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RESUMEN

Por la importancia diagnostica que tiene la deteccién de las distintas especificidades
de anticuerpos que permite distinguir sindromes reumaticos que se sobreponen en el
plano clinico, se exploré su frecuencia en un grupo de 4 693 pacientes con
enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas (SARDs) en el periodo entre el
10 de junio del 2010 al 10 de junio del 2016. Fueron estudiados con ANA screen, ANA
combi e IMMUNOBLOTTING. Solo fueron positivos 277 (5,9 %), 250 del sexo
femenino y 27 del sexo masculino. Existié una importante prevalencia de reactividad
contra los anticuerpos anti-SS-A con 140 pacientes (50 %), seguido de los
antinucleosoma con 97 (35 %) y los DNA ds con 72 (25 %), en el resto de los
anticuerpos no existieron hallazgos importantes. Este estudio sugiere que para los
pacientes con manifestaciones clinicas de enfermedades reumaticas autoinmunes
sistémicas es necesario y Util la utilizacidon de estas pruebas que, junto con la
informacidn clinica y en algunos casos histoldgica, puede ayudar a realizar un
diagndstico mas preciso.

Palabras clave: anticuerpos anti SS-A (RO); lupus eritematoso sistémico; sindrome
de Sjoégrens; ensayo inmunoenzimatico; inmunoblotting.
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ABSTRACT

Due to the diagnostic importance of the detection of different antibody specificities
that allows us to distinguish rheumatic syndromes that clinically overlap; we studied
its prevalence in a group of 4 693 patients with systemic autoimmune rheumatic
diseases In the period between June 10, 2010 and June 10, 2016. For that purpose,
we used ANA Screen and ANA Combi. 277 (5 %) were female and 250 males. There
was a significant prevalence of anti-SS-A antibodies140 (50 %) followed by
antinucleosome 97 (35 %) and DNAs of 72 (25 %), no significant results were
obtained with the rest of the other antibodies. Our results suggest the usefulness of
these tests in patients with clinical manifestations of systemic autoimmune rheumatic
diseases together with the clinical and histological information that could help to make
an accurate diagnosis.

Keywords: anti SS-A (RO) antibodies; systemic lupus erythematosus; Sjégrens
syndrome; immunoenzymatic assay.

INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes del tejido conectivo constituyen un grupo de
entidades que presentan con gran frecuencia sintomas y signos comunes que se
sobreponen en el plano clinico, siendo necesarias para el diagndstico diferencial la
utilizacion de pruebas diagndsticas complementarias como es la deteccién de
autoanticuerpos y otros estudios como los enzimaticos, electromiograficos e
histoldgicos, para junto a la informacion clinica completar los criterios diagnédstico de
la enfermedad.

Entre los autoanticuerpos frecuentemente determinados se encuentran los anti-SS-A
(RO) cuya presencia se asocia mas a trastornos cutaneos que a dano renal;!> se
distinguen por precipitar ARN citoplasmaticos humanos denominados hyRNA
(hyl, hy2, hy3 y hy5) y por reaccionar con al menos tres polipéptidos (scRNP) cuyos
pesos moleculares son 60,52 y 46 kb.%7 Las mas conocidas son la subunidades SS-A
52 y SS-A 60, la primera es una ligasa E3, proteina inducible por el interferén que
funciona como un regulador negativo de la produccién de citocinas pro inflamatorias;?8
mientras la molécula SS- A 60 participa en la degradacién del ARN defectuoso y a
partir de modelos experimentales se plantea que pudiera tener un papel protector
contra las respuestas autoinmunes.?®

Fueron originalmente detectados en el sindrome de Sjogrens primario, desorden
autoinmune que afecta principalmente a las glandulas exocrinas, con un amplio
espectro clinico que va desde una enfermedad confinada a las glandulas exocrinas,
expresada por los conocidos sintomas de resequedad, hasta una enfermedad
sistémica con gran variedad de manifestaciones extraglandulares.® Su presencia en
algunos pacientes se ha asociado al desarrollo de una gammapatia monoclonal o
linfoma de células B.!! También se pueden identificar en el lupus eritematoso
sistémico (LES), enfermedad autoinmune 6rgano inespecifica, caracterizada por la
presencia de células T autorreactivas, responsable de la produccion aberrante de un
grupo heterogéneo de autoanticuerpos;!?13 o asociado al lupus neonatal producto del
paso a través de la barrera placentaria de los anticuerpos presentes en la madre al
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nifio y que se manifiesta por rash en la piel, bloqueo cardiaco completo y secuelas
neuroldgicas.'4-16

La presencia de anti SS-A se asocia ademas al lupus de individuos homocigotos con
deficiencia de complemento C2 y C4, otras enfermedades autoinmunes como la
esclerosis sistémica, cirrosis biliar primaria y artritis reumatoide.”-1°

Para el diagnostico seroldgico de las enfermedades reumaticas autoinmunes es
necesario el seguimiento y la caracterizacién de los hallazgos positivos, apoyados en
la combinacién de pruebas de deteccidn simultaneados con pruebas confirmatorios.

El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia con que se asocian la presencia de
anticuerpos anti-SS-A (RO) a los signos y sintomas que hacen sospechar la presencia
de las enfermedades autoinmunes del tejido conectivo con expresion sistémica.

METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo de la totalidad de pacientes con sintomas y signos
considerados presuntivos de una enfermedad autoinmune del tejido conectivo con
pruebas solicitadas, sin estudios previos y que fueron estudiados para determinar la
presencia de anticuerpos anti-SS-A (RO) en el Laboratorio de Inmunologia del
Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia en el periodo comprendido de junio
de 2010 hasta junio de 2016.

Se incluyeron todos aquellos pacientes que llegaron al laboratorio con indicacion de
estudios de autoinmunidad justificados con la presencia de dos o mas de las
manifestaciones siguientes: Ulceras orales, fotosensibiidad, alopecia, eritema malar,
fenomeno de Raynaud, anemia hemolitica, linfopenia, plaguetopenia, serositis,
glomerulonefritis, convulsiones, neuropatia, boca seca y ojo seco, ademas de la
impresion diagnostica consignada de una de las siguientes afecciones: LES, sindrome
de Sjogrens, esclerosis sistémica, artritis reumatoide, enfermedad mixta del tejido
conectivo, dermatomiositis, polimiositis . En todos los casos la indicacion fue
autorizada previamente por expertos del laboratorio, quienes exploraron sobre la
informacién y la voluntad para realizarse el estudio.

A partir de estos criterios quedaron incluidos 4 693 pacientes, de los que se obtuvo
una muestra de sangre por puncidén venosa que fue conservada a -20 °C hasta el
momento de realizar las determinaciones. Ademas, se establecidé un grupo control de
30 donantes aparentemente sanos con los que se procedié de igual modo.

La determinacién de los anticuerpos antinucleares fue realizada mediante un ensayo
inmunoenzimatico ANA Screen de la firma comercial Orgentec que contiene fijado en
las placas de poliestireno una mezcla de 6 antigenos nucleares altamente purificados
(SS-A, SS-B, RNP, Sm, Scl-70, Jo-1). Se consideraron positivos aquellos casos con
una absorbancia mayor que 1.2.

Posteriormente, los casos que resultaron positivos, se pasaron a un segundo nivel de
caracterizaciéon mediante pruebas mas sensibles y especificas para confirmar el
antigeno reconocido por los ANA, presente en la muestra del paciente y se les realizd
un segundo ensayo inmunoenzimatico con ANA combi en el cual los antigenos
altamente purificados se encuentran independientes fijados en cada pocillo, lo que
permite detectar anticuerpos especificos contra (SS-A, SS-B, rmp, sm, scl-70, jo-1),
se consideraron positivos aquellos cuya absorbancia fue mayor de 1,2.
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Existieron casos que a pesar de ser positivos en el ANA screen no fue posible con el
segundo ensayo inmunoenzimatico encontrar algin anticuerpo especifico, estos se
utilizé un Inmunoblotting Nucleo 9 Line de la firma comercial Orgentec, que es una
importante prueba de diferenciacion de los ANA después de haber realizado una
prueba de deteccién por Elisa y que contiene una mezcla de 9 antigenos altamente
purificados que se encuentran inmovilizados en tiras de nitrocelulosa y permite
detectar anticuerpos especificos contra (DNAds, nucleosoma, SS-A, SS-B ,RNP, Sm,
Scl-70, Cenp-b, Jo-1) la deteccidon de los anticuerpos unidos es posible por la
presencia de bandas que se corresponden con la presencia de cada uno de los
autoanticuerpos y que se visualizan por la intensidad de la coloracion.

RESULTADOS

Del total de pacientes estudiados atendiendo a los criterios de seleccion, resultaron
positivos 277 (5,9 %), 250 del sexo femenino y 27 del sexo masculino. En el grupo
control (donantes) todos fueron negativos para la prueba de deteccién, por lo tanto,
no hubo necesidad de utilizar una segunda prueba confirmatoria en ninguno de ellos.

En la tabla se representa la frecuencia encontrada para cada especificidad de
autoanticuerpo en el grupo de pacientes estudiados. Se encontré prevalencia de
reactividad seroldgica dirigida hacia los anticuerpos anti SS-A (50 %), seguido de los
anticuerpos antinucleosoma (35 %) y los anti DNA ds (25 %). Existié un predominio
de casos que resultaron positivos en el sexo femenino (90,3 %) comparado con el
sexo masculino (9,7 %).

Tabla. Frecuencia de |as diferentes especificidades de autoanticuerpos estudiados

Anticuerpos (especificidad) Pacientes positivos (n)
SS-A ' 140
SS-B 41
DNA ds 72
RNP 40
SM 20
SCL-70 | 13
NUNC 97
CENP-B 20
Jo-1 4

DISCUSION

Los resultados encontrados en cuanto al porciento de casos positivos en la muestra
estudiada se corresponden con los resultados obtenidos por otros estudios con
muestras similares, asi como también en los hallazgos encontrados en cuanto a
positividad de los autoanticuerpos que fue superior en el sexo femenino en relacion al
masculino en una proporcion de 9/1; lo que se corresponde con el predominio
femenino en el comportamiento de las colagenosis sistémicas, ya que las mujeres
suelen desarrollar una respuesta inmune mas fuerte que los hombres pues producen
niveles de anticuerpos mas altos por lo que los procesos autoinmunes se desarrollan
poco después de la pubertad o en el curso de un embarazo.?%2!
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Existen una serie de condiciones que pudieran dar un ANA positivo, sin estar en
presencia de un proceso autoinmune. Estad descrito que entre el 5y el 7 % de la
poblacidn sana pudiera resultar positiva, también con el incremento de la edad, un
estado infeccioso, cancer o una elevacion inducida por drogas. Por eso es necesario
pasar al segundo nivel de caracterizacion mediante pruebas mas especificas para
confirmar el antigeno reconocido por los ANA presentes en la muestra del paciente. El
significado clinico de la presencia de esos ANA positivos y la posterior deteccion de
anticuerpos especificos en determinados pacientes con clinica sugestiva de algun tipo
de conectivopatia, indica que estos individuos requieren de un seguimiento mas
riguroso que aquellos que no resultaran positivos, pues podria estarse en presencia
de alguna entidad clinica o que se desarrolle en breve.??

En este estudio se encontrd una prevalencia importante de reactividad contra los
anticuerpos anti SS-A, pero no fue posible llegar a establecer hacia cual de las dos
subunidades, estaban dirigidos los anticuerpos encontrados. Por ello seria interesante
estudiar a este grupo de pacientes en una segunda etapa, ya que ayudaria a
determinar cudles tendrian un mejor prondstico en cuanto a la evolucién de su
enfermedad en dependencia de hacia donde esta dirigida la reactividad seroldgica, ya
sea a la subunidad SS-52 o SS-60, e independientemente de la entidad reumatoldgica
gue padecen. En el caso de la SS-52 favoreceria la produccion de citosinas
proinflamatorias y por tanto un desarrollo de la enfermedad con un mal prondstico;
por el contrario, si estuvieran dirigidos hacia la SS-60, su presencia podria ser un
factor protectivo o de mejor prondstico como se ha visto en algunos modelos
experimentales y seria un interesante tema de estudio futuro.
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