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Resumen

Objetivo: Correlacionar los niveles de anticuerpos antinucleares obtenidos por las técnicas de inmunofluorescen-
cia indirecta (FANA) e inmunoensayo lineal (ANA-LIA) en pacientes diagnosticados o con sospecha clinica de
enfermedad autoinmune. Métodos: Se incluyeron 100 pacientes que dieron su consentimiento informado para
participar en el estudio. Los ensayos e interpretacion de los resultados de las pruebas de FANA y ANA-LIA se
realizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante. Resultados: el 97,4% de los pacientes estudiados eran
de sexo femenino con edad promedio de 42 afios, siendo la Artritis reumatoide, Poliartritis y Lupus Eritematoso
Sistémico las enfermedades que con mayor frecuencia acompafiaron la solicitud médica. Se observd que ambos
métodos fueron positivos en el 21% de los casos y que el indice de correlacion de Kappa entre las pruebas fue mo-
derado (k= 0,51; p<0,05), la sensibilidad y especificidad de los métodos fue del 71,4% y 84,8% respectivamente,
se observo también que para un determinado patréon fluorescente puede haber positividad de mas de un antigeno
de la prueba de ANA-LIA y viceversa. Conclusiones: FANA es el método de tamizaje aceptado en la practica
clinica para orientar hacia un diagnoéstico clinico de enfermedad autoinmune mas probable, debido a la subje-
tividad en la interpretacion de sus resultados y necesidad de entrenamiento en la identificacion de los patrones
fluorescentes, se requiere del apoyo de otros métodos de laboratorio que permitan identificar con mayor precision
los antigenos reconocidos por los autoanticuerpos, ANA-LIA es una herramienta de laboratorio costo-efectiva de
elevada sensibilidad y especificidad que se ajusta a este requerimiento.

Palabras clave: anticuerpos antinucleares, biomarcadores, enfermedades autoinmunes, inmunofluorescencia, in-
munolineal, nitrocelulosa, patron fluorescente, sistema inmune. (MeSH).
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Abstract

Objective: To correlate levels of antinuclear antibodies obtained by indirect immunofluorescence techniques
(FANA) and linear immunoassay (ANA-LIA) in patients diagnosed or with clinical suspicion of autoimmune
disease. Methods: 100 patients who gave their informed consent to participate in the study were included. Assays
and interpretation of results of FANA and ANA-LIA test were performed following the manufacturer’s recom-
mendations. Results: 97,4% of the patients studied were female with an average age of 42 years, being rheuma-
toid arthritis, polyarthritis and systemic lupus erythematosus the diseases that most frequently accompanied the
medical request. It was observed that both methods were positive in 21% of the cases and that the Kappa correla-
tion index was moderate between the tests (k = 0,51; p <0,05), the sensitivity and specificity of the methods was
71,4% and 84,8% respectively. It was also observed that for a given fluorescent pattern there may be positivity of
more than one antigen of the ANA-LIA test and vice versa. Conclusions: FANA is the screening method accepted
in the clinical practice to guide towards a more probable clinical diagnosis of autoimmune disease. Due to the
subjectivity in the interpretation of its results and the need for training in the identification of fluorescent patterns,
the support of other laboratory methods that allow the identification of antigens recognized by autoantibodies with
greater precision is necessary, ANA-LIA is a cost-effective laboratory tool of high sensitivity and specificity that
meets this requirement.

Keywords: Antinuclear antibodies, biomarkers, autoimmune diseases, immunofluorescence, line immunoassay,
nitrocellulose, fluorescent pattern, immune system. (MeSH).

INTRODUCCION

Durante su proceso de maduracion las células del siste-
ma inmune adaptativo adquieren la capacidad de reco-
nocer lo propio y atacar lo no propio o extrafio. Ante
circunstancias no bien conocidas el sistema inmune
adaptativo deja de tolerar lo propio, ocasionando pro-
cesos inflamatorios crénicos, que afectan a uno o mas
organos y sistemas (1), ello se atribuye a errores o de-
fectos en el sistema inmune y su incapacidad de contro-
lar o eliminar patégenos que a su vez cuentan con me-
canismos de evasion inmune bien desarrollados. (2,3).

Se conoce que en funcion a la raza y las condiciones
medio ambientales en la que viven los individuos, del
5 al 10% de la poblacion padece enfermedades autoin-
munes y que estas afectan principalmente a mujeres en
edad fertil o productiva. A pesar de la alta morbilidad y
mortalidad que muestran las enfermedades autoinmu-
nes no se conoce con exactitud la causa predisponente
por lo que estas aun siguen siendo desconocidas. (4).

La descripcion y caracteristicas de los diferentes auto
anticuerpos son importantes en el diagnodstico, predic-
cion y prondstico de las distintas enfermedades autoin-
munes. Desde hace mucho tiempo los anticuerpos anti
nucleares identificados en el sustrato celular Hep-2 me-
didos por inmunofluorescencia indirecta son considera-
dos “Gold Standard” debido a que permite identificar
un poco mas de 100 antigenos en el nucleo y citoplas-
ma de las celulas HEp-2 lo cual lo convierte en una he-
rramienta Util para el tamizaje, deteccion y seguimiento
de enfermedades reumaticas. (5).
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Si bien se han implementados métodos de fase solida
para la deteccion de anticuerpos antinucleares mediante
métodos de ELISA, inmuno-blot, y ensayos multiplex,
estos incluyen un numero limitados de antigenos lo cual
implica la posibilidad de resultados falsos negativos
con limitacion en la sensibildad diagnostica de la prue-
ba.. El hecho que sea considerada un test de tamizaje
para determinadas enfermedades autoinmunes como el
Lupus, o Sindrome de Sjdgren, entre otros, requiere el
uso de otros test de laboratorio de mayor especificidad
diagnostica, como el ELISA, inmunoblot, MBIA, etc.

(6).

En casos de que el perfil clinico de la efermedad auto-
inmune varie significativamente, es necesario que de la
mano del método de FANA vaya un método de detec-
cion de antigenos de mayor especificidad lo cual evita
en gran manera el diagnostico una enfermedad autoin-
mune o reumatica erroneamente. (7).

En los ultimos afios se ha sugerido emplear y evaluar
diferentes biomarcadores para la deteccion y moni-
toreo de enfermedades autoinmunes. La deteccion de
anticuerpos anti nucleares por ANA-LIA es un test de
laboratorio que emplea antigenos recombinantes purifi-
cados del nucleo y citoplasma celular que comunmen-
te son blanco del reconocimiento de los denominados
anticuerpos antinucleares en el test de FANA, lo cual
mejora la especificidad diagnodstica en pro del diagnos-
tico, prondstico y seguimiento de diferentes trastornos
autoinmunes. (7,8).

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2020; 32: 143-153.



Anticuerpos anti nucleares en enfermedades reumaticas. Rosales & Sosa

Existen publicaciones cientificas realizadas en diferen-
tes paises que han evaluado el grado de correlacion o
concordancia de los test de laboratorio de inmunofluo-
rescencia indirecta ¢ inmunoblot para la deteccion de
anticuerpos anti nucleares y/o citoplasmaticos; en fun-
cion del lugar del estudio realizado y de la marca de los
estuches comerciales que fueron empleados en dichos
estudios, los valores de correlacion y concordancia ob-
tenidos varian de un estudio a otro. Debido a que los
perfiles caracteristicos de los autoanticuerpos se en-
cuentran en diferentes enfermedades, la determinacion
de la especificidad ayuda a establecer el diagnostico
correcto y facilita el tratamiento y seguimiento al pa-
ciente. Algunos de estos anticuerpos son indicadores
muy sensibles de una determinada enfermedad y otros
anticuerpos son mas especificos. (9-12).

El objetivo principal de este estudio fue correlacionar
los niveles de anticuerpos antinucleares obtenidos por
las técnicas de FANA y ANA-LIA en pacientes diag-
nosticados o con sospecha clinica de enfermedades au-
toinmunes.

MATERIAL Y METODOS

Descripcion de la poblacion

1. Ciriterios de inclusion

Grupo caso. - Pacientes que asistieron al Instituto SE-
LADIS, con sospecha clinica de alguna enfermedad au-
toinmune.

Grupo control. - Personas que no presenten anteceden-
tes clinicos de alguna enfermedad autoinmune y sin an-
tecedentes familiares de enfermedad autoinmune, per-
sonas que no estén cursando enfermedades infecciosas
y que no se estén administrando medicamentos.

2. Criterios de exclusion

Pacientes de quienes no contaban con expediente clini-
co completo o que pese a dar su consentimiento infor-
mado para el estudio no asistieron a la toma de muestras

Tamaifio de muestra. - Se incluyeron muestras de 100
pacientes con sospecha clinica de alguna enfermedad
autoinmune, quienes acudieron al Laboratorio de His-
tocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELA-
DIS entre los meses de junio 2018 y agosto del 2019, a
los cuales se les realizaron las siguientes determinacio-
nes serologicas: FANA y ANA-LIA.

Naturaleza de la muestra. - Muestra de sangre venosa.
A los participantes se les colecté Sml de sangre venosa,
a partir de la cual se obtuvo el suero que fue guardado a
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-20°C hasta el momento de su uso.

Analisis estadistico. - El presente estudio fue de tipo
transversal descriptivo. El andlisis de datos se realizo
con ayuda de la base de datos Excel 2013. Los resulta-
dos de los analisis de las variables continuas se expre-
saron como porcentaje, media y rango.

Para datos no apareados de acuerdo a las caracteristicas
de cada test se empled (Chi Cuadrado). Para medir la
concordancia de frecuencias de las variables cualitativas
se utilizo indice de Kappa de Cohen clasificandose los
niveles de concordancia de la siguiente manera: (0,00
Pobre), (0,001-0,20 Deficiente), (0,21-0,40 Aceptable),
(0,41-0,60 Moderada), (0,61-0,80 Considerable), (0,81-
1,00 Casi perfecta).

Aspectos bioéticos. — El protocolo de estudio fue apro-
bado por el Comité de Etica de la Investigacion de la
Universidad Mayor de San Andrés, La Paz — Bolivia
(registro CEI-UMSA 0416), todos los pacientes invo-
lucrados en el estudio dieron consentimiento y asenti-
miento informado para el procesamiento de muestras y
uso de datos de forma confidencial.

Pruebas de inmunofluorescencia indirecta.- Los
FANA fueron determinados siguiendo las instrucciones
del fabricante del estuche comercial (Orgentec, Alema-
nia), la prueba utilizé como sustrato improntas de célu-
las cancerigenas HEp-2 y anticuerpos anti IgG humano
conjugado con FITC, las muestras fueron procesadas a
simple siego segun se indica.

Las muestras fueron evaluadas a las diluciones 1:40,
1:80 y 1:160, diariamente se incluyeron controles posi-
tivos y negativos (proporcionados por el estuche comer-
cial). Se sembro 30 ul de las dilucion correspondien-
te y de los controles en los pocillos de las placas con
sustrato celular, se incub6 por 30 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente. Luego, para remover
los anticuerpos no sensibilizantes se lavaron las placas
cuidadosamente con pizeta y se sumergieron en PBS
por 10 minutos. Posteriomente, las placas se secaron
y llevaron a camara humeda, se afadi¢ a cada pocillo
30 pl de anticuerpo IgG conjugado con isotiocianato de
fluoresceina e incub6 en oscuridad por 30 minutos. Para
eliminar los anticuerpos conjugados que no se unieron
a los anticuerpos sensibilizantes se lavaron las placas
nuevamente como se mencion6 previamente. Se afadio
a cada pocillo una gota del medio de montaje previsto
por el estuche comercial y se cubrio la paca con cubre
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objetos. Finalmente, se realizd la visualizacion de los
patrones fluorescentes a un aumento de 40X. Se con-
sideraron muestras positivas cuando se observo patron
fluorescente con intensidad de fluorescencia 1+ o ma-
yor a partir de la dilucion 1/160 de la muestra.

Pruebas de ensayo inmunolineal.- La determinacion
de anticuerpos IgG por ANA-LIA (Euroimmun, Alema-
nia), capaz de simplificar la deteccion de autoanticuer-
pos contra 22 antigenos claves que también se pueden
observar por el sistema de prueba IFA en sustratos celu-
lares HEp-2. Los siguientes antigenos se inmovilizan en
las tiras de prueba: PM-Scl100, PM-Scl75, SSA/Ro052,
SSA/R060, Jol, Ribo-P, nucleosomas, ADN, histonas,
Sm, UISnRNP68, UISnRNP A, UISnRNP C, SSB/La,
Scl70, CENP-B, PCNA, Mi2, Ku, SRP54, AMA-M2 y
DFS70 (LEDGF). Ademas de las lineas de antigenos,
se facilita una linea de control de corte, de suero y de
conjugado en la parte inferior de la tira.

Las muestras se procesaron siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Los biomarcadores incluidos en el
estuche son marcadores diagnosticos de las siguientes
enfermedades: Lupus Eritematoso Sitémico (LES),
sindrome de Sjogren, sindrome de Sharp, Esclerosis
sistémica progresiva, Polimiositis/Dematomiositis, sin-
drome de CREST, Lupus Discoide, enfermedad mixta
de tejido conectivo, Colangitis Biliar Primaria (CBP) y
Hepatitis autoinmune (AIH)

Cada lamina de nitrocelulosa del estuche ANA-LIA
contd con el control interno de calidad correspondiente
que mediante el software EuroLineScan (Euroimmun,
Alemania) permiti6 definir la positividad o negatividad
de los anticuerpos anti antigenos presentes en la lamina.
El software clasifico los resultados de las muestras res-
pecto a la intensidad de la reacccion de color del suero
control segun se indica: 0-5 Negativo (-), 6-10 Dudoso
(+), 11-25 Positivo débil (++), 26-50 Positivo (+++),
>50 Positivo fuerte (++++)—.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas de los pacientes con
sospecha clinica de enfermedades autoinmunes se resu-
men en la Tabla 1. Se observo que el promedio de edad
de los pacientes estudiados fue de 42 (18-89) afios y que
el 89.0% de los pacientes eran mujeres. Se evidencio
que en el 40% de los casos las solicitudes clinicas no
se incluia el diagndstico presuntivo. Se pudo eviden-
ciar que los diagnosticos clinicos mas frecuentes en
pacientes que solicitaron las pruebas de FANA y ANA-
LIA fueron: Artritis Reumatoide (12,0%), Poliartritis
(12,0%), Lupus Eritematoso Sistémico (10,0%), Enfer-
medad Mixta de Tejido Conectivo (5,0%) y fendémeno
de Raynaud (5,0%). De manera interesante se observo
que en este grupo de pacientes en el 26.0% de los casos
se obtuvo resultados positivos de ANA-LIA y solo el

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha clinica de enfermedades de tejido conectivo incuidos en el

estudio

Caracteristicas evaluadas

Porcentaje

Nimero
Género femenino
Género masculino
Edad promedio (afios)
Diagnéstico presuntivo
Sin diagnéstico Presuntivo
Artritis Reumatoide
Poliartritis
Lupus Eritematoso Sistémico
Enfermedad mixta de tejido conectivo
Fenémeno de Raynaud
Sindrome de Sjogren

Porcentaje de anticuerpos anti Nucleares (FANA) (Positivo)
Porcentaje de anticuerpos anti Nucleares (FANA) (Negativo)

Porcentaje de ANA-LIA (Positivo)
Porcentaje de ANA-LIA (Negativo)

100
89,0%
11,0%

42 (18-89)

40,0%
12,0%
12,0%
10,0%

5,0%

5,0%

3,0%
21,0%
79,0%
26,0%
74,0%
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En la Tabla 2 se muestra la frecuencia en la que se
observo positividad de los diferentes antigenos evalua-
dos en la prueba de ANA-LIA, el 9% presentaba bandas
cuya intensidad de sefial fue interpretada como dudo-
sa y el restante 64% fueron asignadas por el software
como negativas verdaderas (indice de reaccion menor a
5), se resalta para fines del presente estudio los resulta-
dos dudosos fueron considerados como negativos. Por
lo tanto, las muestras negativas correspondieron al 73%
de los casos.

Por otra parte, en el 27% de los casos se observaron
bandas con intesidad positiva que segun la asignacion
del software del kit comercial variaban de una (+) a tres
cruces (+++), los antigenos reconocidos por los anti-
cuerpos de los pacientes mas frecuentemente encontra-
dos solos o en conbinacion con otros antigenos fueron:
SS-A (8/27), DSF70 (5/27) y PM-Scl75/100 (5/27).

Tabla 2. Distribucion especifica de antigenos detectados por ANA-LIA en pacientes con sospecha clinica de enfermedad de

tejido conectivo

ANTIGENO DETECTADO INTENSIDAD DE LA REACCION TOTAL
Negativo +/- + ++ +++
Negativo 64 64
CENP B=30; CENP A= 18 1
DFS70 1 2 2 5
PML=13 1 1
ds DNA 1 1
Jo-1 1 1
Ku 1 1
Mi-2 1 1
nRNP= 77; SS-A=45 1 1
Nucleosoma 1 2 3
Pm Scl 75/100 1 3 1 5
PM-Scl 100 1 1
RP155 1 2 3
Sm 1 1
Sm/RNP 1 1
Sp100 1 1 1
CENP A= 71; CENP B=63 1 1
SSA 1 1 2 4
Ro-52=78; SSB= 64; SSA=53 1 1
Ro52=80; SSA=59 1 1
R052=93; Scl70=78; SSA=72 1 1
TOTAL 64 9 13 5 9 100

Nota. Fuente propia

Mi-2= Dermatomiositis aguda, Polimiositis; ds DNA= Lupus Eritematoso Sistémico (LES), LES-Neonatal, Artritis Reumatoide (AR),

Hepatitis autoinmune (HAI); Sm= LES,

Enfermedad Mixta Tejido Conectivo (EMTC), VEB; SS-A= LES, Sindrome de Sjogren (SS),

Lupus Discoide, AR, SS-B= LES, SS, Lupus Discoide, AR, LES Subagudo; DFS70= Enfermedades Reumaticas, Dermatitis atopica; Nu=
LES, LES Neonatal, EMTC, AR, SS; PM100=Miositis Idiopatica, esclerodermia; anti nRNP= EMTC, LES, Esclerodermia, AR, SS; anti
CENP-Ay anti CENP-B LES, Esclerodermia, sindrome de Crest, AR; PCNA= 5% en LES, Colangitis Biliar Primaria (CBP),Infeccion
por virus Epstein Barr (VEB); Ro-52= SS, LES neonatal; Sm/RNP= EMTC, S8, Esclerosis Sistémica; Scl-70= Esclerosis Sistémica, Der-
matomiositis, Polimiositis; RP155= Dermatomiositis, Polimiositis, Esclerosis Sistémica; Pm Scl 75/100= Polimiositis, Dermatomiositis;

Ku= Dermatomiositis aguda, Polimiositis
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En la Tabla 3 se observan los diferentes patrones fluorescentes obtenidos en la prueba de FANA, las muestras que
presentaron fluorescencia a titulo <1/80 se consideraron negativas. De las 100 muestras analizadas el 79% fueron
negativas, en estas muestras el patron granular fino se observo en el 29% de los casos.

Las muestras positivas para FANA (titulo >1/160) representaron el 21% de los casos y los patrones comunmente
identificados fueron: granular grueso 5%, nucleolar 4% y granular fino 3%.

Tabla 3. Patrones de tincion de anticuerpos antinucleares (FANA) detectados por Inmunofluorescencia Indirecta en pacientes

con sospecha clinica de enfermedades de tejido conectivo.

Positivo Negativo
Patrones fluorescentes (FANA) Titulo > 1/160 Titulo <1/80 Total
n=21 n=79
Negativo (ausencia de patrén fluorescente) 4 (5,0%) 4
Centriolar 1 (4,8%) 4 (5,0%) 5
Centriolar/ Citoplasmatico Reticular 1 (4,8%) 1
Centriolar /Granular Fino 6 (7,6%) 6
Citoplasmatico 1 (4,8%) 4 (5,0%) 5
Citoplasmatico Reticular 2 (2,5%) 2
Citoplasmatico/ Centriolar 1 (1,3%) 1
Citoplasmatico Fibrilar Segmentado 1(1,3%) 1
Citoplasmatico/ Granular Fino 1 (4,8%) 9 (11,4%) 10
Citoplasmatico/ Granular Grueso 1(1,3%) 1
Citoplasmatico/ Nucleolar Homogéneo 1(1,3%) 1
Difuso/ PCNA 1 (4,8%) 0 (0%) 1
Granular Fino 3 (14,2%) 29 (36,7%) 32
Granular Fino Denso 2 (2,5%) 2
Granular Fino/ Centriolar/ PCNA 1 (4,8%) 1
Granular Fino/ Citoplasmatico Reticular 1 (4,8%) 1
Granular Fino/ Puente Intercelular 8 (10,1%) 8
Granular Grueso 5(23,8%) 4 (5,0%) 9
Nucleolar 4 (19,0%) 2 (2,5%) 6
Nucleolar /Puente Intercelular 1 (4,8%) 1
Puente Intercelular 1 (4,8%) 1
Puente Intercelular/ Centriolar 1 (1,3%) 1
TOTAL 21 79 100

En la Tabla 4 se comparan los resultados entre la inten-
sidad de reaccion de ANA-LIA frente a los resultados
de la prueba de FANA. Se determind que 67 de 100
pacientes presentaron resultados negativos por ambas
pruebas, y 15 pacientes presentaron resultados positi-
vos por ambos test de laboratorio. Se observo 12 casos
positivos para ANA-LIA y negativos para FANA y 6
casos positivos para FANA y negativos para ANA-LIA.
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Los resultados demostraron que en el 82% de los casos
existié concordancia de resultados positivos y negati-
vos por ambas pruebas, el indice de correlacion de Ka-
ppa de Cohen entre los métodos estudiados fue de 0,51
“concordancia moderada”. La especificidad diagnostica
encontrada fue del 84,8%, la sensibilidad del 71,4%, el
valor predictivo negativo de la prueba es 91,8%, siendo
el valor de Odds ratio diagnostico de 14,0 (p = 0,005).
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Tabla 4. Resultados del indice de Kappa y valor diagnostico de los anticuerpos anti nucleares y ANA LIA en pacientes con

sospecha de enfermedades de tejido conectivo.

Anticuerpos Anticuerpos
Positividad ANA-LIA Anti nucleares Anti nucleares Total

Positivo Negativo

>1/160 <1/80
Negativo 0-10 (-) 6 67 73
Positivo débil 11-25 (+) 5 13
Positivo 26-50 (++) 2 3 5
Positivo Fuerte > 50 (+++) 8 1 9
Total 21 79 100
Negativo 0-10
6
67
73
Positivo 11-50 15 12 27
Total 21 79 100
% de Concordancia 82,0%

Chi cuadrado (X2)

indice de Kappa

Sensibilidad

Especificidad

Valor predictivo positivo
Valor predictivo negativo
Proporcion de falsos positivos
Proporcion de falsos negativos
Exactitud

Odds ratio diagnéstica

36,8 (p= 0,001)
0,51 (0,30 a 0,71)
71,4%

84,8%

55,6%

91,8%

15,2%

28,6%

82,0%

14,0

Por otra parte, se hizo un analisis para determinar de
qué manera se asocian los patrones fluorescentes de la
prueba de FANA con las especificidades antigénicas de

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2020; 32: 143-153

la prueba de ANA-LIA (fablas 5). Se observo que dife-
rentes patrones de FANA pueden estar asociados a uno
o mas antigenos de ANA-LIA. (ver fabla 5)
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Tabla 5. Distribucion especifica de antigenos detectado por ANA-LIA y patrones de tincion de anticuerpos antinucleares
(FANA) detectados por Inmunofluorescencia Indirecta en pacientes con sospecha clinica de enfermedades del tejido conec-

tivo.
Patrones fluorescentes Patrones fluorescentes
ANA-LIA
CENP A Centriolar, Citoplasmatico
CENP B Centriolar, Citoplasmatico
DFS70 Citoplasmatico, Granular Fino, Granular Fino Denso
Mi-2 Citoplasmatico
Nucleosoma Difuso, PCNA, Granular Fino
Pm Scl 75/100 Centriolar, Granular Fino, PCNA, Nucleolar
PM-Scl 100 Negativo
PML Citoplasmatico
RP155 Centriolar, Citoplasmatico granular fino
Sm Granular Grueso
Sm/nRNP Granular Grueso
SP100 Centriolar, citoplasmatico reticular
SSA Citoplasmatico, Granular Fino, Citoplasmatico Reticular, Granular Grueso, Nucleolar
SSB Granular Fino, Citoplasmatico Reticular
Ro52 Granular Fino, Citoplasmatico Reticular, Granular Grueso
Scl70 Granular Fino
DISCUSION afios, la etiologia no se conoce con exactitud, pero se

La determinacion de anticuerpos antinucleares por in-
munofluorescencia o en fase solida es una de las prue-
bas de laboratorio mas solicitadas ante la sospecha cli-
nica de enfermedad autoinmune, es asi que el tamizaje
de autoanticuerpos mediante FANA en el sustrato celu-
lar HEp-2 permite orientar el diagndstico de un gran nu-
mero de enfermedades autoinmunes, siendo necesario
el uso de biomarcadores de laboratorio especificos para
corroborar e diagnostico de la enfermedad autoinmune.
En el presente estudio se observa que el sexo femenino
es el mas afectado en un 89,0% de los casos (relacion
9:1), la edad promedio de afeccion de la enfermedad fue
de 42 afios. Diversos estudios en otros grupos de enfer-
medad autoinmunes como el realizado por Jiménez y
colaboradores en el 2014 (13) reportan que del 100%
de los casos estudiados las mujeres correspondian al
62,5%; asi mismo indicaron que la edad promedio fue
de 53 afos. En otro estudio, Pérez y colaboradores en el
2017 (14) determinaron que, de 319 casos estudiados,
el 91% eran de sexo femenino e indicaron que la edad
promedio fue de 41 afios.

Al comparar los datos obtenidos entre los estudios se
puede observar similitud entre ellos, corroborando que
las enfermedades autoinmunes afectan con mas fre-
cuencia a mujeres en edad fértil y productiva de 15-45
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cree que factores hormonales, genéticos y ambientales
juegan un papel importante para que se desencadene la
enfermedad, las hormonas femeninas por su parte jue-
gan un rol importante en la maduracion, activacion y
sobrevida de las células B, entre ellos los que tienen
potencial autoreactivo, asi mismo las hormonas influen-
cian en la diferenciacion de las células T reguladoras.

Se destaca que en el grupo de pacientes estudiados el
40% de las solicitudes de laboratorio no fueron acompa-
fiadas del diagnostico presuntivo de la enfermedad. Asi
mismo, se observod que las enfermedades autoinmunes
sistémicas frecuentemente fueron: Artritis Reumatoide
(12,0%), Poliartritis (12,0%) y Lupus Eritematoso Sis-
témico (10%), Enfermedad de Tejido Conectivo (5,0%)
y Fendmeno de Raynaud (5,0%) fueron las que frecuen-
temente se presentaron en las 6rdenes médicas. Al com-
parar los datos obtenidos, Kokuina y colaboradores en
el 2016 (15) realizaron un estudio en 343 pacientes con
enfermedades sistémicas autoinmunes determinando
que entre las enfermedades mas frecuentes se encontra-
ban: Artritis Reumatoide (22,7%), Lupus Eritematoso
Sistémico (19,5%), Tiroides Cronica (9,3%), Enferme-
dad de Graves (6,4%) y Esclerodermia (5,2%). La causa
o desarrollo de las distintas enfermedades autoinmunes
es inexacta y las diversas circunstancias hacen que el
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diagnodstico de muchas de las enfermedades autoinmu-
nes no pueda basarse en un Unico criterio causal, sino
en multiples criterios relacionados con la expresion de
la enfermedad en sus diversas afectaciones, hecho que
repercute en que el diagndstico de la misma se realice
de manera tardia.

Existen diferentes factores que pueden predisponer al
desarrollo de enfermedad autoinmune, entre estos se
acepta: genero, edad, aspectos raciales, ambientales y
hormonales. Los signos y sintomas varian de uno a otro
paciente dificultando en muchos casos el diagnostico
clinico, los sintomas comunmente reportados incluyen:
sintomas musculares, cutaneos, oftalmolégicos, alte-
raciones hematoldgicas, fiebre, sintomas vasculares,
cardiopatias, neurologicos, nefrologicos, endocrinos y
metabolicos. A este respecto, Jiménez y colaboradores
en el afio 2014 (13) demuestran que las enfermedades
autoinmunes en particular el lupus eritematoso sistémi-
cO se presentan con signos y sintomas que varian am-
pliamente de una persona a otra, por lo cual diagnostico
diferencial del paciente es crucial para hacer un correc-
to diagnostico de la enfermedad.

En referencia a los 100 pacientes estudiados el 21,0%
presentd FANA positivo y el 26,0% presentd ANA-LIA
positivo para las distintas enfermedades autoinmunes.
Estos valores se correlacionan con los reportes de Ra-
mam y colaboradores, quienes el 2017 (16) reportaron
positividad por ambos métodos, en el 28,9% de las
muestras estudiadas. Otro estudio similar realizado por
Walker y colaboradores en el 2016 (17) en 321 muestras
de suero de pacientes con distintas enfermedades auto-
inmunes, determiné que el 70,7% (227) fueron positi-
vas por ANA IFI y ANA-LIA. Otro estudio realizado en
India por Begum y colaboradores el 2018 (18) en 150
muestras, determin6 que el 26,0% fueron positivas para
ANA IFI y ANA-LIA en pacientes con enfermedades
autoinmunes, siendo estos resultados similares a los en-
contrados en el presente estudio.

Los porcentaje de positividad de las pruebas de FANA
y ANA-LIA obtenidos en los diferentes estudios pue-
den estar influenciados debido a criterios de seleccion
de las muestras, prevalencia de las enfermedades auto-
inmunes en una determinada poblacién o grupo racial,
el origen de los estuches seroldgicos empleados ya que
algunos estuches de ANA-LIA detectan 23 antigenos,
17 antigenos o 10 antigenos, siendo estos factores entre
otros los que contribuyen a la variabilidad de los resul-
tados que se encuentras en las diferentes publicaciones
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cientificas. Por otra parte, influye si el centro en donde
se realiza el estudio emplea o no los criterios ICAP (In-
ternational Consensus on Antinuclear Antibody) u otro
para la asignacion de los patrones fluorescentes.

Al evaluar los diferentes antigenos y la intensidad de
la reaccion de la prueba de ANA-LIA, se observo que
el 27% de los pacientes presentd bandas con intensidad
de una (+) a tres cruces (+++). Los antigenos que se
presentaron con mayor frecuencia fueron: SS-A (8/27)
DSF70 (5/27) y PM-Scl 75/100 (5/27). Al respecto, el
2018 Hansson y Ronnelid (10) estudiaron 20 pacientes
con enfermedades autoinmunes, reportaron que el 30%
de ellos fueron positivos para los antigenos RNP-70K,
RNP-A, y RNP-C. Por otro lado, un estudio por Garg y
colaboradores en el 2017 (19) evalué mediante la técni-
ca de ANA-LIA a 78 en pacientes que padecian distin-
tas enfermedades autoimunes y detectd que el 32,0% de
las muestras fueron positivas para los antigenos SS-A,
Jo-1 y ds DNA. El test multiplex de ANA-LIA frente
a 22 antigenos recombinantes, contribuye a mejorar la
especificidad diagnoéstica y los valores o predictivos de
los anticuerpos antinucleares contribuyendo a un diag-
noéstico mas preciso de la enfermedad autoinmune.

En el presente estudio al relacionar los patrones ob-
servados con el resultado de la prueba de ANA (Tabla
3), se observo que el 79,0% de los casos tenian titulos
negativos (< 1/80). El 21,0% tenia titulos positivos >
1/160, observandose para este grupo de pacientes diver-
sos patrones fluorescentes se presentan solos o acom-
pafiados de otros patrones fluorescentes, destacando-
se como los frecuentemente encontrados al Granular
Grueso (23,8%), Nucleolar (19,0 %) y Granular Fino
(14,2%). A este respecto, un estudio realizado por Oli-
va en el 2019 (20) quien, al revisar el historial clini-
co de 322 pacientes con enfermedades autoinmunes,
reporta que mediante la técnica de Inmunofluorescen-
cia Indirecta (FANA) se detectaron diversos patrones
fluorescentes siendo los mas frecuentes: Granular 135
(41,93%), Homogéneo 109 (33,85%), Centromérico 34
(10,56%), Citoplasmatico 25 (7,76%) y Nucleolar 9
(2,80%), asociandose estos con las distintas enfermeda-
des de tejido conectivo (18). Al comparar los resultados
de estos estudios se observa que el patron granular es
frecuentemente encontrado en los pacientes con diag-
noéstico o sospecha de enfermedad autoinmune.

Con respecto al valor diagnodstico de FANA y ANA-

LIA, se determind que entre estas pruebas existia un
porcentaje de concordancia del 82,0% con un indice
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de Kappa de 0,51 “Moderado”, siendo los valores de
sensibilidad del 71,4% y especificidad del 84,8. En un
estudio similar Benitez y colaboradores en el 2011 (11)
determinaron que la concordancia entre FANA y ANA-
LIA fue del 68%. Al determinar la baja concordancia en
el estudio, los autores identifican que, ante la presencia
de un patrén positivo por FANA, no se confirma el diag-
nostico de enfermedad autoinmune, siendo necesario
realizar una prueba serologica ademas de la correlacion
con signos y sintomas del paciente para apoyar el diag-
nostico clinico. Por su parte, Kavanaugh y colaborado-
res en el 2000 (21), afirman que la diferencia entre los
resultados de sensibilidad y especificidad que se obtie-
nen en este tipo de estudios, entre otros, se debe a que
FANA detecta una gran variedad de antigenos nucleo-
citoplasmaticos, contrariamente al limitado numero de
antigenos presente en los test de ANA-LIA.

Cuando se asocia la presencia de antigenos ANA-LIA
positivos frente a patrones fluorescentes positivos (ta-
bla 5), se observa que la positividad del patron Granu-
lar esta asociada a la presencia de diferentes antigenos,
como NRNP / SS-A, Sm, Sm/RNP, SSA y SSA /Ro52,
por su parte, el Patron Granular Fino mostr6 estar aso-
ciado a los antigenos DFS70, Nucleosoma y SSA /Ro52
/ Scl70. Estos resultados permiten establecer que para
un determinado patron fluorescente puede haber posi-
tividad de mas de un antigeno por la prueba de LIA y
viceversa. Similar hallazgo fue reportado previamente
por Sarojini Raman y colaboradores en el 2017 (16)
quien evidenci6 asociacion entre el patron granular con
antigenos ds DNA, histona, nucleosoma SSA, RNP/Sm,
Ribosomal. La asociacion entre el patron fluorescente y
antigeno ANA-LIA involucrado y en asociacion con los
signos y sintomas que presenta el paciente permite al

clinico establecer con mayor precision la entidad auto-
inmune que afecta al paciente. (16) por otra parte per-
mite conocer y asociar de manera mas precisa la rela-
cion de los patrones fluorescentes con las enfermedades
autoinmunes y los autoantigenos hacia los cuales estan
dirigidos los anticuerpos. Es necesario ademas realizar
un estudio con un mayor tamafio muestral para estable-
cer las posibles asociaciones entre los patrones fluores-
centes y los autoantigenos con la entidad autoinmunes y
las complicaciones organicas que los caracterizan.

FANA es el método de tamizaje aceptado en la prac-
tica clinica para orientar el diagnostico clinico de en-
fermedad autoinmune mas probable. Sin embargo, de-
bido a que un patron fluorescente puede estar presente
en una o mas enfermedades autoinmunes, infecciones
y enfermedades oncoldgicas, se requiere del apoyo de
otros métodos de laboratorio que permitan identificar
con mayor precision los antigenos hacia los cuales estan
dirigidos los autoanticuerpos del paciente. ANA-LIA ha
demostrado ser una herramienta de laboratorio costo-
efectiva que, al ser empleada en asociacion con la prue-
ba de FANA con un grado de correlacion de resultados
moderado, contribuye a mejorar la sensibilidad, espe-
cificidad, y los valores predictivos de la determinacion
de anticuerpos antinucleares que puede contribuir a un
diagnostico oportuno y preciso de enfermedades auto-
inmunes.
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