las 5
especificidades estudiadas la mayor probabilidad de encontrar una prueba positiva se encontré a
titulos de 1:2560. La mayoria de las pruebas positivas se encontré a titulos de 21:640 por lo que
podria considerarse éste umbral como el de mayor posibilidad para encontrar una especificidad
antigénica positiva. Sin embargo hay que tomar en cuenta que hubo pruebas positivas con ANA
negativos para todas las especificidades, en un porcentaje bajo pero considerable (anti-dsDNA 7%,
anti-Ro 4.5%, anti-La 5.7%, anti-Sm 4% y anti-RNP 4.5%). En total de las 612 muestras con ANA
negativos, el 4.5% tuvo una especificidad positiva. Ademas, se encontraron pruebas positivas para
cada especificidad (anti-dsDNA 35%, anti-Ro el 27%, anti-La 20%, anti-Sm 26% y anti-RNP 29%) a
titulos de 1:320 o menores. Por lo que un titulo alto tiene mayor probabilidad de tener una
especificidad positiva pero titulos bajos o ANA negativos no descartan su presencia (3, 5, 6).

Del total de las muestras 31% fue positiva para al menos una especificidad, 14% tuvo una Unica
especificidad positiva (la mas frecuente anti-dsDNA 8%, la menos frecuente anti-Sm 0.1%), 8%
tuvo 2 especificidades, 3.6% tuvo 3 especificidades, 2.3% tuvo 4 especificidades y solo 1% tuvo las
5 especificidades positivos.

En relacién a la congruencia entre los patrones de IF y las especificidades solo se encontré una
débil asociacion entre el patréon homogéneo/anti-dsDNA y patréon MF/anti-Ro. Ha sido descrito por
otros autores que los anticuerpos anti-dsDNA pueden ser observados por IF como un patrén
homogéneo nuclear (1, 7, 8, 11). En este estudio encontramos solo una congruencia débil (indice
de kK 0.24, IC al 95% 0.16 a 0.32) y se observé que los anti-dsDNA pueden mostrar otros patrones
de IF ademas del homogéneo, principalmente MF que se presentd en el 21%, similar a lo
encontrado en la cohorte de Peene, pero también presentando “otros” patrones en el 10% donde
se incluyeron patrones como PCNA, NuMA, citoplasmico, anular, entre otros. En menor proporcién

patrén moteado grueso, centromérico y nucleolar (12).
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También se encontrd asociacion débil entre los anticuerpos anti-Ro y el patron moteado fino (indice
de k 0.10, IC al 95% 0.02 a 0.18), sin embargo una proporcién de pacientes presentd patron
homogéneo (32%), y otros patrones (13%) (12).

Para el resto de las especificidades no se encontré6 asociacion entre el patrén de IF y la
especificidad. Para los anticuerpos anti-La se observaron todos lo patrones excepto centromérico y
moteado grueso. Paro los anti-Sm todos los patrones excepto nucleolar y para los anti-RNP se
observaron todos lo patrones. Esto difiere con algunos de los datos reportados por otros autores.
Los anticuerpos anti-Ro y La clasicamente se han asociado con un patrén moteado fino, en este
estudio solo encontramos asociacion débil de los anti-Ro pero no con anti-La. Los anticuerpos anti-
Sm y RNP se han asociado con un patrén moteado (principalmente grueso), en este estudio no
encontramos esta asociacion incluso el patrén moteado grueso se observo solo en 2.75 de los
casos para el RNP y 1% para los anti-Sm, ni siquiera se encontr6 asociacion con el patron

moteado fino y estos anticuerpos pudieron presentar cualquier patrén (1, 7, 8, 11).
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7. CONCLUSIONES

En este estudio solo se encontr6 una congruencia débil entre el patron homogéneo y los
anticuerpos anti-DNA nativo, y en el patron moteado fino y los anticuerpos anti-Ro/SSA. No se
encontré6 congruencia entre otros patrones de IF y otras especificidades. Con estos datos, por lo
tanto, la decision de la realizacion de pruebas especificas para determinaciones de
autoanticuerpos no deberia estar basada en el patrén de IF en la poblacién que acude al INClch.
Se encontré que una prueba positiva para las especificidades estudiadas fue mas frecuente
cuando habia titulos elevados de ANA, sin embargo, también se presentaron a titulos bajos o
incluso con ANA negativos. En base a esto, la decision de la determinacién de las especificidades
antigénicas debe basarse en el contexto clinico del paciente, el grado de sospecha diagnostica y el
titulo de ANA. Aunque por otro lado, pudiera ser razonable la determinacién de las especificidades
inicialmente junto con los ANA basado en el grado de sospecha de la enfermedad especifica,
tomando en cuenta que actualmente hay mudltiples especificidades disponibles y tanto por
cuestiones logisticas como econdmicas no es posible la determinacion de todas ellas.

Se observo que los patrones de IF mas frecuentemente observados (moteado fino y homogéneo)
son similares a lo reportado en la literatura para otras poblaciones. En esta poblacion, los
autoanticuerpos anti-dsDNA fueron la especificidad mas frecuentemente encontrada, diferente a lo
reportado en otras poblaciones, lo que pudiera ser un reflejo de la alta incidencia y prevalencia de

lupus eritematoso sistémico en nuestra poblacion.
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