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RESUMEN

Introduccidn: La prueba de anticuerpos antinucleares es una poderosa herramienta en el
diagnostico de las enfermedades reumaticas. Los anticuerpos antinucleares se determinan en
el laboratorio por un algoritmo o secuencia que se inicia con prueba de cribado y sigue con
la identificacion de las especificidades antinucleares mas comunes. Pero, ¢como interpretar
los resultados discordantes entre los dos niveles de estudio de anticuerpos antinucleares?
Objetivo: Determinar las especificidades antinucleares menos frecuentes en pacientes
positivos de cribado de ANA y negativos de las especificidades mas comunes.

Meétodos: Estudio prospectivo de 88 pacientes consecutivos remitidos para la deteccion

rutinaria de ANA con resultado positivo de cribado por ensayo inmuno-adsorbente ligado a
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enzima (ELISA) pero negativo de anticuerpos anti-ADN de doble cadena (dc, 1gG) y anti-
antigenos nucleares extraibles comunes (ENACc). Las muestras séricas correspondientes
fueron evaluadas por inmunofluorescencia indirecta sobre células de carcinoma epidermoide
laringeo humano (IFI-HEp-2) y por ELISA para la deteccion individual de ANA especificos.
Resultados: La prueba de ANA por IFI/HEp-2 resultd positiva en 56/88 (63,6 %) y las
especificidades antinucleares se detectaron en 57/88 (64,8 %) muestras, en el orden
decreciente de Anti-Nucs: 16/88 (18,2 %); anti-centrdmero (CENP-B): 15/88 (17,0 %);
-histona: 15/88 (17 %); -PM/Scl: 13/88 (14,8 %); -ADNsc: 11/88 (12,5 %) y —ENAc
individuales: 8/88 (9,1 %). La sensibilidad de la IFI-HEp-2 para las especificidades
antinucleares fue de 0,83 (IC95%: 0,72-0,93). De los pacientes negativos de subserologia
(26/31), 83,9 % no tenian antecedentes de enfermedad reumaética asociada a ANA.

Conclusiones: La mayoria de los pacientes con resultados discordantes entre el primer y
segundo nivel de ANA fueron positivos de especificidades antinucleares menos comunes,

pero de reconocido valor diagnostico.

Palabras clave: Anticuerpos antinucleares; anti-histona; anti-ADN de simple cadena (anti-

ADNSsc); anti-nucleosoma; anti-PM/Scl; anti-centrémero (anti-CENP-B).

ABSTRACT

Introduction: The antinuclear antibody test is a powerful tool for diagnosing rheumatic
diseases. Antinuclear antibodies are determined in the laboratory by an algorithm or
sequence that starts with a screening test and continues with the identification of the most
common antinuclear specificities. But how to interpret the discordant results between the
two levels of study of antinuclear antibodies?

Objective: To determine the less frequent antinuclear specificities in positive patients of
ANA screening and negative of the most common specificities.

Methods: A prospective study was done on 88 consecutive patients referred for the routine
ANA screening with a positive result of screening by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) but negative for anti-double-stranded DNA (dc, 1gG) and common extractable anti-
nuclear antigens (ENAc). The corresponding serum samples were evaluated by indirect
immunofluorescence on human laryngeal epidermoid carcinoma cells (IFI-HEp-2) and by
ELISA for the individual detection of specific ANA.
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Results: The ANA test by IFI / HEp-2 was positive in 56/88 (63.6 %) and the antinuclear
specificities were detected in 57/88 (64.8 %) samples, in decreasing Anti-Nucs order: 16/88
(18.2 %); anti-centromere (CENP-B): 15/88 (17.0 %); -histona: 15/88 (17 %); -PM / Scl:
13/88 (14.8 %); -ADNsc: 11/88 (12.5 %) and -ENAc individual: 8/88 (9.1 %). The
sensitivity of IFI-HEp-2 for antinuclear specificities was 0.83 (95 % CI: 0.72-0.93). No
history of rheumatic disease associated with ANA was read in (26/31) 83.9 % patients with
negative subserology.

Conclusions: The majority of patients with discordant results between the first and second
level of ANA were positive of less common antinuclear specificities, but of recognized

diagnostic value.

Keywords: Antinuclear antibodies; anti-histone; anti-DNA single chain (anti-ssDNA); anti-

nucleosome; anti-PM / Scl; anti-centromere (anti-CENP-B).

Recibido: 27/09/18
Aprobado: 31/01/19

INTRODUCCION

La prueba de anticuerpos antinucleares (ANA) es una de las determinaciones de auto-
anticuerpos mas solicitadas en los laboratorios clinicos, no solo por el valor diagnéstico de
las enfermedades reumaticas, sino también por el valor pronostico que permite
subclasificarlas clinicamente. En consideracion a ventajas economicas y organizativas en
nuestro laboratorio se aplico un algoritmo secuencial en el estudio de los ANA,*? el cual
consiste en el primer nivel de cribado de ANA totales sobre una formulacién de ensayo

inmuno-adsorbente ligado a enzima (ELISA) con un surtido amplio de antigenos nucleares,
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seguido por la deteccidn de anticuerpos anti-antigenos nucleares extraibles comunes (ENAC)
y anti-ADN de doble cadena (dc) en las muestras positivas. Sin embargo, una proporcién
considerable de muestras positivas de cribado de ANA resulta negativa de la subserologia

anti-ENAc/-ADNdc, lo que dificulta la interpretacion de los resultados.

Por tanto, el objetivo de esta investigacion es determinar las especificidades antinucleares
menos frecuentes en pacientes positivos de cribado de ANA y negativos de las

especificidades mas comunes.

METODOS

Se realiz6 un andlisis prospectivo de especificidades antinucleares en una muestra serica de
88 pacientes adultos consecutivos referidos para la deteccion rutinaria de ANA en el

Hospital Clinico Quirurgico “Hermanos Ameijeiras” desde enero hasta octubre de 2016.

Los criterios de inclusion fueron la concurrencia de resultado positivo de cribado de ANA
que detecta los anticuerpos anti-Ro-52, anti-Ro-60, -La, -RNP/Sm, -RNP-70, -RNP-A/C,
-Sm, -Scl-70, -Jo-1, -ADNdc, -ADNSsc, -nucleosomas, -histona H1-4, -Pm/Scl-100 y
-centromero B (ELISA, ANA Detect, Orgentec Diagnostika GmbH, Alemania) y resultados
negativos de anti-ADNdc y anti-ENAc (anti- Ro- 60, -R0-52, -La, -Sm, -RNP/Sm, -Scl 70 y
-Jo-1) (ELISA, ENA screen, Orgentec Diagnostika GmbH, Alemania).

Las muestras de suero fueron analizadas por IFI-HEp-2 (Orgentec Diagnostika GmbH,
Alemania) con dilucion inicial de 1:160 y adicion de anti-lgG humana fluoresceinada. Se
cuantificaron las especificidades antinucleares individuales de isotipo IgG: anti-histona,
-ADNsc, -nucs, -PM/Scl-100(100kDa), -CENP-B y —ENAc (anti-Ro-52, -R0-60, -La,
-Sm, -RNP70, -Scl70 y —Jo-1) (ELISA, Orgentec Diagnostika GmbH e IBL, Alemania).

Se interpretaron como valores positivos los superiores al valor de corte recomendado por el
fabricante. Los datos demogréaficos y clinicos relativos a seis meses antes de la prueba se
obtuvieron de la historia clinica y el interrogatorio. Se consideré como diagnostico clinico
preprueba el suscrito por el médico que indicé examen. Se consider6 como enfermedad

reumatica asociada a ANA (ERANA) el lupus eritematoso sistémico (LES), la esclerosis

(G ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Medicina. 2018;57(4):a02_403

sistémica (ES), el sindrome de Sjogren, la miopatia inflamatoria idiopatica y la enfermedad
mixta del tejido conectivo.® Se tuvo en cuenta como farmacos inductores de ANA todas las
categorias de farmacos asociadas al lupus eritematoso inducido por farmacos (LIF).® El
estudio se realizo con el consentimiento informado escrito de todos los pacientes y se recibio

la aprobacidon de la comision cientifica de dicho hospital.

La estadistica descriptiva se expresé como media y desviacion estandar para las variables
continuas y como frecuencia y porcentaje para las categoricas. La sensibilidad y
especificidad se calcularon con tablas de contingencia de 2 X 2. Los resultados cualitativos
se compararon mediante la prueba de X2. Se utilizo un nivel de significacion de 0,05 y una
confiabilidad del 95 %. Para el analisis estadistico se empled el EPIDAT 3.1y SPSS v 20.0
para Windows Xp.

RESULTADOS

Los 88 pacientes con resultado positivo de cribado de ANA y negativos de anti-ENAc/-
ADNdc se movieron en un rango amplio de edad, fueron mayormente mujeres y pacientes
ambulatorios (Tabla 1). La especialidad de reumatologia fue la dominante en la indicacién
de la prueba (43/88, 48,9 %). Los patrones de IFI de las 56/88 muestras positivas de
IFI-HEp-2 se distribuyeron entre el patrén granular (42/56, 75,0 %), nucleolar (16/56, 28,6 %),
citoplasmatico (14/56, 25,0 %), homogéneo (10/56, 17,9 %) y de membrana nuclear (8/56,
14,3 %). Los anticuerpos anti-nucs fueron los mas frecuentes (16/88), seguidos por los
antihistona (15/88), anti-CENP B (15/88), anti-PM/Scl (13/88), anti-ADNsc (11/88) y los
anti-ENAc (8/88) (Fig). Todas las reactividades de los anti-ENAc fueron de titulos bajos, de
ellos 5/8 fueron anti-Ro (52,60); y 3/8 fueron positivos de anti-La, -RNP70 o —Scl70.

La IFI-HEp-2 fall6 en detectar los anti-Ro (2/5); anti-ADNsc (3/11); anti-histona (2/15);
anti-PM/Scl (2/13); y anti-nucs (1/16). Los titulos de anticuerpos no detectados por
IFI-HEp-2 fueron bajos en 7/10 (70 %). El valor predictivo positivo y negativo de IFI-HEp-2
para las especificidades antinucleares fue de 0,84 (1C95%: 0,73-0,94) y 0,69 (IC 95 %:
0,51-0,86) respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 1 - Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con resultados positivos
de cribado de ANA y negativos de anti-ENAcomunes/-ADNdc (n= 88)

o Medida estadistica
Caracteristicas

Media Rango
Edad 47,3 18-72
Género: mujeres N° v
79 89,8
Categoria hospitalaria
Ambulatorios 74 (84,0)
Internos 14 (16,0)
Antecedentes
ERANA 33 (37,5)
E hepaticas autoinmunes 7 (8,0)
LIF 0 (0,0)
Infecciones 20 (22,7)
Neoplasias 6 (6,8)
Vacunacion 5 (5,7)
Uso de inmunosupresores 38 (43,2)
Uso de inductores de ANA 18 (20,5)
Cirugia 5 (5,7)
100
90 -
280
70 -
60
S50
40 -
30
20 —
10 -
0+ d d ‘ o a
IFI-HEpZ2| = 1 Ac | Nucs JZENPB Histona | PM/Scl ANDsc | EMAc
[Positivos (%) | 63,6 64,8 | 18,2 17,0 17,0 14,3 12,5 9,1

Fig. - Frecuencia de las especificidades antinucleares en pacientes con resultados positivos
de cribado de ANA y negativos de anti-ENAcomunes/-ADNdc (n = 88).
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Tabla 2 - Sensibilidad de la inmunofluorescencia indirecta sobre HEP-2
para la presencia de especificidades antinucleares

Especificidades

antinucleares Sensibili
>1 Ac 0.83
Anti-CENP B 10
Anti-nucs 0,04
Anti-PM/Scl 0.85
Anti-histonas 0,80
Anti-ADNsc 0.64
Anti-ENAci 0.63

dad

1C-95 %

0,72 | 0,93
0,97 1,0
0,79 1,0
0,61 1,0
0,56 1,0
031 | 097
0,23 1,0

IC: intervalo de confianza; Ac: anticuerpo; -nucs: nucleosoma; ADNsc: anti-ADN de simple cadena;
-ENAci: ENA comunes individuales (anti-Ro-52, -R0-60, -La, -Sm, -RNP70, -Scl70 y —Jo-1).

Tabla 3 - Caracteristicas demogréaficas y clinicas de pacientes con resultados positivos
de ANA de cribado y negativos de especificidades antinucleares (n= 31)

Caracteristicas
Edad, afios, media (rango)
Género: mujeres

Categoria hospitalaria
Ambulatorios
Internos

Antecedentes
ERANA
E hepéticas autoinmunes
Infecciones
Neoplasias
Vacunacion
Uso de inmunosupresores
Uso de inductores de ANA
Cirugia

Medida estadistica

Media

47,7
NO
25

29

N = O O o1

11

Rango

20-72
%
80,7

93,6
6,4

16,1
0,0
19,4
3,2
6,5
35,5
3,2
3,2

De las caracteristicas demograficas y clinicas de los 31 pacientes con resultados negativos

de subserologia se destacd la sospecha mas baja de ERANA (5/31, 16,1 %) respecto a los

pacientes positivos de especificidades antinucleares (28/57, 49,1 %) (p= 0,003) (Tabla 1y
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Tabla 3). No se observo asociacion entre la presencia de especificidades antinucleares y la

edad y sexo de los pacientes (p> 0,05).

DISCUSION

Este estudio disefiado para solucionar la contradiccion entre los resultados positivos del
cribado de ANA y la ausencia de reactividad frente a los ENA comunes y ADNdc ha
demostrado que la mayoria de estos pacientes presentaron especificidades antinucleares
como anti-nucs, -histona, -CENP-B, -PM/Scl y —ADNsc considerados como eficientes
marcadores diagnosticos de enfermedades reumaticas autoinmunes. Sobre el argumento de
que los métodos contemporaneos de ELISA para el cribado de ANA son una alternativa
comparable e incluso, superior en sensibilidad que la IFI-HEp-2,57 los ELISA estan siendo
empleados sobre todo en laboratorios con una carga considerable de solicitudes como el del
hospital del estudio. Sin embargo, la metodologia de ELISA estda amenazada por la

incidencia de reacciones de “falso-positivo” que atenta contra su especificidad.®®

Los anticuerpos més prevalentes fueron los anti-nucs considerados como uno de los
marcadores de mayor sensibilidad del LES, especialmente Utiles en pacientes negativos de
anti-ADNdc.® Los anticuerpos anti-CENP-B y los anti-histona fueron otras especificidades
antinucleares que se destacaron en los pacientes negativos de anti-ENAc/-ADNdc. Por su
naturaleza altamente especifica de la ES, los anticuerpos anti-centromero han sido incluidos
en sus criterios de clasificacion.® Dentro de la ES los anticuerpos anti-centromero permiten
la subclasificacion de la forma limitada cutanea.“'? Ademas, la presencia de anticuerpos
anti-centrémero es uno de los indicadores de utilidad para identificar a los pacientes de ES
de mayor riesgo de desarrollar la hipertension pulmonar.“? La presencia de los anticuerpos
anti-histona en ausencia de otros anticuerpos es la caracteristica serolégica mas destacada
del LIF.®? La produccion de anticuerpos anti-histona puede ser la tnica expresion de la

toxicidad del farmaco, en ausencia de sintomas clinicos.®3)

En pacientes con LES los anti-histona se relacionan con la actividad de la enfermedad, como
recientemente ha sido demostrado para la triple positividad de los anticuerpos anti-ADNdc,
anti-nucs y anti-histona que se asocid a la nefritis IGpica activa.*¥ Aunque los anticuerpos

anti-PM-Scl son infrecuentes en pacientes no caucasicos,® estos estuvieron presentes en
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una proporcion apreciable de nuestros pacientes. Los anti-PM-Scl representan el marcador
diagndstico del sindrome de sobreposicion de polimiositis y ES, donde ademas indican

mejor respuesta al tratamiento y prondstico favorable.®

Escasa especificidad clinica se le ha asignado a los anticuerpos anti-ADNsc, aunque ha sido
reconocida su presencia paralela a los anti-ADNdc en pacientes con LES y una similar
elevacion de sus niveles séricos durante las recaidas.!”) Investigaciones recientes han
seflalado que los anticuerpos anti-ADNsc pudieran desempefiar un papel clave en la
enfermedad de la nefritis lGpica.'® Ademas, los anti-ADNSsc, a diferencia de los anti-
ADNdc estan presentes en pacientes con LIF y se consideran un criterio diagnostico de este

subgrupo de lupus.®

Por otra parte, el estudio ha demostrado que la prueba de cribado de ANA puede ser positiva
aun sin evidencia de la presencia de especificidades antinucleares y en individuos sin
ERANA, lo que sefiala su caracter relativamente inespecifico, reconocido también por otros
autores.®20 Aspectos metodoldgicos, como la fuente y preparacion del antigeno y el
proceso de recubrimiento de la fase solida, pueden afectar los resultados del ELISA y dar
lugar a resultados “falsos-positivos”.!

Los resultados clinicamente irrelevantes o “falsos-positivos” del cribado de ANA pudieran
atribuirse también a caracteristicas seroldgicas de los pacientes sometidos a estimulaciones
por agentes infecciosos, tumores o vacunaciones, factores que pueden desencadenar
perturbacion de la respuesta inmune con la consiguiente produccion de autoanticuerpos de
baja avidez v titulo.??>?® Excepto la menor frecuencia de pacientes con criterios clinicos de
ERANA, las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes positivos de ANA de
cribado pero negativos de subserologia fueron similares a las de los pacientes con
subserologia positiva. Ha sido reconocido que los pacientes con resultado positivo de ANA
de cribado, en los cuales la positividad de ANA puede considerarse como una alteracién
aislada, tienen igualmente baja la probabilidad de presentar una ERANA.(9 El otro
conflicto asociado con la positividad de ANA fuera del contexto clinico esta relacionado con
el concepto de que la produccion de auto-anticuerpos precede a la fase clinica.?® Aunque
los auto-anticuerpos permiten identificar a los sujetos con riesgo de desarrollar enfermedad

autoinmune, la implementacion de medidas preventivas requiere de una mayor integracién
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de los fallos de inmunoregulacién que condicionan la progresion de la enfermedad en un

marco de tiempo.

Estos resultados manifiestan que la IFI-HEp-2 fallo6 en detectar un porcentaje no
despreciable de anticuerpos anti-ADNsc, anti-histonas, anti-PM-Scl, ant-nucs y anti-ENAc.
Uno de los argumentos que sustenta el continuado uso de IFI-HEp-2 como método de
referencia para el cribado de ANA es que este sustrato contiene mas de 100 antigenos
celulares. Sin embargo, es obvio que la IFI no puede detectar todos los anticuerpos
presentes, aun cuando estos estan dirigidos frente a un autoantigeno fuertemente expresado
en las células HEp-2, los ejemplos més reconocidos son los anticuerpos anti-Ro60, anti-
R052/TRIM21, anti-Jo-1, anti-ribosomales, anti-PCNA y anti-PM-Scl (revisado en 21). En el
marco de la sospecha clinica de enfermedad reumética autoinmune se recomienda la
determinacion de las especificidades antinucleares individuales ain en pacientes negativos de
ANA por IFI/HEp-2.

Nuestro estudio indicé que un resultado positivo de ANA de cribado no tiene un valor
definido hasta la determinacion de las especificidades antinucleares. La mayoria de los
pacientes positivos de ANA de cribado, pero negativos de anti-ENAc/-ADNdc resultaron
positivos de especificidades antinucleares de establecido valor diagnostico y pronostico
como anti-nucs, anti-histonas, anti-CENP B, anti-PM/Scl y anti-ADNsc. Aunque la
ramificacion del algoritmo de ANA eleva el costo de la prueba, se cree justificada la
determinacion de las especificidades individuales menores porque permite cerrar el
diagnostico serologico de los pacientes positivos de ANA de cribado, pero negativos de anti-
ENAc/-ADNdCc.

La mayoria de los pacientes positivos de ANA de cribado, pero negativos de anti-ENAc/-
ADNdc, fueron positivos de IFI-HEp-2 y presentaron especificidades antinucleares anti-
nucs, anti-histonas, anti-CENP B, anti-PM/Scl o anti-ADNsc. Se considera que la
determinacion de estas especificidades antinucleares en pacientes con resultados
discordantes entre los dos niveles de ANA puede ser muy util para lograr un diagnostico

certero y subclasificar la enfermedad reumatica asociada a ANA.
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