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GENERALIDADES

Las enfermedades sistémicas autoinmunes comunmente se caracterizan por la presencia de
autoanticuerpos contra antigenos propios . De hecho, el diagnoéstico, clasificacion y prondstico
de las enfermedades autoinmunes se basa, en manifestaciones clinicas y evaluacion de
laboratorio, particularmente en la presencia de ciertos titulos de auto-anticuerpos especificos.(1,
2)

Descritos en 1957(4, 5), los anticuerpos antinucleares (AAN) dirigidos contra una variedad de
antigenos nucleares, han sido detectados en el suero de pacientes con enfermedades reumaticas
y no reumaticas, asi como en pacientes con sindromes clinicos no identificables, e incluso
pueden estar presentes en individuos sanos.(2, 6, 7) El lupus eritematoso sistémico (LES) es una
enfermedad autoinmune prototipo, donde los autoanticuerpos estan dirigidos contra antigenos
intracelulares del nticleo (ADN de cadena unica y doble, ssADN y dsADN, respectivamente),
histonas, y antigenos nucleares extraibles (ENAs por sus siglas en inglés). Muchos de estos
autoanticuerpos no son especificos para LES y pueden ser producidos como resultado de la
activacion policlonal de células B(8). Los autoanticuerpos son policlonales de forma frecuente -
de isotipo, afinidad y avidez mixta- y estan dirigidos contra multiples blancos. Diferentes
ensayos detectan propiedades particulares de los anticuerpos, cuya importancia clinica para la
patogénesis o diagndstico no ha sido bien entendida hasta ahora. La inmunodifusion (ID)
detecta anticuerpos de alta afinidad, la inmunofluorescencia indirecta(IFI) anticuerpos de
moderada y alta afinidad, y el ensayo de inmunoabsorcion asociado a enzimas (ELISA)
anticuerpos de baja y alta afinidad.(6, 8).

Pruebas para Deteccion de Anticuerpos Antinucleares

Las distintas pruebas contienen antigenos recombinantes que pueden tener ciertos epitopes,
tener glicosilacion alterada o estructura terciaria, o tener contaminantes de antigenos
bacterianos. Cualquier anticuerpo contra componentes nucleares es un AAN.

Una prueba ideal deberia ser especifica (detecta solo aquellos sanos cuando es negativa),
sensible (detecta todos aquellos enfermos cuando la prueba es positiva), tener un alto valor
predictivo positivo (VPP) —donde la mayoria de los positivos tengan la enfermedad, y alto valor
predictivo negativo (VPN) —donde la mayoria de los negativos no tengan la enfermedad.

Una prueba positiva para AAN (por cualquier método) es uno de los criterios para la
clasificacion de LES, enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) y sindrome de Sjogren,
ademas funciona como criterio diagndstico en la practica diaria.(9, 10) Muchos pacientes con
AAN no tienen LES, pero la gran mayoria de pacientes con LES tienen AAN. El método de
escrutinio de eleccion para AAN es por IFI en higado de roedor o tejido epitelial humano (HEp-
2) (11, 12). La primera es una linea celular establecida en 1952 por Alice E Moore et al. y que
esta comprendida por miles de autoantigenos potenciales(13) (existen multiples preparaciones
disponibles en el mercado)(3, 8, 14); se realiza en rifién de roedor o en higado humano. La
segunda (HEp-2), mejora la sensibilidad para la deteccidon de AAN y hace mas facil la
identificacion de los diferentes patrones(4)). Los cultivos de células epiteliales HEp-2
(carcinoma laringeo humano, American Type Culture Collection CCL-23) son los mas usados
ya que el nucleo y nucleolo en estas células son grandes y contienen mayor cantidad de antigeno
SS-A, reduciendo el nimero de pacientes con LES AAN-negativo.(3, 6, 9, 14) Estas células
crecen en una placa de vidrio y se permeabilizan para permitir la entrada de anticuerpos a la
célula. Ambas estructuras, nucleares y citoplasmaticas, son facilmente reconocibles en cultivo
de células fijadas. Ademas, forman una poblaciéon homogénea sin mucha matriz extracelular. En
un cultivo no sincronizado, los antigenos que se expresan durante ciertas etapas del ciclo celular
también han sido descritos. Esto permite la deteccion de anticuerpos dirigidos hacia antigenos
relacionados al ciclo celular que raramente se expresan en secciones tisulares.(3) Los AAN en
HEp-2 sirve como prueba de escrutinio de primera linea para excluir la presencia de una
enfermedad sistémica autoinmune con aparente gran exactitud.(15, 16)



Interpretacion de Anticuerpos Antinucleares

Aunque los AAN son muy sensibles para LES, tener AAN positivo es comun, especialmente en
personas ancianas. Por lo tanto, los AAN tienen poco VPP para LES en poblaciones no
seleccionadas (pero alto para las enfermedades del tejido conectivo(12)) o cuando estd presente
en titulos bajos y no son diagnosticos.(8) Los AAN realizados en células Hep-2 son anormales
de forma mas frecuente en pacientes con cualquier enfermedad asociada a ellos (i.e.,
sensibilidad aumentada), pero mas pacientes sin enfermedades asociadas a AAN tendran
resultados anormales (i.e., menor especificidad).(5, 6) Una en tres personas sanas tendran AAN
por Hep-2 en diluciones de escrutinio de 1:40 y una en veinte seran positivas a 1:160. Las
células HEp-2 producen mas AAN positivos que el tejido de rata, y algunos AAN (por ejemplo,
anticuerpos anticentrémero) pueden ser detectados de forma confiable en sustrato HEp-2. La
variabilidad de los resultados de las pruebas de AAN puede deberse a cualquiera de los
siguientes: potencia de las anti-gamaglobulinas marcadas con fluoresceina; la especificidad de
la anti-gamaglobulina (e.g., anti-IgG, IgA, IgM); y potencia del foco UV en el microscopio de
fluorescencia.(6) Diferentes procedimientos de fijacion pueden producir diferentes patrones de
AAN; la fijacidon con acetona principalmente estabiliza el antigeno SSA/Ro en células Hep-2,
pero el etanol o metanol puros fueron menos eficaces. Algunas preparaciones comerciales de
células HEp-2 no son adecuadas para la deteccion de anti-SSA. Esto es un obstaculo,
especialmente para caracterizar suero AAN-negativo y anti-SSA positivo. Recientemente, para
solucionar este problema, se encuentra disponible un kit comercial con sustrato HEp-2 con
adicion de cDNA que codifica para 60kDa SSA/Ro.(3)

Lupus Seronegativo

El concepto de lupus AAN-negativo fue acufiado por primera vez por Koller et al. en 1976 con
la descripcion de 5 pacientes con AAN-negativo persistente a pesar de tener caracteristicas
clinicas consistentes con LES.(16, 18) En 1981, fue publicado un articulo describiendo 66
pacientes con hallazgos clinicos de LES leve pero muestras persistentemente negativas para
AAN en sustrato de higado de raton. Estos pacientes fueron designados como LES AAN-
negativo y fueron caracterizados serologicamente como LES ya que 62% tuvieron anticuerpos
precipitantes a la particula SSA/Ro, 31% tuvieron anticuerpos precipitantes a SSB/La (también
tuvieron SSA/Ro), y 27% tuvieron anticuerpos solamente contra ssDNA(10, 19, 20); estos
pacientes tuvieron seguimiento cercano por un dermatdlogo debido a dermatitis fotosensible
extensa. Muchos de estos pacientes demostraron caracteristicas sistémicas como artralgias y
leucopenia pero, debido a la ausencia de AAN, fueron ignorados por internistas y
reumatologos.(21) Aunque el “LES AAN-negativo” estd reportado, no queda claro si es el
resultado de un artefacto técnico o, bien, si es un subgrupo de pacientes con LES(8); Faria et al.,
analizaron la fluctuacion longitudinal de anti-dsDNA, anti-U1-RNP, anti-Sm, anti-SSA/Ro, y
anti-SSB/La en pacientes con lupus. De forma interesante, sus resultados encontraron que tanto
anti-SSA/Ro como anti-RNP mostraron un patrén relativamente estable, pero anti-Sm mostro
fluctuacion.(22) El cambio de tejido de rata al uso de células HEp-2 pudo haber disminuido la
proporcion de casos de LES AAN-negativo, pero de ninguna forma excluye la posibilidad de
que el suero de pacientes AAN-negativo contengan anticuerpos contra SSA/Ro.(23)

Grandes series han reportado 5% de pacientes con LES con negatividad para AAN.(19, 24) En
todos los pacientes y para todas las detecciones por IFI, hubo amplias variaciones en el grado de
positividad de la medicion de AAN, reflejado por el amplio intervalo de titulos de AAN. Esta
falta de concordancia entre laboratorios ha sido demostrada y no es del todo sorprendente
debido a la interpretacion subjetiva de los resultados que depende de la experiencia y
conocimiento del operador y las variaciones en las técnica de IFI, incluyendo variaciones en
fijacion y sustrato, diferencias en conjugados y en opticas microscopicas. Después de haber
estandarizado para patron homogéneo de AAN 66/233 (una reserva congelada de suero de 6
pacientes con diagnostico de LES) con la Organizacion Mundial de la Salud, se observo una
mejor concordancia interlaboratorios con menor dispersion de los resultados.(25) Una gran
cantidad de pacientes, por quienes se acuiio el término LES A AN-negativo”, tienen reactividad
predominantemente a SSA/Ro; si bien mostraron negatividad a AAN en sustrato de tejido de



roedor, casi siempre son positivos cuando se utiliza sustrato HEp-2.(5) La literatura reporta que
usar células HEp-2 como sustrato elimina virtualmente los resultados falsos-negativos de
AAN.(5) Aunque raro, es posible encontrar pacientes AAN-negativos con enfermedad activa;
estos pacientes corren el riesgo de ser subdiagnosticados.(19) Los mecanismos posibles
involucrados en esta asociacion frecuente incluye un exceso de antigenos circulantes o niveles
bajos de inmunoglobulinas séricas asociadas con proteinuria masiva.(26) Los criterios del
Colegio Americano de Reumatologia (ACR por sus siglas en inglés) se refieren a titulos
“anormales” de autoanticuerpos, pero no hay valor de corte que distinga de forma absoluta lo
normal de la enfermedad autoinmune. En general, entre mas alto sea el titulo tiene mayor
significado, particularmente en pacientes jovenes. La medicion de AAN es a lo mucho semi-
cuantitativa, y es pobremente estandarizada entre laboratorios debido a la falta de preparaciones
de referencia. La precision y exactitud de las técnicas depende de la configuracion del ensayo, el
control de calidad de los procedimientos, y la experiencia del lector. Los patrones pueden
sugerir especificidades de anticuerpos pero no son diagnoésticos.(8) Otra variable que afecta la
confiabilidad de los AAN es la introduccion reciente de la tecnologia ELISA.(6) La tecnologia
ELISA domina la practica de laboratorio de rutina, pero tiende a producir mas resultados falsos
positivos y débiles verdaderos positivos, lo cual reduce el VPP de la prueba. Esto puede
reducirse al usar conjugados especificos a IgG y validacion cuidadosa del ensayo. E1 VPN para
LES es alto para la mayoria de ensayos pero el VPP varia.(8) Existen pacientes con LES
definitivo que son AAN-negativo, pero si constituyen mas de 5% se recomienda que el método
se estudie una vez mas aunque, estadisticamente 5% es aceptable.(27)

Un comité designado por el ACR concluyé que la IFI debe considerarse como el método de
eleccion para la deteccion de AAN en pacientes con sospecha de enfermedad autoinmune
asociada a los mismos.(11) La determinaciéon de autoanticuerpos hacia antigenos nucleares
extraibles (anti-ENA) y anti-ADN de doble cadena (anti-dsDNA por sus siglas en inglés) esta
indicado sélo para los pacientes con AAN positivo.(11) Se ha tomado la practica de evaluar de
forma subsecuente para otros anticuerpos a los pacientes con AAN positivo. Esta evaluacion en
cascada aumenta la velocidad y mejora la exactitud del diagnostico.(6) A excepcion de casos
raros, la evaluacion subsiguiente de anticuerpos, si el paciente es AAN negativo, no esta
indicada (los autoanticuerpos especificos son casi siempre negativos en pacientes sin
positividad para AAN).(5, 16) Pocos estudios han demostrado la utilidad de tal practica; atn
queda por comprobarse que la evaluacién en cascada ofrezca ventajas sobre la evaluacion
enfocada de autoanticuerpos especificos basado en sospecha clinica. Por lo tanto, hasta que ésta
practica se compruebe en estudios rigurosos, no puede ser recomendada universalmente.(6)
Cuando se realizan determinaciones de AAN de rutina, es importante recordar que la prueba es
primeramente de escrutinio antes de realizar pruebas serologicas mas definidas.(27) Basado en
una observacion hecha por Solomon et al., el resultado negativo de AAN ayuda a descartar LES
ya que es una prueba muy sensible. En la mayoria de pacientes en los que se sospecha LES, los
AAN son la mejor prueba de inicio.(6) La mayoria de los kits estan disefiados para que el 95%
de los sueros de controles sanos no muestren marcado, mientras que el suero con
autoanticuerpos con relevancia diagnostica se detecten. En el caso de un resultado positivo, la
prueba se repite usando series geométricas de diluciones de acuerdo a la fortaleza de la
fluorescencia primaria (1:160 a 1:5120). Los titulos de al menos 1:160 se interpretan con
relevancia diagnostica.(11, 14)

Al usar un corte de 1:160 por IFI, se puede disminuir el nimero de falsos positivos, lo cual es
especialmente importante para poblaciones con alta prevalencia de AAN. Los titulos bajos de
AAN estan raramente presentes en pacientes con enfermedades autoinmunes, pero se observan
alrededor de 30%-40% de los individuos sanos. Estos resultados reflejan principalmente
autoanticuerpos naturales con baja avidez. Se sabe que la prevalencia de AAN varia de forma
amplia entre poblaciones de paises diferentes, y se reporté en 24% en los EUA y 54% en
Meéxico, en la poblacion general.(11)



COMPARACION DE TECNICAS

La inmunofluorescencia es una técnica laboriosa que requiere personal altamente calificado para
su correcta interpretacion. La dificultad para diagnosticar enfermedad autoinmune incrementa el
numero de pruebas que se solicitan a laboratorios centrales alcanzando algunos de estos mas de
160, 000 muestras procesadas anualmente. El esfuerzo por desarrollar métodos mas simples ha
sido considerable e incluye el desarrollo de técnicas por ELISA y la “inmunofluorescencia por
microesferas multiples” que detectan tanto AANs como ENAs(33). Los datos que estan
disponibles comparando nuevos ensayos con métodos tradicionales permiten observar que los
métodos multiplex tienen menores tasas positivas, sin embargo tienen un mayor riesgo de falsos
positivos que con la técnica de inmunofluorescencia; lo mismo aplica para métodos de
ELISA(53). Estos nuevos métodos no concuerdan al 100% con la inmunofluorescencia indirecta
y la falta de estandarizacion e incosistencias interensayo se ha convertido en un creciente
problema(33). El riesgo clinico de un falso negativo es predecible, manejable porque tanto el
LES como el SS son sindromes definidos clinicamente.(29) El antigeno SSA/Ro se presenta
usualmente en baja proporcion en células intactas, en contraste con otros antigenos nucleares
como SSB, ribonucleoproteina (RNP), Smith (Sm) y dsADN, que se presentan en abundancia.
Esto, y el hecho de que el antigeno SSA/Ro puede desaparecer del nucleo durante la fijacion,
produce de manera comun resultados negativos en la técnica IF1.(31) Estudios comparativos
entre ELISA e inmunofluorescencia evaluando distintos sustratos han demostrado un mayor
coeficiente de wvariabilidad inter e intraensayo con kits que utilizan tejido o células como
sustrato antigénico.(29) El IFI es un método manual y tiene algunas limitantes: poca
reproductibilidad intra e inter laboratorio, falta de estandarizacion debido a diferencias en el
montaje de tejidos o células, el tiempo de incubacion, la eleccion del campo en el microscopio y
de la experiencia del microscopista.(30) Maguire et al. mostraron que en el seguimiento a 1 afio
de AAN, los pacientes que son AAN-negativos por ELISA y AAN-positivos por IFI son
indistinguibles en sintomas relacionados a LES de aquellos pacientes que son negativos para
ELISA e IFL.(32) Bernardini ef al. compararon las tres fuentes de antigenos de (ELISA) contra
IFI para determinar la mejor prueba de escrutinio. . La sensibilidad clinica del IFI (utilizando
un corte de 1:80) fue de 77% en el diagnéstico de enfermedades de tejido conectivo (LES,
sindrome de Sjogren y esclerosis sistémica) y 91% en el diagnostico solo de LES. La
especificidad clinica del IFI fue de 86%. La sensibilidad mas alta de los métodos investigados
limitado al diagnostico de LES fue similar a lo reportado en la literatura, el escrutinio de AAN
tuvo menor valor diagnostico en Sjogren y esclerosis sistémica que en LES. El método IFI para
la deteccion de AAN parece ser la primer eleccion en un laboratorio bien estandarizado con un
microscopista experimentado, mientras que el ELISA puede ser una buena herramienta
diagnostica especialmente para deteccion de AAN a gran escala considerando la posibilidad de
usar instrumentos automatizados y de obtener datos objetivos y cuantitativos.(30) La prueba
para la deteccion de AAN recomendada es la microscopia por inmunofluorescencia,
particularmente la IFI basada en sustrato HEp-2. La deteccion de AAN por ELISA
generalmente arroja resultados tan buenos como el tradicional IFI en cuanto a sensibilidad. Sin
embargo, hay espacio para mejoria de la deteccion por ELISA, que puede incluir la adicion de
antigenos purificados nuevos o recombinantes en el ensayo.(34) Como consecuencia, los
patrones de fluorescencia usualmente son descritos claramente. (33)

La alta sensibilidad del ELISA le permite ser usado como escrutinio para AAN para que los
sueros negativos puedan ser reportados de forma directa, mientras que los positivos por ELISA
puedan ser comprobados por inmunofluorescencia. Debido a la baja especificidad del ELISA
(36% a 94%), todas las pruebas positivas deben ser corroboradas por inmunofluorescencia para
confirmar la presencia de AAN y en qué titulo y patron. Utilizando un ELISA con 95% o mayor
sensibilidad permitiria al laboratorio reportar la mayoria de las muestras, que son negativas, a
menor costo y con menor tiempo de respuesta.(29)

En un estudio realizado por Ulvestad et al.(29), 43 de las 680 muestras evaluados demostrd
positividad exclusivamente para SSA/SSB. La mayoria de los laboratorios hoy en dia usan las
células HEp-2 como fuente de antigenos nucleares(37, 38) y en 2009 ratificando esto
nuevamente el ACR declar6 la inmunofluorescencia indirecta utilizando células HEp-2 como



estrato como método ideal de escrutinio. Estudios comparativos entre diferentes kits para
deteccion de anticuerpos que utilizan HEp-2 como sustrato antigénico muestran que la
variabilidad interensayo es frecuente aunque existe muy buena concordancia entre diferentes
operadores al momento de evaluar la misma muestra, reportado en 72% especificamente para
LES. Hay muchos factores que pueden contribuir a esto, la proporcion de fluorescencia/proteina
o el fijador. Este ultimo se prefiere de acetona pura que alcanza sensibilidad de 97.5% vs 81.3%
en combinacion con alcohol para la deteccion de SSA/Ro. Otro problema es el tipo de
conjugado, que se prefiere sea especifico Fc IgG para mejorar el valor predictivo positivo del
ensayo(33). La presencia de LES AAN negativo puede en ocasiones ser una mala identificacion
de especificidades por el sustrato, como es el caso de células HEp-2 para identificar SSA/Ro. Es
conveniente la adicion de antigenos especificos que usualmente las células HEp-2 no identifican
como lo es SSA/Ro en conjunto con los demas ENA(37). Algunos de los kits comerciales
(LIASON) alcanzan sensibilidad de 94% y una especificidad mayor a 99%(55). Sin embargo,
estudios multicéntricos comparando hasta 8 kits comerciales por ELISA contra IFI con cortes
de 1:160 han reportado sensibilidad desde 69.5% al 97.7% y especificidad que va desde 66.9%
97.7%.(29) Olaussen et al. observaron un grado de discrepancia modesto pero similar entre dos
pruebas clasicas de inmunofluorescencia para la deteccion de AAN, entre HEp-2 y ELISA I, y
entre ELISA Iy ELISA II. El repertorio de antigenos usados en los sistemas ELISA permite la
deteccion de una poblacion dominante y clinicamente central de especificidades de AAN.(41)
Aunque la inmunofluorescencia ofrece el escrutinio de anticuerpos hacia numerosos antigenos
nucleares, pueden perderse especificidades importantes, e.g. SSA/Ro y Jo-1.(37) Las
discrepancias pueden ser explicadas por la calidad de antigenos puros o recombinantes,
alteraciones estructurales y cuantitativas, la alteracion potencial de la estructura de epitopes en
la capa de la microplaca, la cantidad de cada antigeno en la mezcla y su acceso para asegurar la
sensibilidad y especificidad comparables, la presencia de extractos de HEp-2 y el nivel de corte
para mantener valor clinico(55). La metodologia por inmunofluorescencia dista mucho de ser
perfecta por todo lo anteriormente mencionado; requiere mejoras importantes en cuanto a falta
de recursos tanto materiales como humanos, el bajo nivel de estandarizacion, la variabilidad
interobservador y el efecto de “blanqueamiento por luz”’(53). Ulvestad encontr6 en un estudio
que 31 sueros para inmunoensayo en linea (LIA) eran negativos para IFI; 26 de estos sueros
mostraron positividad para SSA/Ro-52 mientras que 5 mostraron positividad para Scl-70. Vos
et al. y Hoffman et al. tuvieron observaciones similares. Esto se explica por el hecho de que el
LIA es mas sensible para la deteccion de SSA/Ro-52 que IFI incluso cuando se utilizan células
HEp-2(56). 95%-98% de la gente con LES tiene AAN positivo, pero menos del 5% puede tener
AAN negativo y aun asi tener LES. Estas personas usualmente tienen una prueba positiva para
anti-Ro (SSA) o anti-La (SSB).(29) Dahle et al. analizaron 3079 muestras consecutivas de
diferentes pacientes en el laboratorio para inmunologia clinica para analisis de rutina de AAN
durante 12 meses. 375 sueros (12%) fueron ANA positivos ya fuera por IFI y/o por
identificacion de precipitinas en la prueba cDRID (medicion cuantitativa de antigeno en gel de
agar en el que, al llegar a una relacion adecuada entre antigeno y anticuerpo, se observan anillos
de precipitacion). En total, los AAN (1:100) fueron detectados por microscopia de IFI en 340
sueros (11%). 230 de estos (68%) resultaron negativos tanto en EIA como en ithDRID; 206
sueros (7%) fueron positivos en al menos una de las pruebas de escrutinio, pero negativos en las
células HEp-2. La especificidad del antigeno fue identificada por el cDRID en 35 de esos casos
(17%). Treinta y dos fueron anti-SSA positivos (91%), dos de los cuales tenian anti-SSB (6%).
Los anticuerpos anti-Scl-70 se confirmaron por cDRID en un suero, los anti-snRNP en otro, los
anti-Jo-1 en una tercera muestra. La microscopia por IFI en células HEp-2 en realizd en 136
sueros positivos para anti-SSA por cualquiera de los métodos. De estos, el patron tipico de anti-
SSA fue visto en células HEp-2 en 55 casos (40%). Setenta y seis de los 136 sueros tenian
anticuerpos anti-SSA precipitantes por cDRID, y de estos 46 (61%) fueron capturados por HEp-
2000; estos resultados confirman que la microscopia por IFI no es suficiente como tnica prueba
para escrutinio de AAN; la IFI en células HEp-2 suplementada con pruebas adicionales
especificas contra antigenos (el mas importante SSA/Ro) es 6ptimo.(37) Aun asi, ademas de la
microscopia por IFI usando células HEp-2 o HEp-2000 como sustratos de antigenos nucleares,
se recomienda el uso de ensayos suplementarios (e.g. ELISA) para no perder pacientes positivos



a SSA/Ro60(57). De hecho, la deteccion de reactivos nucleares especificos como SSA y RNP
ha sido reportado en pacientes con IFI negativo debido a baja expresion de estos antigenos y/o
pobre fijacion de células(33).

La interpretacion para el clinico depende en mucho de todos estos factores que no son
reportados habitualmente junto con los resultados, el conocimiento profundo del laboratorio con
que el profesional de salud trabaje es indispensable.(29)

ANTICUERPOS SS4/Ro

El antigeno SSA/Ro fue descrito por primera vez en 1962 por Anderson et al..(1) En 1969,
Clark et al. detectaron un nuevo antigeno citoplasmatico designado Ro, que reacciond con el
suero de pacientes con LES. La caracterizaciéon bioquimica reveld que el antigeno Ro era un
componente citoplasmatico soluble con la movilidad electroforética de una o-globulina,
resistente a enzimas proteoliticas como la tripsina. En 1975 Alspaugh y Tan describieron 3 tipos
de anticuerpos precipitantes en el suero de pacientes con sindrome de Sjogren. Una de estas
precipitinas, designada SSA (antigeno a del sindrome Sjogren, por sus siglas en inglés),
contenia un componente nuclear de una linea celular linfocitica humana. Estos investigadores
reportaron que la reactividad del antigeno SSA se destruia con el tratamiento con tripsina pero
permanecia a pesar del uso de RNasa y DNasa. Después Alspaugh y Maddison, en una
colaboracion interlaboratorios, utilizando inmunodifusion doble en agar, demostraron la
identidad inmunoldgica entre los anticuerpos anti-Ro y anti-SSA sugiriendo que los antigenos
Ro y SSA eran proteinas idénticas.(1, 42, 43) En 1981, Lerner et al. demostraron que el
antigeno Ro estaba asociado con muchos RNAs citoplasmaticos pequefios designados hY1-
hY5(42, 44) en células humanas. Sus tamafios iban de 83 a 112 nucleodtidos. Asi fue como se
defini6 al antigeno Ro, por primera vez, como una proteina de union a acido ribonucleico (RNP,
por sus siglas en inglés).(42) Los anticuerpos Anti-Ro y anti-La se encuentran en
aproximadamente 60%-90% y 30%-60% de los pacientes con sindrome de Sjégren primario, asi
como en 30%-40% y 10%-15% de los pacientes con LES, respectivamente.(2) El antigeno
SSA/Ro consiste de dos componente polipéptios de 52 y 60 kDa. En humanos, la proteina Ro de
60-kDa tiene un dominio de unién a RNA, mientras que la proteina de 52-kDa (Ro52) tiene un
dedo de zinc y cremallera de leucina pero no se une directamente a RNA. Las interacciones
moleculares entre la cremallera de leucina o Ro52 y tres péptidos del Ro 60-kDa muestran que
el Ro52 une el complejo Ro-RNP como resultado de una interaccion de aminoacidos. A
diferencia de las proteinas Ro 60-kDa y SSB, la molécula Ro52 es especifica a humanos y
monos y, particulas citoplasmaticas de ribonucleoproteinas (hYRNPs), pueden ser halladas en la
membrana citoplasmatica o en pequefias inclusiones durante la apoptosis como reacciéon contra
un estimulo tal como la luz ultravioleta B (UVB), 17-B-estradiol, infeccion viral, factor de
necrosis tumoral-a (TNFa) y otras moleculas inductoras de la apoptosis celular.(1, 45, 46, 47)
De entre una gran variedad de autoanticuerpos, el sistema de autoanticuerpos SSA/Ro (Ro60 y
Ro52) es el ENA con mayor especificidad y mayor prevalencia identificado en los laboratorios.
Los anticuerpos anti-Ro52 y anti-Ro60 tienen asociaciones clinicas diferentes.(1) Itoh et al. han
mostrado que el suero con precipitinas anti-SSA/Ro tienen anticuerpos que reconocen de forma
amplia la forma nativa del antigeno 60-kDa. El suero con anticuerpos anti-SSA/Ro y anti-
SSB/La puede inmunoprecipitar el SSA/Ro 52-kDa mientras que la mayoria de los sueros con
precipitinas SSA/Ro sin anticuerpos anti-SSB/La no reaccionan con la SSA/Ro nativa de 52
kDa, pero reconoce con gran avidez su forma desnaturalizada. Entonces, la respuesta anti-
SSA/Ro es extremadamente sensible a la conformacion del SSA/Ro y a la presencia de
anticuerpos anti-SSB/La; esto esta ampliamente restringido a la forma nativa del SSA/Ro de 60
kDa y a la forma desnaturalizada del SSA/Ro de 52 kDa.(42) Pourmand et al. encontraron que,
en el suero AAN negativo de 64 pacientes con sospecha de enfermedad del tejido conectivo, los
anticuerpos hacia Ro52 fueron el hallazgo mas frecuente.(19) Se ha propuesto a la apoptosis
como influencia en el mecanismo de autoinmunidad de Ro/La en tres niveles: el inicio de la
autoinmunidad, la diversificacion del repertorio de autoanticuerpos, y la lesion tisular mediada
por autoanticuerpos.



El hallazgo clave de que los autoantigenos intracelulares estdn unidos en inclusiones en la
membrana en la superficie de queratinocitos apoptdticos ha llevado a la propuesta de que las
células apoptoéticas sirven como fuente de inmundgeno intracelular para la produccion de
anticuerpos antinucleares. Los polipéptidos Ro y La redistribuidos pueden presentar neo-
epitopes durante la apoptosis via modificaciones moleculares como oxidacion, anclaje
proteolitico o cambios conformacionales. En individuos susceptibles genéticamente, la
generacion de epitopes no tolerisadas de Ro y La pueden iniciar una respuesta autoinmune,
particularmente en situaciones de gran apoptosis celular, o donde el aclaramiento de células
apoptdticas se ve alterado. Se ha demostrado que el antigeno La sufre anclaje proteolitico
durante la apoptosis resultando en pérdida de la localizacion de sefial nuclear y acumulacion en
el citoplasma. Se ha propuesto como hipdtesis que el sitio de los glucosaminoglucanos (GAG)
en el epitope de La de la terminacion carbonilo (COOH) (hacia delante del sitio de anclaje)
interactiia con proteinas accesorias para exportar a La hacia la porcion externa de la membrana
celular apoptética. Un potencial candidato es la anexina I, una proteina de uniéon a GAG que es
reclutada del citoplasma hacia la superficie celular durante la apoptosis. Ro60 no se ancla
durante la muerte celular. Grp78, que se sabe que actiia como adyuvante de las células TCD4{l
de ayuda, colocaliza con Ro52 y Ro60 en inclusiones apoptoticas y se une con ambos en
experimentos de diseminacion de epitopes. Mientras una interaccion fisica directa entre Grp78,
Ro52 y Ro 60 queda por demostrarse, Ro52 y Ro60 pero no La contiene potenciales sitios de
union a Grp78.(47) Muchas de las caracteristicas de LES han sido demostradas que
correlacionan con anticuerpos anti-SSA/Ro: fotosensibilidad aumentada, positividad a factor
reumatoide y mayor involucro renal. Hedgpeth et al. insistia que los anticuerpos anti-SSA/Ro
son hallados de forma frecuente en neumonitis intersticial en pacientes con LES.(1, 10, 19, 42)
La fuerte asociacion de los anti-SSA/Ro con ciertas manifestaciones clinicas sugieren que estos
anticuerpos pueden precipitarse en el desarrollo del dafio tisular.(42) Se ha acumulado evidencia
que sugiere que los anticuerpos anti-SSA/Ro tienen una alta asociacion con dos subentidades de
LES: lupus eritematoso cutdneo subagudo y lupus eritematoso neonatal (SCLE y NLE por sus
siglas en inglés, respectivamente).(31, 42, 46) La especificidad de los anti-Ro52 es frecuente en
enfermedades hepaticas autoinmunes. La enfermedad celiaca también estd asociada con
anticuerpos anti-Ro52; asi mismo, estd asociado con artropatia deformante no erosiva
(artropatia de Jaccoud) en pacientes con LES.(1) Una gran proporcion de LES y sindrome de
Sjogren con anti-SSA/Ro positivo poseen fenotipo ya sea HLA-DR2 y/o HLA-DR3.(48) Los
anticuerpos anti-SSA/Ro son un hallazgo raro en sujetos normales, o en pacientes con
enfermedades no reumaticas.(49)

Los anticuerpos anti-ENA (anti-U1-RNP, Sm, Ro/SSA, y La/SSB) no son medidos de forma
rutinaria en diferentes etapas de seguimiento de la enfermedad, a pesar de sus numerosas
asociaciones clinicas significativas.(50) En los pacientes con miopatias inflamatorias
idiopaticas, la presencia de anticuerpos contra SSA/Ro052 se asocia con anticuerpos anti-Jol. A
principios de 1980, diversos estudios documentaron una asociacion estrecha entre anticuerpos
anti-SSA/ro y SSB/La maternos con el bloqueo cardiaco congénito. Es bien sabido que los
anticuerpos anti-SSA/Ro son arritmogénicos para el corazon fetal y juegan un papel crucial en
el desarrollo del bloqueo cardiaco congénito (BCC), un paradigma modelo de la autoinmunidad
adquirida de forma pasiva, pero no esta claro si esto es también cierto para el corazon adulto(1);
se cree que la lesion tisular en el BCC esta mediada por la union de los anticuerpos anti-Ro/La
maternos con células apoptoticas en el corazon fetal en desarrollo. Los anticuerpos anti-La
cruzan la placenta y forman complejos IgG-células apoptoticas en el corazon fetal en un modelo
de transferencia pasiva, y la opsonizacion de cardiocitos apoptoticos por anti-Ro/La del tipo IgG
in vitro inhibe su aclaramiento fisioldgico. De forma subsecuente, un modelo de lesion tisular
mediado por anti-Ro/La en BCC ha sido propuesto en donde los anticuerpos anti-Ro/La
maternos se unen a células apoptoticas durante el remodelamiento embridnico del corazon fetal.
Estas células expresan apotopes (definidos como epitopes expresados en la superficie de células
apoptdticas), y pueden inhibir el aclaramiento fisiologico de cardiocitos apoptoticos por
cardiocitos residentes, resultando en una acumulacion exagerada de células apoptoticas
opsonizadas.(2, 47, 51) Distintos trabajos muestran que la mayoria de los pacientes con artritis
reumatoide y anti-Ro comparten las mismas caracteristicas extraarticulares, como sindrome



sicca, fotosensibilidad, parpura, leucopenia y reduccion de los factores del complemento. Otros
autores sugieren una asociacion estrecha entre los anticuerpos anti-Ro y el desarrollo tardio de
LES, definido como una enfermedad con desarrollo de sintomas después de los 50 afios de
edad. Esta subcategoria especial de LES, generalmente se considera una enfermedad benigna, se
caracteriza por aumento en la prevalencia de caracteristicas neurologicas, enfermedad
intersticial pulmonar, anticuerpos anti-Ro y anti-La, y baja frecuencia de involucro renal.(45)
Esta politica esta basada generalmente en la suposicion de que el estado de anticuerpos anti-
ENA no varia de forma significativa con el curso de la enfermedad en los pacientes.(50) La
evidencia disponible sugiere que hay una heterogeneidad bioquimica, inmunolégica y genética
significativas de proteinas antigénicas SSA/Ro. Varias técnicas han sido utilizadas para detectar
anticuerpos anti-SSA/Ro en el suero. Los ensayos de inmunoprecipitacion en agarosa, tales
como la inmunodifusién doble y la contrainmunoelectroforesis (CIE), en virtud de su
simplicidad y confiabilidad, han ganado amplia aceptacion para la evaluacién de rutina de
pacientes con enfermedades autoinmunes. Recientemente, se han desarrollado gran nimero de
EIA para la deteccion de anti-SSA/Ro.(44) Blomberg et al. compararon el ELISA, que contenia
ambas subunidades de SSA/Ro, con un IF-ANN de rutina (usando células HEp-2 como sustrato)
por su capacidad de detectar autoanticuerpos SSA/Ro en el suero de los pacientes; el hallazgo
principal en este estudio fue que un niimero sustancial de pacientes con anticuerpo a anti-
SSA/Ro, determinados por ELISA, no son detectados por IFI-AAN que utiliza células HEp-
2.(31) Por lo tanto, debe ser enfatizado que la deteccion de anti-SSA/Ro por ELISA (o por
cualquier otro método especifico para su deteccion) en IFI-AAN negativos no indica que el
paciente tenga lupus cutaneo o LES pero si orienta a estos diagndsticos que deben ser basados
de forma importante en los signos y sintomas de los pacientes. Los ensayos de IFI que utilizan
células HEp-2000 (a las que se incluyen SSA/ro de 60 kDa) mostraron mejor sensibilidad (71%-
91%) y altos PPV comparados con el IFI en células HEp-2. De cualquier forma, utilizando este
método no se pueden detectar anticuerpos anti-Ro52. Los ensayos de precipitacion de RNA
mostraron la sensibilidad y especificidad mas alta para detectar anti-SSA/Ro y anti-SSB/La; por
lo tanto, se le considera como el estandar de oro por diferentes autores. La CIE mostr6 alta
sensibilidad (89%) y especificidad (100%) para detectar anticuerpos anti-SSA/Ro; de hecho se
considera como uno de los métodos mas confiables, incluso mejor que el ELISA.(45)

Dependiendo del ensayo realizado y de como se seleccionen los pacientes, la evidencia muestra
que del 40% a mas del 90% de los pacientes con sindrome de Sjogren tiene autoanticuerpos
anti-SSA/Ro, y que del 20% al 50% tienen autoanticuerpos anti-SSB/La. Ambos
autoanticuerpos también pueden ser detectados en 10%-50% de los pacientes con LES; son
menos frecuentes en pacientes con otras enfermedades del tejido conectivo.(52) La
confiabilidad de estos ensayos depende de la pureza, asi como del contenido relativo de epitopes
de la preparacion de antigenos. Se ha utilizado la inmunotransferencia utilizando diversas
fuentes de antigenos, incluyendo extractos citoplasmaticos de lineas celulares cultivadas,
eritrocitos y preparaciones de purificados bioquimicos de SSA/Ro.(44)

En nuestro hospital hemos encontrado una gran cantidad de pacientes que han sido evaluados
para la deteccion de AAN en presencia de manifestaciones sugestivas de enfermedades
reumatoldgicas y a quienes se les ha solicitado, de manera conjunta, anticuerpos anti-ENA con
el objetivo de minimizar el tiempo entre el diagnostico y el inicio del tratamiento. Dichos
pacientes han presentado AAN negativos con ENA positivos, principalmente SSA/Ro. Debido a
lo ya mencionado en relacion a la importancia de los anticuerpos anti-SSA/Ro y su relacion con
enfermedades reumatologicas, hemos decidido evaluar la sensibilidad de la prueba que
utilizamos (IFI-ANA con células HEp-2) para la deteccion de estos pacientes, ya que en teoria
la sensibilidad es alrededor del 95%. Cabe destacar que las ultimas recomendaciones del ACR
son solicitar a manera de escrutinio AAN exclusivamente, y de resultar positivos continuar en
una segundo tiempo la evaluacion con los anti-ENA. Nosotros consideramos que dicha practica
puede llevar al subdiagnoéstico de un gran nimero de pacientes.



OBJETIVO

El objetivo de este estudio es obtener la sensibilidad de los AAN para la deteccion de anti-SSA
y compararla con la sensibilidad reportada en la literatura.

HIPOTESIS

La sensibilidad de los AAN para detectar anticuerpos anti-SSA es menor a la reportada en la
literatura.

MATERIAL Y METODOS

Se revisaron los estudios inmunolégicos de Quest Diagnostics del Hospital Angeles Lomas
durante el periodo de enero de 2010 hasta diciembre de 2014. Se incluyeron los resultados de
pacientes que tuvieran resultados, ya fuera positivos o negativos, de AAN (cualquier titulo) y de
anti-SSA; se excluyeron todos aquellos resultados en los que faltara alguno de los dos valores.
Se obtuvo la sensibilidad y especificidad de los AAN para la deteccion de anti-SSA y se
reportaron y compararon con la literatura internacional.

RESULTADOS

Se revisaron 900 pruebas inmunolégicas de Quest. Se realizaron tanto AAN como anti-SSA en
499 pacientes, de los cuales 71 pacientes (14.22%) tenian anti-SSA positivos; de estos, 33
pacientes (46.47%) tenian AAN positivos y 38 pacientes (53.53%) tenian AAN negativos. La
sensibilidad utilizando el corte de 1:160 fue de 57.7%; al considerar los AAN de cualquier valor
como positivos, la sensibilidad aument6 a 77.5%.

Tabla 1. Sensibilidad tomando en cuenta AAN >1:160 como positivo.

Anti-SSA positivo Anti-SSA negativo
AAN positivo 41 47 88
AAN negativo 30 381 411
71 428 499

Sensibilidad= 57.7%

Tabla 2. Sensibilidad tomando en cuenta AAN de cualquier titulo como positivo.

Anti-SSA positivo Anti-SSA negativo
AAN positivo 55 86 141
AAN negativo 16 342 358
71 428 499

Sensibilidad= 77.5%

DISCUSION

De acuerdo a las guias del Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés),
al evaluar a un paciente en el que se sospecha una enfermedad reumatologica, se debe de
solicitar AAN como primer paso. Si los AAN son negativos, no se debe solicitar ninglin otro
laboratorio, ya que la sensibilidad reportada de los AAN es de 95%. Esta recomendacion esta
basada en costo mas que en evidencia, ya que no se somete al paciente al gasto en otros
anticuerpos cuando los AAN sean negativos (a menos que la sospecha sea alta) y no existen
estudios que conozcamos que validen esta recomendacion. En nuestro estudio reportamos una
sensibilidad del 57.7% de la prueba de AAN por IFI si se toman los AAN con titulos <1:80



como negativos (de acuerdo a lo reportado en varias series); si tomamos cualquier titulo de
AAN como positivo, la sensibilidad sube un poco pero sin llegar a lo reportado en la literatura
internacional. Segin nuestros resultados, al mantener un estricto apego a las recomendaciones
del ACR, se podrian subdiagnosticar en un 42.3% (o el 22.5%, dependiendo de los titulos que se
tomen como positivos de AAN) enfermedades reumatoldgicas en pacientes a los que sélo se les
solicitan AAN. La sensibilidad de la prueba encontrada por nosotros la hace una mala prueba de
escrutinio al valorar a pacientes con sospecha de enfermedades reumatoldgicas con Anti
Ro/SSA positivo.

La medicion de los anticuerpos esta afectada por el uso de Hep-2 o Hep-2000 ya que ésta ultima
contiene mas sustrato para la deteccion de anticuerpos anti RO/SSA, incrementando con esto la
sensibilidad de la prueba al utilizar dicho sustrato. Sin embargo, es una linea celular que no se
utiliza de forma cotidiana (los resultados reportados en nuestro estudio son de Quest
Diagnostics que utiliza células Hep-2) y las sensibilidades reportadas en la literatura son en
células Hep-2.

Otro aspecto importante a considerar es el punto de corte de positividad de los AAN. La
literatura internacional considera como positivos los valores de AAN >1:160 y por debajo de
ellos no se continua el estudio del paciente. En nuestro estudio observamos pacientes con titulos
menores de los considerados positivos con presencia de otros anticuerpos, lo que disminuye la
sensibilidad de la prueba; a pesar de tomar cualquier titulo como positivo, encontramos una
sensibilidad muy baja para apoyar el uso de AAN como prueba de escrutinio para a deteccion
de anticuerpos anti Ro/SSA.

Como limitante de nuestro estudio, no pudimos corroborar que todos los pacientes con
anticuerpos anti Ro/SSA positivos tuvieran un diagndstico clinico de enfermedad reumatologica
autoinmune sin embargo como se menciono previamente, presencia de anti Ro/SSA es muy rara
en individuos sanos.

CONCLUSION

De acuerdo a nuestras observaciones, los AAN realizados con metodologia Hep-2 tienen una
sensibilidad mas baja que la reportada por la literatura internacional, siendo poco eficiente como
prueba de escrutinio para valorar a los pacientes en los que se sospechan enfermedades
reumatoldgicas asociadas a anticuerpos anti Ro/SSA. Este estudio pone en cuestionamiento el
algoritmo propuesto por la literatura.
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